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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia dos residuos do processamento de aria
(Calathea allouia) e do tamanho do indculo (5 ou 10 discos miceliais de 10 mm), na producéo de
proteases por Lentinus citrinus utilizando a tecnologia da fermentacdo submersa. As proteases foram
extraidas da solugdo salina adicionados de 0,5% ou 1% (m:v) de aria (exocarpo ou mesocarpo), em
agitador orbital. Em seguida, o extrato bruto foi separado do residuo por filtracdo para determinagéo
da atividade enzimética. A maior atividade proteolitica (432,20 U/mL) foi verificada no meio
suplementado com exocarpo de aria 1 % [CA (m:v)], inoculado com 10 discos miceliais. As proteases
de L. citrinus exibiram dois picos de atividade 6tima, no pH 7,0 e 8,0 e, a 40 °C. Os resultados
mostram a viabilidade do tubérculo e do exocarpo de aria para produgdo de proteases neutra e
alcalina nas condigdes experimentais.
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INTRODUCAO

As proteases sdo originadas de diversas fontes vegetal, animal e micro-organismos,
Dentre os fungos filamentosos, 0s cogumelos tem se destacado como produtores de enzimas
proteoliticas, além de serem utilizados como alimentos (Fonseca et al., 2014).

Lentinus citrinus, € um cogumelo comestivel encontrado em regides tropicais e
subtropicais. Pesquisa recente revelou seu potencial como produtor de proteases, assim como,
tem caracteristicas nutricionais para inclusdo na alimentagdo humana, nos cultivos realizados
em exocarpo de cupuagu suplementado com liteira ou farelo de arroz. Neste estudo as
proteases de Lentinus citrinus apresentaram atividade étima em pH neutro e alcalino a 50°C
(Machado et al., 2015).

Como alternativa para producdo de enzimas proteoliticas em meio liquido sdo
utilizados residuos da agroindustria, como farelo de arroz, exocarpo de cupuagu e semente de
acai (Alecrim et al., 2015).

Entre os residuos poucos investigados tem disponivel na Amazodnia, o exocarpo de
Calathea allouia (arid), um tubérculo pouco conhecido, da familia Marantaceae, de
importancia alimenticia regional e ornamental devido suas folhagens, cultivado por pequenos
produtores e comercializado para consumo humano em feiras de produtos organicos. O aria
tem 0,3% de gordura, 1,5 % de proteinas, 21,4% de carboidratos e 94,3% de calorias (Varejdo
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et al., 1988). Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia dos residuos do
processamento de arid (Calathea allouia) e do tamanho do indculo na producdo de proteases
por Lentinus citrinus, utilizando fermentacdo submersa.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo
Para a producdo de enzimas, foi utilizado Lentinus citrinus (DPUA 1535) do acervo da
Colecéo de Culturas DPUA/UFAM. A cultura foi reativada e cultivada em placas de Petri
contendo agar OMYA (aveia + extrato de levedura) durante sete dias a 25°C.

Fermentacdo Submersa

Na fermentagdo submersa foram utilizados frascos Erlenmeyer (125 mL) nos quais
foram adicionados 50 mL de meio de solucdo salina [(fosfato de potassio monobasico (0,1
g/L), sulfato de magnésio (0,5¢/L), cloreto de sddio (0,5¢/L) e sulfato ferroso (0,004 g/L)]
adicionados de 0,5% ou 1% de aria (exocarpo ou mesocarpo) que foram esterilizados por 15
minutos. Em seguida foram adicionados ao meio de cultivo 5 ou 10 discos miceliais de 10
mm de L. citrinus e a fermentacdo submersa foi conduzida durante cinco dias, a 30 °C em
agitador orbital a 150 rpm. Posteriormente os extratos foram filtrados em papel de filtro
Whatman n°1 e o filtrado foi utilizado nas analises subsequentes.

Determinacdo da atividade proteolitica quantitativa

Para determinacdo da atividade enzimatica proteolitica foi adicionado 250 pL de
solucdo de azocaseina 1% (p/v) em tampédo TRIS-HCI 0,1 M, pH 7,2 em 150 pL de extrato
bruto. Os tubos reacdo foram incubados por 1 hora a 25 °C em camara escura. Para
interrupcdo da reacdo foi adicionado 1,2 mL de acido tricloroacético 10% (p/v) e em seguida
procedeu-se a centrifugacdo por 10 minutos a 10000 rpm, a 4 °C. Em seguida, de cada
sobrenadante, foi retirado 0,8 mL e transferido para tubos de ensaio contendo 1,4 mL de
hidroxido de sodio 1M. A leitura das amostras foi realizada a 440 nm. Como branco foi
utilizado tampéo na solucéo de azocaseina 1% (p/v) em tampao TRIS-HCI 0,1 M, pH 7,2.

Efeito do pH e da temperatura na atividade proteolitica

A partir do extrato bruto onde foi determinada a maior atividade proteolitica analisou-se 0
efeito do pH na atividade proteolitica, incubando-se o extrato enzimatico em diferentes faixas
de pH (5,0 — 10,0), a 25 °C por 60 minutos. Os tampdes utilizados foram Citrato Fosfato 0,2
M (pH 5,0-6,0), Tris-HCI 0,2M (pH 7,0-8,0), Glicina-NaOH (pH 9,0-10,0). O efeito da
temperatura foi determinado em 25 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C, em 60 minutos. A
atividade das proteases foi determinada conforme descrito anteriormente.

Anadlise estatistica
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Os resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva media, desvio padrao, grafico e
tabelas para os célculos de atividade enzimatica (R2 > 95%) por meio de analise de variancia
(Anova) e teste Tukey (p < 0,05), utilizando o software Minitab ® versao 17.0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo L. citrinus excretou proteases em todas as condic¢des avaliadas . O maior
quantitativo de proteases (432,20 U/mL) foi verificado em exocarpo 1 % (p/v) e 10 discos
miceliais. Os menores valores de atividade de protease (184,00 U/mL) foram verificados na
polpa 0,5 % (p/v) e 5 discos miceliais, sendo este valor 57,42 % inferior ao de atividade
méaxima encontrado neste estudo.

Tabela 1. Atividade proteolitica de L. citrinus fermentados em aria

Concentracéo do Atividade proteolitica

Substrato substrato (%) Tamanho do inoculo (U/ml)
AA 0,5 5 184,00+2,418
AA 0,5 10 302,20+1,92¢
AA 1,0 5 292,30+1,73¢
AA 1,0 10 286,20+03¢
CA 0,5 5 231,10+1,924f
CA 0,5 10 346,11+0,90°
CA 1,0 5 285,55+1,93¢
CA 1,0 10 432,20+1,922

AA — polpa (mesocarpo) de Aria, CA — casca (exocarpo) de Aria.

Com base nos resultados obtidos o extrato bruto com maior atividade proteolitica foi
submetido a caracterizacdo parcial de proteases. O efeito do pH na atividade proteolitica esta
mostrado na figura 1 (A). As proteases de L. citrinus apresentaram atividade maxima em pH 7
e 8, com valores de 44,0 U/mL e 43,56 U/mL, respectivamente. Esses dados sugerem a
presenca de proteases neutras e levemente alcalinas no extrato enzimético avaliado. Nos
trabalhos realizados por Fonseca, et al (2014), os autores verificaram que as proteases
extraidas dos basidiomas de Pleurotus ostreatoroseus demonstraram maxima atividade em pH
6,0. Nos extratos dos basidiomas de Lentinus citrinus produzidos em substratos amazonicos
as atividades méaximas das proteases foram verificadas em pH 7,0 e pH 9,0 (Machado et al,
2015).
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Figura 1- Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade proteolitica do micélio de Lentinus
citrinus fermentado em Aria (Calathea allouia)

Conforme indicado na Figura 1 (B) a temperatura 6tima de atividade proteolitica foi
determinada em 40°C, com decréscimo de atividade nas temperaturas subsequentes. Em 70°C
e 80 °C foram verificadas perdas de 63,3% e 60,5%, respectivamente. Dados semelhantes
foram obtidos por Fonseca et al (2014) e Kirsch et al, (2013) nos trabalhos realizados com
extratos dos basidiomas de P. ostreatoroseus e Lentinus citrinus, respectivamente.

CONCLUSOES

Polpa e exocarpo de arid proporcionaram a producdo de enzimas proteoliticas por L.
citrinus e entre estes o mais significativo foi o exocarpo de aria. Neste estudo utilizando o
exocarpo de aria 1% e 10 discos miceliais, as proteases expressaram atividade 6tima em pH
neutro e levemente alcalino, temperatura de 40 °C.
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