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RESUMO

Cogumelos do género Pleurotus sdo reconhecidos como alimentos de alto valor
nutricional e por sintetizarem enzimas hidroliticas com ampla aplicacdo industrial. Estas
caracteristicas incentivam a busca por meios que estimulem a producéo de biomassa e
hidrolases. Este estudo teve como objetivo avaliar meios de cultivo para crescimento,
assim como, a sintese de hidrolases e a caracterizacao de proteases produzidas por P.
ostreatoroseus DPUA 1720. A cultura estoque foi mantida em BDAYE (Agar Batata
Dextrose+Extrato de Levedura), a 25 °C por oito dias. O crescimento radial e vigor
micelial foram avaliados em seis meios suplementados com Extrato de Levedura (YE):
BDAYE (4gar Batata Dextrose), SABYE (Agar Sabouraud), GYP (4gar Glicose +
Peptona), MGYP (Agar Extrato de Malte-Glicose-Peptona), agar CEINYE ou CEDYE
(Dioscorea altissima in natura ou desidratado). A avaliacdo da sintese de amilase,
celulase e protease foi realizada em meio solido pelo método do bloco de gelose. A
influéncia do meio e do tempo de cultivo na producdo de proteases foram realizadas por
fermentacdo submersa. A atividade proteolitica foi determinada em solugéo de azocaseina
1% (p/v). As proteases produzidas por fermentacdo com atividade significativa foram
caracterizadas quanto ao efeito do pH e da temperatura na atividade. P. ostreatoroseus
apresentou crescimento rapido e micélio cotonoso em BDAYE (17,80 mm/dia) aos cinco
dias de cultivo. Entretanto, SABYE e CEINYE s&o meios promissores para crescimento
desse cogumelo. Pleurotus ostreatoroseus sintetizou quantitativo superior de amilase
(17,53 mm), seguido de protease (14,33 mm) e celulase (13,61 mm) em CEINYE,
BDAYE, GYP, respectivamente. Os valores significativos de atividade das proteases
produzidas por fermentacdo submersa foram determinados em CEINYE (25,87 U/mL) e
BDAYE (22,00 U/mL), aos quatro dias de cultivo. As proteases dos cultivos em CEINYE
apresentaram atividade o6tima em pH 5,0 e 50 °C. Pleurotus ostreatoroseus cresce,
sintetiza enzimas tanto em meios de cultura tradicionais como em meios naturais e suas
proteases tem potencial para aplicacdo na biotecnologia de alimentos.

Palavras-Chave: cogumelo comestivel, Pleurotus ostreatoroseus, proteases.
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ABSTRACT

Mushrooms of the genus Pleurotus are recognized as food of high nutritional value and
for synthesizing hydrolytic enzymes with wide industrial application. These
characteristics encourage the search for ways to stimulate the production of biomass and
hydrolases. This study aimed to evaluate growth media, as well as the synthesis of
hydrolases and the characterization of proteases produced by P. ostreatoroseus DPUA
1720. The stock culture was maintained on BDAYE (Potato Dextrose agar+Yeast
Extract) at 25 °C for eight days. The radial growth and mycelial vigor were evaluated on
six media supplemented with Yeast Extract (YE): BDAYE (Potato Dextrose agar),
SABYE (Sabouraud agar), GYP (Glucose-Peptone agar), MGYP (Malt-Glucose-Peptone
agar), CEINYE or CEDYE agar (Dioscorea altissima in natura or dehydrated). The
evaluation of the amylase synthesis, cellulase and protease was carried out in a solid
medium using the gelose block method. The influence of the medium and the cultivation
time on the production of proteases was carried out by submerged fermentation.
Proteolytic activity was determined in a 1% (w/v) azocasein solution. Proteases produced
in the liquid medium with significant activity were characterized for the effect of pH and
temperature on activity. P. ostreatoroseus showed rapid growth and cottony mycelium in
BDAYE (17.80 mm/day) at five days of cultivation. However SABYE and CEINYE
medium are more promising to grow this mushroom. The data of the enzymatic activity
by agar diffusion showed higher activity of amylases (17.53 mm), followed by protease
(14.33 mm) and cellulase (13.61 mm) in CEINYE, BDAYE, GYP, respectively. The
significant values of activity of proteases produced by submerged fermentation were
determined in CEINYE (25.87 U/mL) and BDAYE (22.00 U/mL) at four days of
cultivation. The proteases from CEINYE cultures showed optimal activity at pH 5.0 and
50 °C. Pleurotus ostreatoroseus grows, synthesizes enzymes in both traditional and
natural culture media, and its proteases have potential for application in food
biotechnology.

Keywords: edible mushroom, Pleurotus ostreatoroseus, proteases.

1 INTRODUCAO

Os fungos do género Pleurotus pertencem ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota,
ordem Agaricales e popularmente sdo conhecidos como cogumelos ostra. Esses
macrofungos séo os principais decompositores de madeira e residuos vegetais de regides
de clima tropical e subtropical (FONSECA et al., 2015; GRABARCZYK et al., 2019).

Espécies de Pleurotus vém despertando interesse no cenario econdmico, ndo so
devido ao significativo valor nutricional, mas também por sintetizarem compostos
bioativos com acdo antimicrobiana, antioxidante, anticancerigeno, antiviral, anti-
inflamatdrio, entre outros (BEHERA; GUPTA, 2015; BONONI; GIMENES; ROJAS,
2015). Como resultado da valorizacdo econdmica, a producdo comercial mundial de
Pleurotus sp. movimentou mais de US $ 60 bilhdes no periodo de 2013 a 2018 (GRIMM,;
WOSTEN, 2018; LAVELLI et al., 2018).
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Pesquisas também vém demonstrando o potencial de Pleurotus sp. como fonte de
hidrolases de alto valor econdmico, como amilases, celulases e proteases (ERGUN;
UREK, 2017; ARAUJO et al., 2021). Estas enzimas, que atuam na clivagem hidrolitica
de ligacOes quimicas, sdo utilizadas na elaboragéo de queijos, bebidas, pées, detergentes
e no beneficiamento da celulose (SINGH et al., 2016). Em 2019, o mercado global de
enzimas, incluindo hidrolases, foi avaliado em US $ 9,9 bilhGes, com perspectiva de
crescimento a uma taxa anual de 7,1% de 2020 a 2027 (ENZYMES... 2020).

Para aumentar a producéo de biomassa e de enzimas hidroliticas, além de reduzir
0s custos do bioprocesso, meios de cultivo alternativos formulados com residuos do
processamento do algodé&o, arroz, canola, milho, soja, entre outros, vém sendo utilizados
para o crescimento de espécies de Pleurotus (RITOTA; MANZI, 2019). Na Amazonia,
exocarpos de cupuacu e abacaxi, semente de acai, serragem, farelos de trigo e arroz foram
utilizados para a producdo de basidiomas e enzimas hidroliticas por Pleurotus sp.
(FONSECA et al., 2015; SOUZA et al., 2016).

Pleurotus ostreatoroseus Sing., uma espécie que cresce naturalmente na
Amazonia, possui basidioma carnoso com destacada coloracdo rdsea e crescimento em
temperaturas superiores a 20 °C (MENOLLI JUNIOR, et al., 2010; OMARINI et al.,
2010). Apesar do potencial biotecnolégico, P. ostreatoroseus nativo do bioma amaz6nico
é pouco explorado como fonte de biomassa e enzimas hidroliticas. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi selecionar meios de cultivo para o desenvolvimento de P.
ostreatoroseus DPUA 1720, avaliar a producdo de hidrolases e proceder a caracterizagdo

bioguimica das proteases sintetizadas por esse cogumelo comestivel.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COGUMELO

Nesta pesquisa foi utilizado Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 cedido pela
Colecdo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas- UFAM. Essa espécie

foi isolada na Area de Protecdo Ambiental (APA/ UFAM) em Manaus, Amazonas, Brasil.

2.2 MANUTENQAO DA CULTURA MATRIZ

Para manutencdo da cultura de Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 foi
cultivado Agar Batata Dextrose com Extrato de Levedura 0,5% (p/v) (BDAYE), em
placas de Petri. A cultura foi incubada a 25 °C por oito dias para posterior uso nos demais
experimentos (FONSECA et al., 2015).

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.3, p. 22890-22907 mar



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

22894

2.3 SELEC}AO DE MEIOS DE CULTURA PARA CRESCIMENTO DE P.
OSTREATOROSEUS

Neste experimento foram analisados quatro meios de cultura definidos e dois
complexos, adicionados de YE 0,5% (p/v): (1) Agar Batata (BDAYE), (2) Agar
Sabouraud (SABYE), (3) Agar Glicose-Peptona (GYP) e (4) Agar Extrato de Malte +
Glicose (MGYP). Os meios complexos, Cara-de-espinho in natura (CEINYE) e Cara-de-
espinho desidratado (CEDYE) foram formulados com a biomassa de Cara-de-Espinho
(Dioscorea altissima) e preparados de acordo com a metodologia descrita por Tudses
(2016). Nos meios de cultura o pH foi aferido para 6,0 e esterilizados a 121 °C por 15

minutos.

2.3.1 Determinacao do crescimento micelial radial de P. ostreatoroseus

Para avaliar o desenvolvimento micelial das espécies de P. ostreatoroseus, em
cada meio de cultivo (item 2.3), foi inoculado disco micelial de 8 mm de didmetro. Os
cultivos foram mantidos a 25 °C por oito dias e a taxa de crescimento radial avaliada a
cada 24 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata e 0s resultados expressos
em milimetros por dia. (CASTILLO et al., 2018). A velocidade de crescimento radial
(VCR) foi avaliada de acordo com a Equagdo 1. A densidade da massa micelial foi
classificada em: (1+) Muito escassa; (2+) Escassa; (3+) Moderada; (4+) Abundante; (5+)
Muito abundante (MUTHU; SHANMUGASUNDARAM, 2015).

. diametro da colonia (mm)
Equacdao 1. VCR=

tempo de cultivo (dia)

2.4. ENSAIO ENZIMATICO
2.4.1 Avaliacdo da atividade de amilase, celulase e protease por P. ostreatoroseus em
meio solido

Na avaliacdo da sintese de enzimas hidroliticas foi utilizado a técnica do bloco de
gelose. Fragmentos miceliais (8 mm de diametro) foram retirados das culturas de P.
ostreatoroseus DPUA 1720 (item 2.3.1) e semeadas, em triplica, na superficie de agar
carboximetilcelulose, agar leite e &gar Amido. Apos semeadura as placas foram mantidas
a 37 °C por 18 horas (CHEN et al., 2003; KASANA et al., 2008). Para evidenciar a
atividade de celulases foram utilizadas solu¢bes de vermelho do Congo (0,1%, p/v) e

NaCl 1M, respectivamente. Na determinacdo da atividade amilolitica foi usado vapor de

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.3, p. 22890-22907 mar



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

22895

iodo. Para avaliacdo da presenca de proteases ndo foi necessario o uso de solugdo
reveladora revelador, foi observado a formacédo de halo translicido ao redor da coldnia.
Os halos de degradacdo foram medidos e os resultados expressos em milimetros
(PALHETA et al., 2011).

2.4.2 Fermentacdo Submersa
2.4.2.1 Producéo de proteases em meio liquido: influéncia do meio de cultivo e do tempo
de fermentacao

A cultura inoculo de P. ostreatoroseus foi preparada nos meios de cultura com
base no forte vigor micelial e naproducéo significativa de proteases pelo método do bloco
de gelose. De cada cultura foram retirados 10 discos miceliais para inoculagdo em frascos
Erlenmeyer contendo 50 mL de meio liquido formulado com os mesmos constituintes do
meio sélido. Para investigar a influéncia do tempo de fermentacdo na producdo de
enzimas proteoliticas, P. ostreatoroseus foi cultivado durante dois, quatro, seis e oito dias,
em agitador orbital a 150 rpm, a 25 °C. Em seguida, a biomassa foi recuperada por
filtracdo a vacuo em papel de filtro Whatman n°® 1, em membranas de éster de celulose
(0,45 um) e polietersulfonica (0,22 pm), respectivamente. No extrato bruto obtido foi

determinada a atividade proteolitica quantitativa (MARTIM et al., 2017).

2.5 DETERMINACAO QUANTITATIVA DA ATIVIDADE DE PROTEASES

A atividade proteolitica foi determinada conforme metodologia descrita por
Machado et al. (2017), utilizando solucdo de azocaseina 1% (p/v) como substrato. Uma
unidade de atividade de proteases foi definida como a quantidade de enzima necesséaria
para produzir uma variacdo de absorbancia igual a 0,01 em 60 minutos. O extrato com

atividade significativa foi submetido a caracterizacdo bioquimica.

2.6 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS PROTEASES

Nos ensaios de caracterizagcdo das proteases sintetizadas por P. ostreatoroseus
foram utilizadas as metodologias descritas por Martim et al. (2017). Para ensaio do pH
Otimo, a atividade proteolitica foi determinada a 25 °C utilizando as seguintes solugdes-
tampé&o 0,1 M: acetato de sodio (pH 5 e 6), Tris-HCI (pH 7 e 8) e glicina-NaOH (pH 9 e
10). A temperatura Otima foi determinada pela incubacdo do extrato bruto em

temperaturas de 30 °C a 80 °C. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicata.
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2.7 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos nesse ensaio foram analisados em ANOVA com teste de Tukey
a 5 % de significancia utilizando o programa Minitab 18.0 (MINITAB, 2017).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes ao crescimento micelial radial de P. ostreatoroseus estdo
demonstrados na tabela 1. A velocidade do crescimento significativo foi observada em
BDAYE (17,80 mm/dia), SABYE (17,24 mm/dia), CEINYE (17,16 mm/dia), GYP
(17,04 mm/dia), MGYP (16,96 mm/dia). Entre os meios de cultura, em BDAYE foi
observada colonizacdo total do meio em cinco dias. Nos demais meios, 0
desenvolvimento do micélio em toda a superficie dos meios de cultura foi registrado em
oito dias. Sastre-Ahuatzi et al. (2007) determinaram crescimento de 7,8 mm/dia por P.
ostreatus ao utilizar amido como substrato.

O desenvolvimento e as caracteristicas morfoldgicas da massa micelial obtida em
BDAYE podem influenciar de forma positiva nas etapas subsequentes de producéo de P.
ostreatoroseus. Guadarrama-Mendoza et al. (2014) e Hoa e Wang (2015) afirmaram que
0 desenvolvimento micelial em meios de cultura é uns dos principais parametros de
escolha para o cultivo de cogumelos. Marino et al. (2008) relataram que a rapida
colonizacdo e formacdo de micélio vigoroso sao parametros que indicam a eficacia do
substrato a ser colonizado, diminui perdas por contaminacao, além de reduzir o periodo
de incubacéo e frutificacdo do cogumelo. Ndo existe um critério unificado para citar as
caracteristicas do crescimento de cogumelos em meio de cultura sélido
(GUADARRAMA-MENDOZA et al., 2014).

Tabela 1 — Média da velocidade do crescimento micelial radial de P. ostreatoroseus cultivado, a 25 °C por
oito dias, em meios de cultura suplementados com extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v).

Meios de Velocidade de crescimento Miceélio
Cultura micelial radial (mm/dia) Textura Densidade  Crescimento (dias)

BDAYE 17,80 £ 0,28% Cotonosa Alta 5
SABYE 17,24 £ 0,554 Cotonosa Alta 5
CEINYE 17,16 £ 0,432 Cotonosa Alta 8
GYP 17,04 £ 0,602 Lanoso Regular 8
MGYP 16,96 £ 0,572 Lanoso Regular 8
CEDYE 15,16 + 1,85° Lanoso Baixa 8

BDAYE (Agar batata dextrose); SABYE (Agar Sabouraud); CEINYE (Caréa-de-espinho in natura); GYP
(Glicose+Peptona); MGYP (Agar Extrato de Malte+Glicose+Peptona); CEDYE (Cara-de-espinho
desidratado). Letras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente pelo método de Tukey (p>0,05).
Fonte: Autores
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Shim et al. (2005) citaram que a avaliagdo do diametro da col6nia em um
determinado periodo constitui um fator de selecdo de meios de cultura para fungos
filamentosos. O crescimento micelial varia de acordo com a espécie e com as
caracteristicas nutricionais dos meios de cultivo, dados observados na investigacédo
realizada com Lentinus sp. e Pleurotus sp. (CHANG; MILES, 2004; KLOMKLUNG et
al., 2014).

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que BDAYE foi o meio
promissor para o desenvolvimento rapido da massa micelial de P. ostreatoroseus. Na sua
auséncia, tanto SABYE quanto CEINYE constituem meios opcionais para o crescimento
desse cogumelo (Tabela 1). O uso de D. altissima na formulacdo de CEINYE é uma
alternativa inovadora que, além de valorizar esse tubérculo nativo da Amazonia, incentiva
o desenvolvimento sustentavel da agricultura familiar regional.

A classificacdo quanto a textura e a densidade micelial de P. ostreatoroseus estdo
demonstrados na tabela 1. Nos meios BDAYE, SABYE, CEINYE foi verificado micélio
de textura cotonosa com densidade variando de alta a meédia. Em GYP, MGYP e CEDYE
0 cogumelo apresentou textura lanosa e densidade regular e baixa (Figura 1). Souza
(2014) e Martins (2016) observaram predominio de textura cotonosa e lanosa,
respectivamente, ao realizar a caracteriza¢cdo macromorfologica de fungos filamentosos.
Quanto a densidade micelial, Guadarrama-Mendoza et al. (2014) atribuiram classificacdo
subjetiva variando de alta, média, regular e baixa para Pleurotus sp.

A diversidade da densidade micelial demonstrada por P. ostreatoroseus nos meios
de cultura avaliados esté relacionada tanto com a qualidade nutricional e a outros fatores
como pH, temperatura, luminosidade, umidade e oxigenacdo que influenciam no
desenvolvimento e no vigor micelial Benlounissi et al. (2012) e Fonseca et al. (2015)
também admitiram que fontes nutricionais e fatores ambientais tem acdo no crescimento

micelial de cogumelos comestiveis.
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Figura 1 - Densidade micelial de P. ostreatoroseus em diferentes meios de cultivo

A= BDAYE (4gar batata+extrato de levedura 0,5%, p/v); B= SABYE (Agar Sabouraud); C= CEINYE
(Agar Cara-de-espinho in natura); D= GYP (Agar Glicose + Peptona); E= MGYP (Agar Extrato de Malte
+ Glicose + Peptona); F= CEDYE (Agar Cara-de-espinho desidratado).

Fonte: (Autores)

A figura 2 demonstra o potencial biotecnoldgico de P. ostreatoroseus como fonte
de hidrolases, amilases, células e proteases. Nas condi¢es experimentais avaliadas, P.
ostreatoroseus sintetizou enzimas hidroliticas em todos os meios de cultura avaliados.
Valores significativos das atividades de amilase, celulase e protease, foram observados
em 83,33% dos meios utilizados. Os halos superiores de degradacdo enzimatica para
amilase (22,33 mm), celulase (16,67 mm) e protease (17,67 mm) foram observados em
CEINYE, BDAYE e GYP, respectivamente. Souza et al. (2008) verificaram halos de
hidrolise para amilase (17,5 mm), celulase (21,4 mm), e protease (10,9 mm) quando
Trametes sp. 11E4 foi cultivado em BDA. As investigacdes de Hadda et al. (2015) e
Rajoriya e Gupta (2016) utilizando Ganoderma sp. e Russula brevipes, respectivamente,
também constataram que essas espécies sao fontes de amilase, celulase e protease.
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Figura 2 — Atividade de amilase, celulase e protease de P. ostreatoroseus em meios de cultivo
suplementados com extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v)

30 -

25 A

20 -
a,b)

RN % AMILASE
(a,b) & CELULASE

10 - # PROTEASE

CEDYE CEINYE BDAYE GYP SABYE

CEDYE (Cara-de-espinho desidratado); CEINYE (Cara-de-espinho in natura); BDAYE (Agar batata
dextrose); GYP (Glicose+Peptona); MGYP (Agar Extrato de Malte+Glicose +Peptona); SABYE (Agar
Sabouraud).

Fonte: (Autores)

Proteases sdo enzimas de maior importancia comercial, sdo catalisadores que tem
extensa aplicacdo industrial (RAZZAQ et al., 2019). A tabela 3 apresenta os resultados
da producdo de proteases por P. ostreatoroseus nos meios CEINYE e BDAYE liquido.
Nas condicdes de analise, valores significativos de atividade proteolitica foram
determinados em extrato de Cara-de-espinho in natura [CEINYE (25,87 U/mL)] e
BDAYE (22,00 U/mL). Estes dados mostram a eficacia do meio CEINYE formulado com
0 extrato da biomassa de Dioscorea altissima Lamarck, cujo tubérculo tem producéo
equivalente a 100 Kg/planta, mas ainda ndo tem cadeia produtiva estabelecida na
Amazonia (TEIXEIRA et al., 2016). A destinacgdo para cultivo de fungos pode estimular
a exploracdo dessa matéria prima e contribuir para geracdo de novo produto para uso
como fonte de carbono e outros nutrientes.

Quando avaliado o tempo de fermentacédo, a atividade das proteases significativa
foi determinada no quarto dia de cultivo. Ainda foi observado que, com aumento do
tempo de cultivo houve decréscimo de atividade enzimatica, tanto em CEINYE como em
BDAYE (Tabela 3). Barbosa et al. (2020) e Fonseca et al. (2014) determinaram atividade
proteolitica de 26,53 U/mL e 7,89 U/mL quando P. ostreatoroseus foi cultivado em
residuo do processamento de acai e cupuagu, respectivamente. Martim et al. (2017)
relataram valor de 34 U/mL na caracterizacdo da atividade proteasica de P. albidus em
GYP.
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O uso substrato regionais em bioprocessos, a exemplo de biomassa in natura ou
desidratada ou na forma de residuo lignoceluldsico resolve problemas ambientais,
estimula a cadeia produtiva e em consequéncia viabiliza o desenvolvimento econdmico e
contribui para geracdo de atividades sustentaveis (TEIXEIRA et al., 2016; SIQUEIRA et
al., 2017).

Tabela 3 — Atividade de protease por fermentacdo submersa Influéncia do tempo de fermentacéo e do meio
de cultivo na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus.

Atividade proteolitica (U/mL)

Tempo de fermentacdo (dias)

BDAYE CEINYE
2 8,66°+ 1,1 16,897+ 1,9
4 22,002 +1,7 25,872 +1,6
6 14,66+ 1,1 17,33+ 1,8
8 11,552¢+1,0 12,66 °+ 0,6

BDAYE = 4gar batata dextrose + extrato de levedura (YE) 0,5 % (p/v); CEINYE = agar cara-de-espinho in
natura + extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v). Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: (Autores)

A atividade proteolitica em CEINYE foi 15% superior quando comparada com
BDAYE. Estes resultados demonstram que D. altissima é uma matéria prima promissora
para formulacdo de meios de cultivo naturais, com aplicacdo na producao de proteases
por P. ostreatoroseus. Com base nestes resultados, o extrato bruto obtido do cultivo de
P. ostreatoroseus em CEINYE foi utilizado nos estudos de caracterizagdo bioquimica.

O efeito do pH na atividade de proteases de P. ostreatoroseus em extrato de
CEINYE estd demonstrado na figura 3. Atividade 6tima foi observada em pH 5,0, com
decréscimo de acdo catalitica em pH superiores. Resultado similar foi descrito por Martim
et al. (2017) e Barbosa et al. (2020) para as proteases de P. albidus e P. ostreatoroseus,
respectivamente. Entretanto, Machado et al. (2017) verificaram que as proteases de P.

ostreatoroseus cultivado em D. alata apresentaram atividade significativa em pH 7,0.
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Figura 3 - Efeito do pH na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus
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Fonte: Autores

O efeito da temperatura na atividade de proteases de P. ostreatoroseus em
CEINYE estad demonstrado na figura 4. As proteases demonstraram atividade em todas
as condigdes avaliadas, mas acdo catalitica significativa foi determinada em 50 °C. O
aumento da temperatura causou a reducdo da acdo proteolitica em 27,26%, 35,36% e
65,56% em 60 °C, 70°C e 80 °C, respectivamente. Machado et al. (2017) e Barbosa et al.
(2020) relataram que P. ostreatoroseus sintetiza proteases com atividade significativa em
40 °C, quando cultivado em D. alata e em semente de acai, respectivamente. Martim et
al. (2017) e Pimenta et al., (2021) verificaram que as enzimas proteoliticas de P. albidus
demonstraram acdo catalitica significativa a 60 °C, em meio liquido constituido por meio
liguido glicose, extrato de levedura e peptona e em fermentacdo em residuos

lignocelulésicos, respectivamente.
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Figura 4 — Efeito da temperatura na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus
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Os resultados obtidos no presente estudo indicam o predominio de proteases
acidas com atividade na faixa de 30°C a 50 °C no extrato bruto de P. ostreatoroseus.
Estas enzimas proteoliticas sao amplamente aplicadas no setor alimenticio, na producao
de queijo, em clarificacdo de cerveja e suco de frutas, amaciamento de carne, melhoria da
textura de massas, além da elaboracdo de molho de soja, de temperos e hidrolisados
proteicos (RAZZAQ et al., 2019; PIRES et al., 2019).

Biocatalisadores tém vantagens sobre outros métodos, sao considerados seguros e
eco amigaveis. Assim, as proteases microbianas tém vantagens sobre as de origem vegetal
ou animal, considerando que tém custo de producdo economicamente de valor reduzido,

diversidade bioquimica e, sdo geneticamente manipulaveis (MAJUMDER et al., 2015).

4 CONCLUSAO

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 cresce e sintetiza enzimas tanto em meios
de cultura tradicionais com em meios naturais formulados com Dioscorea altissima,
tubérculo nativo da Amazonia. O meio BDAYE promove o desenvolvimento vigoroso da
massa micelial de P. ostreatoroseus DPUA 1720, assim como, SABYE e CEINYE. Os
meios avaliados constituem substratos eficientes para sintese de amilases, celulases e
protease, com excecdo de CEDYE e MGYP. Em meio liquido CEINYE héa produgéo
significativa de proteases &cidas com temperatura Otima a 50 °C. Os resultados
evidenciam a expressiva eficiéncia de BDAYE, SABYE e CEINYE no crescimento e

densidade micelial de P. ostreatoroseus. Desse modo, 0 meio formulado com extrato de
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biomassa de Dioscorea altissima pode substituir BDA tanto para crescimento micelial
quanto para producéo de amilases, celulases e proteases.
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