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RESUMO

Cogumelos comestiveis sdo excelentes fontes de enzimas, em destaque as proteases
fibrinoliticas, que atuam na dissolu¢do de coagulos sanguineos. Contudo, no cenario
amazonico, o uso de cogumelos como produtores de enzimas fibrinoliticas, ainda ¢ um tema
pouco explorado. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento de um
produto alimenticio utilizando tubérculos nativos da Amazonia fortificado com massa
micelial de cogumelo comestivel como fonte de protease fibrinolitica para promocgao da saude
humana. P. ostreatoroseus foi cedido pela colecdo de culturas DPUA, da Universidade
Federal do Amazonas cultivado em agar BDA suplementado com extrato de Levedura 0,5 %
(p/v). A fermentagdo liquida foi conduzida em frasco de Erlenmeyer em 50 mL de meio GYP,
MGYP e Malte. A selecdo do meio de cultivo liquido foi realizada com base na atividade de
enzimas fibrinoliticas. A massa micelial recuperada através de filtragdo a vacuo foi utilizada
como inéculo na fermentagdo no estado sdlido. Os tubérculos utilizados foram tratados,
cortados em cubos de 1x1, submetidos a cocg¢do, esterilizados a 121°C, por 30 minutos. A
biomassa obtida foi transferida para superficie de tubérculos amazonicos de Inhame-roxo
(Dioscorea alata L.) e aria (Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Sudrez.). A fermentagao
em estado sélido foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, mantido a 28°C, por oito
dias, umidade 60%, em base umida, até completa miceliagdo do substrato. O bioproduto foi
preparado utilizando polpa de tubérculos colonizados com massa micelial de P.
ostreatoroseus, produto da fermentacdo no estado solido. A selecdo da propor¢ao de
tubérculos foi determinada de acordo com a atividade fibrinolitica significativa. Os
bioprodutos fermentados foram desidratados a 40°C por 24 horas, em desidratadora com
controle de temperatura e circulacao de ar for¢gado. Cada produto foi triturado em processador
para padronizacdo da granulometria em peneira de aluminio de 60 mesh. Posteriormente, os
bioprodutos elaborados foram submetidos a determinacdo de enzimas fibrinoliticas,
composi¢do centesimal, propriedade tecnologicas da farinha, teor de minerais, atividade
prebidtica e hipocolesterolémica, determinagao de pH e acidez titulavel total, e avaliagdao da
qualidade microbiologica. A atividade maxima de enzimas fibrinoliticas sintetizadas por P.
ostreatoroseus DPUA 1720 foi verificada em GYP (449,32 £ 0,01 U/mL). No extrato
dialisado, P. ostreatoroseus excretou proteases fibrinoliticas (1361,73 =+ 0,09). Nos
parametros de cultivo a idade do indculo influenciou na produgdo enzimatica. Nos extratos de
GYP as proteases apresentaram atividade otima em pH 8,0 e a 30 °C. Os cultivos em
tubérculos amazonicos foram promissores quanto a atividade fibrinolitica, no entanto D. alata
e G. allouia suplementado com farelo de trigo (80:20) apresentaram resultados significativos
quanto a sintese de enzimas fibrinoliticas. As farinhas elaboradas apresentaram propriedades
tecnologicas e nutricionais significativas de micro e macro minerais, além de valor nutricional
agregado de proteina, fibras, cinzas e baixo teor de lipideos. Os bioprodutos desenvolvidos
apresentaram atividade fibrinolitica, agdo prebiotica e hipocolesterolémica significativas. O
pH dos bioprodutos ndo causou redugdo significativa nos valores de pH e a acidez titulavel
seguindo os padrdes exigidos, além de atenderem as exigéncias higi€nico-sanitarias para
consumo. Estes bioprodutos elaborados podem ser considerados um alimento versatil para
diversas finalidades, pois ¢ um bioproduto sem gliten, conservantes, e originario de recursos
amazonicos, pode ser indicado com a intengdo de substituir total ou parcialmente a farinha de
trigo atendendo diferentes ptblicos de consumidores.

Palavras-chave: fermentacgdo estado so6lido, cogumelo, bioproduto.



ABSTRACT

Edible mushrooms are excellent sources of enzymes, particularly fibrinolytic proteases, which
act to dissolve blood clots. However, in the Amazonian scenario, the use of mushrooms as
producers of fibrinolytic enzymes is still a little explored topic. The aim of this research was
to develop a food product using native Amazonian tubers fortified with the mycelial mass of
an edible mushroom as a source of fibrinolytic protease to promote human health. P.
ostreatoroseus was provided by the DPUA culture collection at the Federal University of
Amazonas and cultivated on BDA agar supplemented with 0.5% (w/v) yeast extract. The
liquid fermentation was carried out in an Erlenmeyer flask in 50 mL of GYP, MGYP and
Malt medium. The liquid culture medium was selected based on fibrinolytic enzyme activity.
The mycelial mass recovered by vacuum filtration was used as inoculum for solid-state
fermentation. The tubers used were treated, cut into 1x1 cubes, cooked and sterilized at 121°C
for 30 minutes. The biomass obtained was transferred to the surface of Amazonian tubers of
purple yam (Dioscorea alata L.) and guinea arrowroot (Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. &
S. Sudrez.). Solid-state fermentation was carried out in 500 mL Erlenmeyer flasks, kept at
28°C for eight days at 60% humidity on a wet basis, until the substrate had completely
micellized. The bioproduct was prepared using tuber pulp colonized with P. ostreatoroseus
mycelial mass, the product of solid-state fermentation. The proportion of tubers selected was
determined according to significant fibrinolytic activity. The fermented bioproducts were
dehydrated at 40°C for 24 hours in a dehydrator with temperature control and forced air
circulation. Each product was ground in a processor to standardize the particle size using a
60-mesh aluminium sieve. The bioproducts were subjected to the determination of fibrinolytic
enzymes, centesimal composition, technological properties of the flour, mineral content,
prebiotic and hypocholesterolemic activity, determination of pH and total titratable acidity,
and evaluation of microbiological quality. The maximum activity of fibrinolytic enzymes
synthesized by P. ostreatoroseus DPUA 1720 was found in GYP (449.32 + 0.01 U/mL). In
the dialyzed extract, P. ostreatoroseus excreted fibrinolytic proteases (1361.73 + 0.09). In the
cultivation parameters, the age of the inoculum influenced enzyme production. In the GYP
extracts, the proteases showed optimum activity at pH 8.0 and at 30 °C. Cultivation on
Amazonian tubers was promising in terms of fibrinolytic activity, but D. alata and G. allouia
supplemented with wheat bran (80:20) showed significant results in terms of fibrinolytic
enzyme synthesis. The flour produced showed significant technological and nutritional
properties in terms of micro and macrominerals, as well as added nutritional value in terms of
protein, fiber, ash and low lipid content. The bioproducts developed showed significant
fibrinolytic activity, prebiotic and hypocholesterolemic action. The pH of the bioproducts did
not cause a significant reduction in pH values and the titratable acidity complies with the
required standards, as well as meeting the hygiene and health requirements for consumption.
These bioproducts can be considered a versatile food for various purposes, as it is a
bioproduct without gluten, preservatives, and originating from Amazonian resources, it can be
indicated with the intention of totally or partially replacing wheat flour, serving different
consumer audiences.

Keywords: solid state fermentation, mushroom, bioproduct.
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1 INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis sdo alimentos integrantes da dieta humana e se destacam
como fontes de fibras, proteinas, vitaminas, aminodcidos essenciais ¢ lipidios. Além do seu
valor nutricional, seu consumo equilibrado estd associado a diversos beneficios a satude
humana, incluindo a reducdo dos niveis de colesterol, e a modulacdo da microbiota intestinal
devido a agdo probidtica, entre outros efeitos benéficos que causam ao organismo (Barzee et
al.,2021; Chugh et al., 2022).

Além da sua relevancia nutricional, os cogumelos comestiveis possuem notavel
capacidade biotecnologica, sendo eficazes na sintese de diferentes enzimas com aplicacdo na
industria de alimentos, téxtil e farmacéutica. Embora a maioria das pesquisas se concentrem
em fontes bacterianas ou fungicas convencionais para obtencao de enzimas, negligenciando o
estudo dos macrofungos (Bano et al., 2018; Cardoso et al., 2022, Santana et al., 2023).

Nesse contexto, os macrofungos constituem uma alternativa eficaz na degradagdo de
coagulos sanguineos. Esse cenario reflete o aumento da demanda por biocatalisadores na
industria farmacéutica e alimenticia. De forma mais ampla, o mercado global de enzimas
microbianas tem crescido e pode atingir cerca de US$ 302 bilhdes até 2030, impulsionado
pesquisas na busca por solugdes biotecnologicas sustentdveis e inovadoras (Darbandi et al.,
2024).

Os cogumelos comestiveis apresentam grande potencial devido a sua capacidade em
sintetizar enzimas extracelulares, em funcdo dessa propriedade, diversas espécies estdo sendo
cultivadas em diferentes substratos para obten¢do de enzimas ecologicamente corretas, entre
as quais muitas dessas podem ter acdo antitrombotica em doencas cardiovasculares (Salim et
al., 2021, Barzee et al., 2021; Jamal et al., 2025).

Dentre as enzimas com potencial biotecnoldgico, as proteases fibrinoliticas se
destacam, por serem reconhecidas como agentes tromboliticos altamente eficazes na
degradacao de codgulos sanguineos, devido a sua alta especificidade pela fibrina (Bano et al.,
2018; Diwan et al., 2021; Singh e Shera, 2023). As enzimas fibrinoliticas desempenham um
papel fundamental no sistema de hemostasia, auxiliando na dissolu¢do de codgulos e na
manuten¢do do fluxo sanguineo, prevenindo danos teciduais e o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares graves (Ghosh et al., 2021; Kwaan et al., 2021).

O crescente interesse pelo uso terapéutico dessas enzimas tem impulsionado a sua
comercializacdo, segundo Archive Market Research (2025) ha proje¢des de crescimento do

mercado em US $ 7,701.9 milhGes para 2025. Estudos com espécies do cogumelo Pleurotus
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revelaram resultados promissores quanto a atividade de proteases fibrinoliticas (Cardoso et
al.,2022; Santana et al.,2023).

Entre as espécies desse género, Pleurotus ostreatoroseus Singer. tem se destacado pela
sintese de proteases em diversos substratos (Machado et al., 2017; Barbosa et al., 2020;
Barbosa et al., 2023). Entre os substratos que demonstraram ser fontes alternativas e
sustentaveis para o cultivo de cogumelos foram os tubérculos Dioscorea alata (inhame roxo)
ou Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Suarez (arid), os quais apresentam viabilidade
para producao de novos alimentos com acao funcional para dieta humana saudavel (Teixeira
et al., 2016; Katrolia et al., 2020; Moula Ali et al., 2020; Kaur et al., 2021).

Diante do exposto, apesar dos avancos no estudo da atividade proteolitica dos
cogumelos do género Pleurotus, a capacidade de P. ostreatoroseus na sintese de proteases
fibrinoliticas ainda ¢ pouco explorada. Além disso, ha uma lacuna de pesquisas voltadas para
a sua aplicagdo na formulacdo de alimentos funcionais, especialmente utilizando tubérculos
amazOonicos como substrato. Portanto, esta pesquisa teve como finalidade o desenvolvimento
de um produto alimenticio utilizando tubérculos nativos da Amazoénia fortificado com massa
micelial de Pleurotus ostreatoroseus como fonte de protease fibrinolitica, visando a promogao

da saude humana e ao desenvolvimento de novos alimentos funcionais.



20

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fatores de Coagulacio sanguinea
2.1.1 Hemostasia

O processo de hemostasia estd relacionado aos mecanismos que garantem a fluidez
sanguinea dentro dos vasos. Este processo fisioldgico impede a formagdo de coagulos,
consequentemente evitando os eventos hemorragicos e tromboliticos (Sousa et al., 2018;
Nader et al., 2019).

Os fatores vasculares devem estar em equilibrio completo entre agentes pro-
coagulantes, anticoagulantes e fibrinoliticos, havendo uma igualdade quanto ao nimero de
plaquetas, resisténcia, contratilidade dos vasos, e equilibrio na formagdo do coagulo,
permitindo que o sangue permaneca liquido no interior dos vasos. O equilibrio funcional dos
diferentes agentes promotores da hemostasia ¢ garantido por uma variedade de mecanismos,
envolvendo interagdes entre proteinas, respostas celulares complexas e regulacdo de fluxo
sanguineo (Guyton et al., 2021).

Quando todo o conjunto funciona de modo harménico, ativando e desativando quando
necessario, a hemostasia estd mantida. No entanto, quando eventuais rompimentos ocorrem
nos vasos, o sistema hemostatico desencadeia mecanismos de contragdo dos vasos, formagao
de tampao plaquetdrio e codgulo sanguineo, bem como o crescimento do tecido fibroso.
Assim, quando os vasos sanguineos sdo lesados ocorre um desequilibrio no processo de
hemostasia (Grimaldo-gémez, 2017; Negrier et al., 2019).

Para garantir o equilibrio, diversos fatores estdo presentes nesse processo, como 0s
fatores plasmaticos de coagulagdo, inibidores fisiologicos, sistema fibrinolitico, mecanismo
antitrombotico, células endoteliais e plaquetas (Hashimoto et al., 2006; Mandel ef al., 2022).

A hemostasia pode ser dividida em hemostasia primaria e secundaria. Na hemostasia
primdria ocorre a a¢do das plaquetas para a formagdo do tampao plaquetario quando o tecido ¢
lesado, dessa forma parando o sangramento por meio da adesao, difusdo, ativagao e agregagao
plaquetaria. Posteriormente, as plaquetas fornecem um local de encontro para as proteinas da
cascata de coagulagdo. Estes eventos sdo regulados pelo nivel de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) presente no interior das plaquetas, derivado da adenosina trifosfato (ATP)
pela acao da fosfodiesterase (Gillespe; Doctor, 2021).

A hemostasia secunddria ¢ ativada pela acao dos fatores da cascata de coagulagao para

a formagao da rede de fibrina. Todo principio da cascata estd baseado na ativacdo consecutiva
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de fatores de coagulagdo, que pode se iniciar através de vias de ativacdo extrinsecas ou

intrinsecas (Weisel e Litvinov, 2019; Nader et al., 2019, Mandel et al., 2022).

2.1.2 Cascata de Coagulacido Sanguinea

Em 1964, Macfarlane, Davis e Ratnoff propuseram a hipdtese da “cascata” para
explicar a fisiologia da coagula¢do do sangue. Nesse evento fisioldgico, a coagulagdo ocorre
por meio de ativacdo proteolitica e inicia a partir de uma lesdo ocasionada no tecido
endotelial. Esse sistema compreende uma série de reagcdes quimicas entre varias proteinas que
convertem pro-enzimas (zimdégenos) em enzimas (proteases), sdo denominados fatores de
coagulagdo que perpassam pelas vias de coagulagdo (Negrier ef al., 2019; Siilen et al., 2021).

Para facilitar nos processos relacionados a coagulacdo, Biggs et al. (1975)
estabeleceram uma nomenclatura padrao designada por algarismos romanos aos fatores de
coagulacdo, que foram denominados por ordem de descoberta, bem como os fatores ativados
sao indicados pelo acréscimo da letra a (Tabela 1). Desse modo, apos ativagao, por exemplo,

o fator XII ¢ indicado por XIIa (Fischbach et al., 1988).

Tabela 1 — Nomenclatura padrao dos principais fatores de ativagdo da cascata de coagulagao.

Numeragao Fatores proteicos da coagulaciao
I Fibrinogénio
Ia Fibrina
I Protrombina
ITa Trombina
I Fator-3-Plaquetario (tromboplastina tecidual)
v Calcio
v Fator Labil (proacelerina, vitamina K dependente)
VI Fator estavel, Pro-Convertina
VIII Fator Anti-hemofilico A (FAH)
IX Fator Anti-hemofilico B (Fator Christmas)
X Fator Stuart-Power
XI Fator Anti-hemofilico C
XII Fator Hageman
X1 Fator estabilizador da fibrina

Fonte adaptada: Fischbach (1988), Negrier (2019).

A cascata de coagulagdo sanguinea tem como finalidade formar um coagulo no local
em que o vaso sanguineo foi lesado. O coagulo formado funciona como um tampao para

evitar hemorragia, sendo que esta agdo pro-coagulante fica restrita ao local da lesdo. Neste
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evento do sistema circulatério, também ¢ desencadeada a agdo de plaquetas, do sistema
fibrinolitico, dos inibidores fisiologicos da coagulacdo e mecanismos antifibrinoliticos
(Fischbach et al., 1988; Wilson et al., 2019; Chung et al., 2023).

A cascata de coagulacdo se inicia através da ativag@o da via intrinseca e extrinseca que
posteriormente se encontram formando a via comum. Na via intrinseca todos os fatores estdo
no plasma. A via extrinseca, por sua vez, ¢ desencadeada pelo fator tissular, que ndo estd
presente no plasma e sim no componente extravascular. A via comum ocorre apds a
transformagao da protrombina em trombina ou apos a ativagao do fator X (Laat-kremers et
al., 2020; Al-amer et al., 2022; Domingues et al., 2022).

Na via intrinseca ocorre a fase do contato, que envolve quatro proteinas distintas. A
ativacdo do fator XII em XllIa, ocorre quando o fator XII € ativado pelo contato com alguma
superficie carregada negativamente, o sangue ao entrar em contato com o colageno da parede
vascular altera a conformacao do fator XII (Figura 1). Na ativacdo do XII em XIlIa necessita
da participagdo do cininogénio de alto peso molecular (HMWK = high molecular weight
kinogen) e a pré-calicreina, proporcionando um feedback positivo (Fischbach et al., 1988;

Ong et al., 2018; Vanzweden ef al., 2022).
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Figura 1 — Modelo da Cascata da coagulacdo sanguinea. Fonte: Proprio autor, figura adaptada de

imagens criadas com BioRender.com.

O fator Xlla ativa o fator XI em Xla, o fator XI e a pré-calicreina necessitam de
HMWK para proporcionar a adsor¢do da superficie em que esta ligado o fator XIIa. Devido a

interagdo destes elementos, ocorre a ativacao do fator XI, que transforma o fator IX em [Xa,



23

proporcionando a formagdo do complexo tenase intrinseca (complexo de superficie celular
formado pelos fatores IXa e VIIla) (Silva e Hashimoto, 2006; Ong et al., 2022).

Assim, a via extrinseca se inicia devido os tecidos lesados liberarem a tromboplastina
tecidual ou fator tecidual, formando um complexo juntamente com o fator VII que ¢
principalmente mediado por fatores de ion célcio. Com esse complexo formado sobre o fator
X, proporciona a conversao no fator Xa. A partir dessas interagdes, as duas vias convergem se
encaminhando para a via comum, que conduz o fator Xa convertendo protrombina (II) em
trombina (IIa), na presenca do fator V ativando em Va. A trombina, converte o fibrinogénio
(fator I). Ao término da cascata na via comum, o fibrinogénio (I) é convertido em mondmeros
de fibrina (Ia) (Altaf ef al.,2021; Domingues et al., 2022).

A fibrina ¢ o produto da cascata de coagulacao, sua producgado a partir do fibrinogénio ¢
o resultado desta ativacao sucessiva de proteinas inativas, amplificadas a cada estagio, desta
forma resultando em uma producdo explosiva de fibrina que polimeriza ou se interliga para
formar o coagulo de fibrina. Dessa forma, a consequéncia dessas ativagdes sera a formacao
do coagulo. Posteriormente, os eventos secundarios sdo a ativa¢ao das plaquetas havendo a
adesdo e agregacdo plaquetaria, durante os primeiros segundos da lesdo vascular (Peng et al.,
2005; Lin et al., 2020; Leite et al., 2022).

A maioria dos fatores de coagulacdo circulantes sdo serinoproteases. Estas que sdo
enzimas de clivagem semelhantes, mas diferindo pelo fato de que partem de substratos
diferentes, estas circulam de forma inativa e em alta concentragdo. A limitagdo do ritmo do
processo ¢ a disponibilidade de uma superficie fosfolipidica apropriada para a unido e a
ativacdo da proteina de coagulagdo (Diwan ef al., 2021; Gillespe e Doctor, 2021; Wu et al.,
2023).

2.2 Disturbios no processo de coagulacio sanguinea

2.2.1 Trombose
Quando o sistema hemostatico ndo funciona como o esperado, a hemostasia nio

ocorre e coagulos sanguineos ou “trombos” sdo formados pelo acimulo no sangue de uma
serina protease. Essas enzimas, como a plasmina, bloqueiam veias ou artérias, limitando o
fluxo sanguineo, ocasionando inchaco e dor na regido, causando diversas doencgas vasculares
(Hu et al., 2019; Roth et al., 2020).

A trombose pode ser classificada como aguda ou cronica. Na trombose aguda o corpo
utiliza mecanismos para a dissolugdo dos coagulos sanguineos que causam a obstru¢ao do

vaso. Na trombose cronica o coagulo natural ndo ¢ dissolvido, deixando sequelas no interior
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das veias e/ou artérias. Devido a essa falha, o fluxo sanguineo ¢ prejudicado ocasionando
inchacgos e outras complicac¢des (Addi et al., 2018; Hanff et al., 2020; Mackman et al., 2020).

Entre outras formas de classificagdes de tromboses, podemos citar a trombose venosa
que esté relacionada com a coagulag@o do sangue no interior das veias. Esta ¢ subdividida em:
trombose venosa profunda (TVP), que estd relacionada com a coagulagdo do sangue no
interior de uma veia profunda do corpo, frequentemente nos membros inferiores. E em
tromboflebite, geralmente ocasionada devido a coagulagdo em veias superficiais, geralmente
no brago ou na perna. Além disso, esta doenga também acomete artérias e camaras do
coragdo, ocasionando trombose arterial e intracardiaca, respectivamente (Abas-osman et al.,
2018; Kruger et al., 2019; Kirkilesis et al., 2022; Campos e Reis, 2022).

Durante a pandemia da Covid-19 causada pelo “Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2” (SARS-CoV-2), intmeros pacientes foram acometidos por diferentes
fisiopatologias, em destaque, a trombose que causa hipercoagulacdo e obstru¢do dos vasos
sanguineos, induzindo a um estado protromboético eminente, contribuindo significativamente
para a taxa de mortalidade e morbidade (Hanff et al., 2020; Mandel et al., 2022; Kim et
al.,2022).

Estudos mostraram que, de um total de 184 pacientes, houve 31% de incidéncia de
casos trombdticos, incluindo diversas complicagdes como embolia pulmonar, trombose
venosa profunda, acidente vascular cerebral isquémico e embolia arterial sistémica (Klok et
al., 2020; Page et al., 2021). Connors e Levi (2020) afirmaram que, nos processos celulares,
ha mecanismos pro-coagulantes que podem ser estimulados positivamente durante a COVID
19. Dentre os mecanismos, podemos citar as enzimas fibrinoliticas, capazes de atuar durante a

fibrinolise, garantindo a vasoconstri¢ao e a dissolucao de coagulos sanguineos.

2.3 Proteases com acao no Sistema Fibrinolitico

2.3.1 Enzimas proteoliticas
As proteases ou peptidases sdo classes de hidrolases que clivam as cadeias peptidicas

nas proteinas. A enzima extracelular catalisa a hidrolise de grandes moléculas de proteinas em
moléculas menores que sdo absorvidas pelas células. A protease intracelular desempenha um
papel fundamental na regulacdo do metabolismo (Shankar et al., 2021).

Essas enzimas se destacam por serem um grupo importante de biocatalisadores, com
alto valor economico e aplicabilidade, representando 70% do mercado mundial de enzimas.

Dentre as diferentes fontes disponiveis, as proteases de origem flingica tém relevancia
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principalmente devido a sua utilizacdo em diversos setores industriais, como na industria de
farmaceéuticos, detergentes, couro e alimentos (Naeem et al., 2022).

Além disso, as proteases fungicas apresentam muitas vantagens entre as opgdes do
mercado de enzimas, pois possuem alta especificidade por substratos, sitio ativo, mecanismos
cataliticos, estabilidade em diferentes pH e temperaturas, gerando menores custos,
principalmente por serem ecologicamente corretas, e consequentemente reduzindo o impacto
ambiental (Omrane et al., 2019; Barbosa et al., 2020).

O carater biotecnologico dessas enzimas € notorio, estando entre os maiores grupos de
enzimas industriais do mundo. Esse mercado tem crescido continuamente e estima-se que
atinja até $ 13.250 bilhdes em 2025 com taxa anual de crescimento de 14%. Assim, se espera
que a taxa de consumo e o aumento da procura por esses biocatalisadores aumente
significativamente até 2027, atingindo até $ 17,7 bilhdes de dolares (Maghraby et al., 2023).

H4 uma infinidade de microrganismos que efetuam a protedlise para efeitos de
sobrevivéncia e crescimento (Christensen et al., 2022). Ao longo dos anos, os cogumelos se
mostraram vantajosos, ¢ se destacaram na sintese enzimatica desses biocatalisadores em
diversas condi¢des, como reportados por Machado et al. (2017), Martim et al. (2017),
Barbosa et al. (2020), Pimenta et al. (2021) utilizando diferentes espécies do género
Pleurotus.

Esses organismos podem sintetizar diversos tipos de proteases, gerando
consequentemente o processamento e conversao em produtos com intimeras aplicabilidades.
Devido a grande diversidade e especificidade, as proteases fungicas estdo sendo amplamente
utilizadas no desenvolvimento de agentes terapéuticos eficazes. Como os reportados por
Pawar et al. (2023) em pesquisas recentes que relataram que o fibrinogénio, a fibrina e o

coagulo sanguineo foram hidrolisados eficazmente por proteases obtidas de fungos.

2.3.2 Enzimas fibrinoliticas e fibrindlise
O processo de dissolucdo dos codgulos sanguineos reconhecido como fibrinolise

desencadeia a ativacdo do sistema fibrinolitico, sendo este regulado através de enzimas
proteoliticas e inibidores de proteases (Lin ef al., 2020). Enzimas fibrinoliticas atuam
catalisando a degradagao da fibrina, o componente proteico principal dos coagulos
sanguineos. O sistema de dissolu¢do dos coagulos ¢ estabelecido devido a presenga da
plasmina, que esta presente no sangue na sua forma inativa como plasminogénio (Urano et al.,

2018; Altaf et al., 2021).
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O plasminogénio ¢ uma glicoproteina com 790 aminoacidos de sintese hepatica,
reconhecido como uma pro-enzima ou zimogénio inativo, apresentando sete dominios
proteicos. A concentracdo do plasminogénio geralmente aumenta em processos inflamatorios,
por esse motivo ¢ considerada uma proteina de fase aguda. No entanto, o plasminogénio
somente adquire atividade enzimatica quando convertido em plasmina (serino protease) pelos
ativadores de plasminogénio (Silva e Hashimoto, 2006; Schereuder et al., 2020).

A ativagdo do plasminogénio ¢ regulada por duas enzimas, sendo o ativador de
plasminogénio tipo uroquinase ou uPA (urokinasetype plasminogen activator), que ¢ uma
serina protease de 50kDa sintetizado por células endoteliais, musculares e epiteliais, e seu
receptor uPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor), ou ativador de
plasminogénio tipo tecidual tPA (“tissue-type plasminogen activator”), que ¢ um dos
principais ativadores de plasminogénio, principalmente associado ao codgulo do meio
intravascular. O tPA tém sua acdo enzimatica bastante aumentada na presenca da fibrina, e
consequentemente na degradagdo da rede de fibrina (fibrindlise) (Medcalf et al., 2021).

Existe uma infinidade de inibidores fisiologicos do sistema fibrinolitico localizados no
sangue circulante, nas células sanguineas, nos tecidos e na matriz celular. Destacando os
inibidores das serino proteinases (SERPINs) estdo presentes o PAI-1 e PAI-2, no processo de
inibicdo ou inativagao dos ativadores de plasminogénio. O PAI-1 considerado o principal
supressor do sistema fibrinolitico, sintetizado no figado, no bago, € no tecido adiposo esta
presente no sangue circulante, atua na regulacdo do tPA e uPA (Huebner et al., 2018;
Shereuder et al., 2020, Yaron et al., 2021).

A maior concentracdo de PAI-1 estd nos granulos alfa das plaquetas. A secre¢do do
PAI-1 ¢ estimulada por citocinas, fatores de crescimento e proteinas de respostas
inflamatorias, o PAI-1 tem fun¢do a ades@o e na migracgao celular. O PAI-2 ¢ sintetizado por
mondcitos, macrofagos e células epiteliais (Wojta ef al., 2020; Yaron et al., 2021; Vanzweden
etal.,2022).

Desse modo, quando um tecido lesionado apresenta a produgdo excessiva de fibrina,
as reacdes de fibrinolise sdo desencadeadas como processo contrario a cascata de coagulacao.
Neste evento do sistema circulatorio, uma complexa cascata enzimatica ¢ desencadeada para
formar os produtos da degradagdo da fibrina, atuando na dissolu¢dao dos coagulos sanguineos
visando restabelecer o fluxo sanguineo do vaso obstruido por trombos, em fragmentos
soluveis através de enzimas fibrinoliticas (Figura 2) (Kumar et al., 2019, Medcalf et al.,

2021).
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Nesse processo os ativadores de plasminogénio tPA e uPA atuam transformando a
enzima inativa plasminogénio em plasmina ativa. A plasmina ¢ uma serina protease, que
restabelece o funcionamento vascular sanguineo, realizando a dissolu¢do dos coagulos. A
plasmina como forma ativa do plasminogénio fraciona a fibrina em pequenos fragmentos,
lisando efetivamente o coagulo de fibrina, formando os produtos da degradacdo da fibrina

garantindo a dissolu¢ao do trombo (Figura 2) (Medcalf et al., 2021; Altaf et al., 2021).

Formagao do trombo
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Figura 2 — Representacdo da ag¢@o de enzimas fibrinoliticas na dissolu¢do do coagulo sanguineo. Fonte: proprio
autor, adaptada de Diwan ef al. (2021), imagens criadas com BioRender.com.

Assim, as enzimas fibrinoliticas pertencem a classe de proteases, que se destacam
quanto a a¢do na degradacdao de coagulos de fibrina. Essas enzimas sdo capazes de lisar os
coagulos a partir da fibrindlise dos trombos sendo, portanto, compostos fundamentais no
tratamento de trombose, doenca responsavel por 29% das mortalidades totais de pacientes
(Silva et al., 2016; Kumar et al., 2019; Ji et al., 2020).

Durante a pandemia do Coronavirus (COVID 19) houve notavel piora em pacientes
com hipercoagulabilidade sanguinea, devido a trombose nas veias superficiais e profundas,
apresentando incidéncia superior a doengas respiratorias, como a embolia pulmonar (Ji et al.,
2020; Carfora et al., 2021; Altaf et al., 2021; Mandel et al., 2022).

Desse modo, a compreensdo da importancia das proteases com agao fibrinolitica, pode
levar a novos caminhos terapéuticos para o tratamento de uma gama diversificada de
imunopatologias. Em destaque as metalo proteases e serino proteases representam as

principais familias de enzimas proteoliticas que atuam sobre a fibrina ou fibrinogénio, sendo
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responsaveis pela redug¢ao do fibrinogénio no sangue e responsaveis pela lise dos coagulos de
fibrina (Schereuder et al., 2020; Yaron et al., 2021; Shankar et al., 2021).
2.4 Microrganismos como fonte de enzima fibrinolitica

Proteases com ag¢do fibrinolitica proveniente de recursos bioldgicos, identificados e
estudados ao longo dos anos (Zang et al., 1995; Ianucci et al., 2007; Sharma et al., 2021,
Salim et al., 2021). Dentre este biocatalisadores, enzimas fibrinoliticas microbianas tém se
destacado devido a sua atividade, diversidade bioquimica, baixo custo, viabilidade de
aumento de escala e modifica¢do genética através de abordagens biotecnologicas (Kotb, 2014;
Sharma et al., 2021).

A diversidade microbiana tem sido explorada com a finalidade de identificar fontes
potenciais para a producao de enzimas proteoliticas, tendo em vista a capacidade de excregao
de metabolitos (Cardoso et al., 2022). Espécies de bactérias provaram ser eficazes na terapia
trombolitica ao longo dos anos, sendo que as fontes mais baratas desses agentes como
estreptoquinase e a estafilocinase foram isoladas de Streoptococcus hemolyticus e
Streptococcus aureus por Collen e Nijnen (1994).

No entanto estudos biotecnologicos evidenciaram que outros microrganismos
poderiam ser fontes potenciais de enzimas fibrinoliticas, a exemplo os fungos e as algas (Peng
et al., 2005; Barzkar et al., 2022; Zhao et al., 2022). Pesquisas demonstraram que estes seres
sintetizam enzimas que tem ag¢do na lise do trombo existente no interior do vaso sanguineo,
proporcionando de forma eficiente a dissolugdo do coagulo (Altaf ez al., 2021).

A sintese de enzimas fibrinoliticas por cogumelos ainda ¢ inexplorada. No entanto,
apesar da escassez de pesquisas com enfoque em cogumelos, Liu et al. (2014) e Choi et al.
(2017), Santana et al. (2023) verificaram que Pleurotus ostreatus, Pleurotus ferulae,
Pleurotus eryngii apresentaram potencial na sintese de enzimas fibrinoliticas. Esses
macrofungos podem ser alternativas potenciais no tratamento e prevencdo de doengas
relacionadas ao sistema circulatério, como a trombose.

O custo do processo de producao enzimatico € o principal obstaculo a aplicagao bem-
sucedida a proteases fibrinoliticas na industria. Nesse sentido, pesquisas vém sendo realizadas
para melhorar a expressdo da enzima fibrinolitica, incluindo a sele¢do de um meio de cultura
ideal, otimizacdo das condi¢des ambientais e entre outros parametros (Peng et al., 2005;

Diwan et al., 2021).
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2.5 Espécies de cogumelos com potencial biotecnolégico
2.5.1 Pleurotus ostreatoroseus Singer

Popularmente conhecidos como ‘“cogumelo ostra” ou ‘“shimeji”, as espécies de
Pleurotus spp. (Agaricales) sdo cogumelos comestiveis e possuem abrangéncia mundial,
podendo ser encontrados em florestas temperadas, tropicais e subtropicais. Apresentando
diferenga na forma, tamanho e coloracdo variando do branco puro, intermediando entre o
creme, castanho, amarelo e rosa (Barh et al., 2019; Costa et al.,2022).

Dentre os cogumelos comestiveis, Pleurotus ostreatoroseus Singer., se apresenta na
natureza com basidioma carnoso de coloracdo rosa quando jovem e esbranquigada ou
amarelada apds o envelhecimento. Como caracteristicas morfoldgicas apresenta: véu ausente,
lamelas ndo intervenosas e decurrentes, camada cortical de pileo com elementos de parede

lisa, estipe excéntrica e lamelas decorrentes (Figura 3) (Putzke et al., 2018).

Figura 3 — (A) Conjunto de basidiomas de P. ostreatoroseus em tronco de arvore. (B) Basidioma sem
presenca de véu e lamelas decorrentes. Fonte: Herbario Micologico Jair Putzke.

Popularmente reconhecido como “shimeji rosa” ou cogumelos ostra salmio, P.
ostreatoroseus pode ser encontrado em florestas subtropicais, sob temperaturas superiores a
20°C. Singer descreveu pela primeira vez essa espécie a partir do material coletado no Parque
Estadual de dois Irmaos (Mata Atlantica Brasileira), Recife, PE, Brasil (Salmones, 2017).
Essa espécie ¢ aceita como uma variedade de Pleurotus djamor por Lechner et al. (2004).

O cogumelo ostra salmao esta sendo reconhecido por sua facilidade de crescimento em
diferentes condigdes, por apresentar alta capacidade de producdo de bioativos e 6timo sabor
de corpo de frutificacdo (Barbosa et al., 2020). Apresenta valiosa caracteristicas nutricionais,
sendo rico em proteinas, fibras, e baixo teor de lipideos (Fonseca et al., 2015; Machado et al.,
2017). Além disso, tem demonstrado ser uma excelente fonte biotecnoldgica de enzimas de
alto valor economico (Coelho et al., 2021; Barbosa et al., 2023).

Nos ultimos anos, o interesse por verificar o potencial biotecnologico de P.

ostreatoroseus tém ganhado notoriedade, devido as suas caracteristicas fisiologicas. Foi
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demonstrado por Machado et al., (2017) e Barbosa et al. (2020) que este cogumelo pode ser
promissor na sintese de enzimas proteoliticas, caracteristica biotecnologica que pode

favorecer o desenvolvimento de novos bioprodutos de valor agregado.

2.6 Fermentacio em estado sélido

Enzimas com ag¢ao fibrinolitica podem ser produzidas por Fermentacao semissolida ou
Fermentacao em Estado Solido (FES) (Ali ef al., 2020). Neste bioprocesso o crescimento de
microrganismos ocorre na superficie de substratos solidos, apresentando a capacidade de se
desenvolver na auséncia ou pouca quantidade de agua livre (Sadh et al., 2018; Oiza et al.,
2022).

Essa tecnologia fermentativa permite o aproveitamento de residuos organicos so6lidos
como substratos que apresentam caracteristicas semelhantes ao ambiente natural para o
desenvolvimento de microrganismos, principalmente devido a composi¢do rica em agucares
fermentaveis e nutrientes que garantem a conversao em diversos produtos enzimaticos. Além
disso, apresentam baixo requisito de energia e concentracdo de agua (Cerda et al., 2019;
Vandenberghe et al., 2021).

Outra aplicacdo da FES consiste na utilizagdo de residuos solidos, principalmente
devido a crescente producdo de bioprodutos fortificados com microrganismos,
proporcionando a conversao em produtos de valor agregado, garantindo ser um método
financeiramente sustentavel. Estes residuos podem ser rentaveis, uma vez que sdo fontes ricas
de nitrogénio e carbono (Sharma et al., 2021; Chilakamarry et al., 2022).

Essa técnica garante alta capacidade de producdo enzimadtica, apresentando maior
estabilidade de enzimas as variagdes de pH e temperatura. A variedade de familias de enzimas
produzidas por FES geralmente sdo as proteases, lipases, celulases entre outras. A produgao
dessas enzimas através da FES estd em crescente expansdo, com uma taxa média anual de
crescimento de 4-5% (Sadh et al., 2018; Oiza et al., 2022; Chilakamarry ef al., 2022).

Desse modo, a FES oferece oportunidades para uma maior eficiéncia de fermentagao,
com maiores concentragdes e estabilidade do produto, redugcdo da supressdo catabdlica,
cultivo em substratos insoliiveis em agua, e agricultura combinada aos microrganismos, a
exemplo dos fungos (Vandenberghe et al., 2021).

2.7 Tubérculos — Plantas alimenticias ndo convencionais (PANCS)
Os tubérculos comestiveis ganharam notoriedade, sendo denominados como Plantas

alimenticias ndo convencionais (PANCs). Kinupp (2006) denomina as PANCs como plantas



31

que apresentam uma ou mais partes que podem ser utilizadas na alimenta¢do. A maioria
dessas plantas se desenvolvem naturalmente no ambiente, ndo havendo a necessidade de

manutengao agricola para o sucesso do cultivo (Camargo ef al., 2023).

2.7.1 Dioscorea alata L. (Inhame roxo)

Entre os tubérculos comestiveis, os pertencentes ao género Dioscorea também
denominadas de inhame, estdo em destaque por apresentarem 6tima composi¢dao nutricional,
por serem alimentos versateis disponiveis desde congelados, em p6 ou como purés. Este
género pertence a familia Dioscoreaceae, que compreende as plantas trepadeiras tropicais que
produzem tubérculos comestiveis de diferentes formas e tamanhos. Podem ser encontrados
em regides tropicais e subtropicais (Kaur et al., 2021).

Nos ultimos anos diversos estudos investigaram estes tubérculos de inhame, que
demonstraram ter atividade antioxidante, anti-inflamatoria, hipoglicémica e antitumoral,
auxiliando no tratamento de doengas cardiacas, (Padhan et al.,2020; Li et al., 2023). Além
disso, apresentaram outras fungdes incluindo o efeito de melhoria da memoria e da cognigao,
o efeito prebiodtico, neuroprotecdo e atividade imunomoduladora, e atividade farmacoldgica de
largo espectro (Ma et al., 2021; Lebot et al.,2023).

Dioscorea alata L. é uma planta herbacea popularmente chamada de Inhame roxo que
¢ cultivada no mundo todo, crescendo em solo com terras quentes ou imidas. O Inhame roxo
apresenta como caracteristicas morfoldgicas a cor purpura no seu interior com aparéncia de

polpa densa e roxa, externamente aspera, apresentando variagdes de tamanho (Figura 4).

Figura 4 — Caracteristicas morfoldgicas dos tubérculos (Imagem A, B, C) e, folhas (Imagem D, E, F) de
Dioscorea alata. Fonte: proprio autor.
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O sabor ¢ ligeiramente doce, com sutis tons terrosos, textura macia e ligeiramente
fibrosa. Os caules da D. alata sdao alados arroxeados com peciolos longos, folhas verdes
brilhantes e flores branco-amareladas. Além disso, sdo alimentos ricos em amido, excelentes
fontes de carbono, fibra alimentar, vitaminas e macro (Ca, P, K e Mg) e micro minerais (Fe,
Cu, Zn, Se e Mn), essenciais para a saude do homem (Silva et al., 2019; Kaur et al., 2021;
Pouya et al., 2022).

O solo deve ser bem drenado para um melhor crescimento da planta, mas por vezes
também pode crescer em condi¢des de seca independentemente das necessidades de agua
(Paramjeet et al., 2018). O pH 6ptimo necessario para o crescimento maximo ¢ de 6,2 a 7,0
(Pouya et al., 2022).

A temperatura necessaria para o crescimento de Dioscorea spp € de 25 °C a 30 °C. O
tempo necessario para a para a formagao de tubérculos ¢ de 8 a 9 meses (Malaurie et al.,
1995), sendo a colheita ¢ efetuada apds 9 a 10 meses, quando a Dioscorea alata esta

completamente madura (Hochu et al., 2006; Darkwa et al., 2020).

2.7.2 Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Suarez (Aria)

Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Sudrez (Arid) popularmente conhecida como
aria ou araruta-da-guiné antigamente chamado de € originario da América tropical por muitos
anos identificada como Calathea allouia [Aubl.] Lindl (Joly, 1976), espécie muito cultivada
como subsisténcia por indigenas e populagdes da regido amazodnica e da América tropical.
Pertencente a familia Marantaceae, pode atingir at¢ 1 m de altura, com raizes tuberosas
ovoides ou cilindricas, de 2 a 8 cm de comprimento e 2 a 4 cm de didmetro (Figura 5) (Bueno
e Weigel, 1983; Teixeira et al., 2016).

O arid ¢ reconhecido por apresentar raizes semelhantes a tubérculos, que sdo
comestiveis e podem ser usadas para extrair amido ou consumidas cozidas na forma de purés,
paes, bolos e biscoitos. No entanto, devido a falta de conhecimento sobre esta espécie, sua

cultura é pouco explorada (Barros ef al., 2021).

Figura 5 — Caracteristicas morfologicas externas e internas de Goeppertia allouia (arid). Fonte: proprio autor.
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Esta espécie tem ampla distribuicdo, facil adaptabilidade as condi¢des climaticas e
agroflorestais, com capacidade de propagacao principalmente pelas divisdes dos rizomas. O
ciclo de producao varia de 6 a 9 meses, podendo chegar at¢ 10 meses. O plantio pode ser
realizado em covas com espagamento de 1,5 x 1,0 m, e pode render de 1 a 3 kg/planta (Martin
e Cabanillas, 1976, Marques et al., 2019).

Bueno e Weigel (1983) citaram as espécies de aria como fontes de aminoacidos. Nos
estudos de Teixeira ef al. (2016) foi verificado que G. allouia demonstrou acao prebidtica em
efeito in vitro, bem como foi eficiente para a produgdo de farinhas como fontes de
carboidratos, tripofano e valina.

Estudos recentes sobre a caracterizagdo fisica e quimica de clones de arid
evidenciaram que o carboidrato foi o elemento com maior amplitude de concentracdo nas suas
raizes, sendo menos caldricos do que a batata inglesa, batata doce e card roxo. Além disso,
sdo excelentes fontes de potassio, calcio e ferro (Marques et al., 2019). Apesar do grande
potencial nutricional e de cultivo destes tubérculos e raizes provenientes da Amazodnia
brasileira, estes t€ém sido pouco valorizados e estudados ao longo dos anos (Barros et al.,

2021).

2.8 Alimentos como fonte de enzimas fibrinoliticas

Os habitos modernos estdo contribuindo para o desenvolvimento crescente e a
conscientizagdo sobre o consumo de alimentos saudaveis. Alimentos nutracéuticos
apresentam diversos beneficios a saude, sendo constituidos por nutrientes que potencializam,
combatem, ou modificam fung¢des fisioldgicas ou metabolicas do homem. Nos tltimos anos, o
mercado de alimentos nutracéuticos tem sido avaliado em cerca de US $ 117 bilhdes, com
aumento crescente esperado para os proximos anos devido a necessidade do consumidor de
adquirir produtos para a manutencdo da saude e reducdo do risco de doencas (Alencar e
Morais, 2021; Neto, 2021).

Em decorréncia dos beneficios que enzimas fibrinoliticas podem agregar, ¢ possivel
inclui-las também na dieta humana, através de alimentos fermentados que sdo capazes de
induzir atividade fibrinolitica (Katrolia et al., 2020; Ali et al., 2020). Pesquisadores no mundo
inteiro iniciaram estudos que investigam a a¢do dessas enzimas fibrinoliticas, pois estas tém
se destacado como fontes promissoras na prevencao de doengas fisiopatoldgicas (Devaraj e

Halami, 2021).
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Diversos alimentos fermentados de origem asiatica como natto, tofu, douchi, dentre
outros, sdo produzidos através da fermentagdo por bactérias e fungos, esses produtos tém
ganhado apre¢co do consumidor por terem multiplos beneficios, pois possuem enzimas com
atividade fibrinolitica que auxiliam no processo de coagula¢do sanguinea (Hu et al., 2019;
Dong et al., 2020; Devaraj e Halami, 2021).

Dentre os organismos que dispdem destas enzimas, os fungos e bactérias tem sido
consideradas fontes alternativas destes biocatalisadores por apresentar capacidade de produzir
proteases com atividade fibrinolitica de forma extracelular, e atuar na agdo antitrombotica em
doengas cardiovasculares (Tabela 2).

Tabela 2 — Alimentos fermentados por microrganismos com atividade fibrinolitica.

Microrganismo Alimento fermentado Referéncia

Flammulina velutipe e Roseofomes Natto Okamura Matsui ef al. (2003)
subflexibilis

Aspergillus oryzae Rice-koji Shirasaka et al. (2012)
Stenotrophomonas sp. Oncom, Nailufar et al. (2016)
Stenotrophomonas sp. Oncom Kurnia et al. (2017)
Bacillus subtilis DC27 Douchi Hu et al. (2019)
Bacillus subtilis G8 Natto Pinontoan et al. (2020)
Bacillus subtilis GUTU09 (B9) ¢ Natto Yang et al. (2021)
Bifidobacterium animalis subsp. lactis

BZ25

Rhizopus oryzae FNCC 6078 Tempeh Salim et al. (2021)
Neurospora crassa Alimento fermentado Duan et al. (2022)

(farelo de trigo e farinha
de girassol)
Fonte: proprio autor.

Os cogumelos também constituem uma fonte promissora para a avaliagao do potencial
fibrinolitico (Li et al., 2021). Nos ultimos anos, enzimas fibrinoliticas foram relatadas em
corpos de frutificagdo e micélios de cogumelos medicinais e comestiveis, incluindo P.
ostretus, P.ferulae, P. eryngii e em produtos alimenticios fermentados com Fusarium sp. (Ali
et al., 2020; Li et al., 2021). No entanto, dados de producdo enzimatica de cogumelos em
alimentos fermentados sdo escassos.

Assim, alimentos fermentados podem ser fontes de enzimas fibrinoliticas, tendo em
vista as atividades metabolicas dos microrganismos nestes alimentos, além de possuirem valor
nutricional agregado, caracteristica que traz beneficios a saude humana (Sanlier et al., 2019;

Sharma et al., 2020). As enzimas de origem microbiana tém diversas aplicagdes nos varios
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setores da industria alimentar, incluindo os lacticinios, a panificagdo, alimentagdo animal, os
sumos de fruta e de vegetais, as bebidas e a confeitaria (Christensen et al., 2022).

Ademais, as enzimas fibrinoliticas de fontes naturais, especialmente de alimentos
fermentados, t€ém muitas vantagens porque a maioria delas tem a sua seguranca verificada
durante um longo periodo (Kim et al., 2020). Embora existam varios estudos mostrando a
introdugdo de cogumelo na forma de pd ou farinha, inexiste produtos advindos de alimentos
fermentados produzidos por cogumelos que apresentem atividade fibrinolitica (Petraglia et

al., 2022; Okpara et al., 2022).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Esta pesquisa tem como objetivo desenvolver um produto alimenticio utilizando
tubérculos nativos da Amazonia fortificado com massa micelial de cogumelo comestivel

como fonte de protease fibrinolitica para promog¢ado da saide humana.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar a producdo de proteases fibrinoliticas em diferentes meios de cultura por Pleurotus

ostreatoroseus biodiversidade amazonica;

Desenvolver bioprodutos saudaveis formulados com polpa de tubérculos amazdnicos

(inhame-roxo ou arid) fortificados com P. ostreatoroseus;

Avaliar o efeito da idade do inoculo e de diferentes concentragdes da polpa de tubérculos na

sintese de enzimas fibrinoliticas por P. ostreatoroseus;

Realizar a purificacdo das enzimas fibrinoliticas recuperadas do processo de fermentacao em
estado solido e caracteriza-las bioquimicamente quanto ao pH, temperatura oOtima,

estabilidade ao pH, e acdo de ions e inibidores;

Determinar as caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas dos bioprodutos formulados com

massa micelial de P. ostreatoroseus

Determinar a ag¢@o hipocolesterolémica e a agdo prebiodtica por fermentacdo no estado solido

utilizando polpa de tuberctilos amazodnicos fortificados com cogumelo comestivel;

Analisar a qualidade microbioldgica do bioproduto alimenticio obtido dos cultivos P.

ostreatoroseus na polpa de tubérculos Amazonicos;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Cultivo e Manutencao de Pleurotus ostreatoroseus

Para a realizagdo desta pesquisa foi utilizado Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720
cedido pela Colegao de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Para
obten¢do de cultura pura, o cogumelo foi cultivado placas contendo agar Batata Dextrose
(BDA), com extrato de levedura 0,5 % (p/v). Os cultivos foram mantidos a 28 °C por oito
dias, na auséncia de luz e umidade a 60 %.

A espécie estd implementada no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético

¢ do Conhecimento Tradicional associado (SisGen) sob cadastro de Acesso n® AC60ES2.

4.2 Preparaciao da Cultura Matriz
A cultura matriz foi preparada em agar GYP (glicose, extrato de levedura e peptona),

suplementados com extrato de levedura 0,5% (p/v), em placas de Petri de 90 mm x 12 mm.
Os meios de culturas foram esterilizados a 121°C por 15 minutos. As culturas foram mantidas

a 25 °C, na auséncia de luz, por oito dias, preparados em triplicata (Coelho ef al., 2021).

4.3 Fermentaciao Submersa
4.3.1 Preparacio de meio liquido

Para a selecdo do meio de cultura liquido foram preparados nos seguintes meios:
GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), MGYP (glicose, extrato de levedura e peptona)
e Malte. Os meios foram suplementados com extrato de levedura 0,5 % (p/v) e esterilizados a

121 °C por 15 minutos, em triplicata.

4.3.2 Selecdo de meio de cultivo liquido para producio de proteases fibrinoliticas

Para a realizacdo da fermentacdo, em cada frasco de Erlenmeyer (125 mL) contendo
50 mL dos meios liquidos foram transferidos, da cultura matriz (item 4.2), 15 discos miceliais
de 8 mm de diametro. Os cultivos, em triplicata foram mantidos por oito dias, a 28 °C, 150
rpm (Barbosa et al., 2020). A biomassa foi recuperada por filtracdo a vacuo utilizando papel
de filtro Whatman n°® 1. Os extratos enzimaticos obtidos nesta etapa foram submetidos a
determinagdo da atividade fibrinolitica quali e quantitativa para selecdo do meio de

fermentacao ideal para produgdo enzimatica.
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4.4 Fermentac¢ao no Estado Sélido utilizando polpas de tubérculos como substratos

4.4.1 Tratamento dos tubérculos Amazonicos
Os tubérculos de Goeppertia allouia (aria) e Dioscorea alata (inhame roxo) foram

obtidos em cultivo domiciliar localizado no bairro Planalto, na cidade de Manaus, Amazonas
(3°03° 58,0” S, 60° 03° 04,2” W). Apo6s colheita, os tubérculos foram armazenados em caixas
plasticas e conduzidos ao laboratorio de Micologia Industrial e Médica, da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM). Os tubérculos sem danos fisicos foram lavados em &agua
corrente, submetidos a assepsia em solugdo de cloro 2% (v/v), pesados, descascados, cortados
em cubos de 1x1 cm, estes foram submetidos a coc¢do por 5 min em agua fervente. Em
seguida, foram distribuidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL, e foram esterilizados a 121°C
por 10 min para posteriormente serem utilizados nos experimentos subsequentes (Machado et

al., 2017).

4.4.2 Crescimento de P. ostreatoroseus em polpa de tubérculos Amazonicos
Para elaboragdo do bioproduto, P. ostreatoroseus foi cultivado na superficie de polpa

de tubérculos de Goeppertia allouia (aria) e Dioscorea alata (Inhame roxo), suplementados
com farelo de arroz [FA] ou farelo de trigo [FT] em frascos de Erlenmeyer de 500 mL em
diferentes proporc¢des (Tabela 3). Como indculo foi utilizado 10% da biomassa do cultivo
obtido no item 4.3.2. Os cultivos foram mantidos a 25 °C, umidade ambiental 60%, na
auséncia de luz. O crescimento foi observado a cada 24 horas durante oito dias, sendo os
experimentos realizados em triplicata (Pimenta et al., 2021). Como padrdo foi utilizado o
tubérculo sem suplementagdo. Ao término da fermentagdo no estado sélido, em cada cultivo,
foi determinada a atividade fibrinolitica em todas as misturas de substratos (item 4.10).

Tabela 3 — Misturas de substratos utilizados na fermentacao em estado solido.

Substrato Proporc¢ao (g/g) Substrato Proporciao (g/g)
(tubérculo:suplemento) (tubérculo:suplemento)
DA 100:0 AR 100:0
DA+FA 90:10 AR+FA 90:10
DA+FA 80:20 AR+FA 80:20
DA+FA 70:30 AR+FA 70:30
DA+FT 90:10 AR+FT 90:10
DA+FT 80:20 AR+FT 80:20
DA+FT 70:30 AR+FT 70:30

DA: Dioscorea alata, AR: Goeppertia allouia, FA: Farelo de arroz, FT: Farelo de Trigo
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4.4.3 Fermentaciao submersa: obtencao de massa micelial para utilizacdo como inéculo

Para avaliar a influéncia da idade do in6culo na produgdo de proteases fibrinoliticas
por P. ostreatoroseus foram utilizadas culturas com 6, 8, 10,14, 20 dias de cultivo em meio
solido. De cada cultura foram retirados 15 discos miceliais de 8 mm e transferidos para
frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio de cultura liquido, pH 5,6 (item
4.3.2). A fermentacdo submersa foi realizada a 28 °C, 150 rpm. A biomassa foi recuperada

por filtragdo a vacuo utilizando papel de filtro Whatman n° 1.

4.4.4 Fermentac¢ao no estado sélido

4.4.4.1 Determinacio do efeito da idade do in6culo na produciao de enzimas fibrinoliticas
por fermentacio no estado sélido

Apbs oito dias a biomassa obtida na fermentagdo liquida (item 4.4.3) foi transferida
para a polpa de tubérculos esterilizados de Dioscorea alata (DA) e Goeppertia allouia (GA),
na propor¢do 100:10 [base timida (polpa de batata: massa micelial %)]. Em cada frasco de
Erlemeyer de 500 mL contendo 100g de polpa de cada tubérculo foi utilizado biomassa
recuperada da fermentagdo submersa. A fermentacdo em estado so6lido foi conduzida a 28°C,
oito dias, em estado estacionario. Ao término da fermentacdo, o extrato enzimatico foi

extraido conforme o item 4.5.

4.5 Extracio das enzimas fibrinoliticas do substrato

As enzimas provenientes do bioprocesso citado no item 4.4.2 ¢ 4.4.4.1 foram extraidas
em agua destilada esterilizada na propor¢do 1:5 (tubérculo miceliado/mL de 4gua destilada
esterilizada) em frascos de Erlenmeyer de 500 mL. Os frascos foram mantidos em agitador
orbital por 30 minutos a 180 rpm, a 28°C. Ao término desta etapa, os extratos brutos foram
recuperados por filtracdo a vacuo em papel de filtro Whatman n° 1, seguido de filtragdo em
membrana de polietersulfonica (0,22um), centrifugados a 4000xg para obtencdo do extrato

bruto e para determinagdo das atividades enzimaticas subsequentes (Machado et al., 2017).

4.6 Dialise do extrato bruto

Para realizar o processo de didlise, o extrato bruto foi transferido para o interior de

uma membrana semipermedvel em dgua deionizada e submetido a agitagdo. O extrato bruto
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(10 mL) foi transferido para saco de didlise de 33 x 21 mm com porosidade de 25 A, INLAB
®. O extrato enzimatico armazenado no saco de didlise foi imerso em 250 mL de tampao
Tris-HCL, em Becker de 500 mL e mantido a 4 °C sob agitacdo em agitador orbital. Nesse
experimento foram realizadas trés trocas de tampao a cada 4 horas (Nascimento et al., 2016).

O extrato dialisado foi utilizado nos demais experimentos.

4.7 Determinacio da Atividade Quantitativa das Proteases

Para determinagdo quantitativa das proteases foram adicionados 250 uL de solugdo de
azocaseina 1 % (p/v) em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2 em 150 pL de extrato bruto. Os
tubos de reacdo foram incubados por 1 hora a 25 °C em cdmara escura. Para a interrupg¢ao da
reacdo foram adicionados 1,2 mL de 4cido tricloroacético 10 % (p/v). Em seguida, foi
realizada a centrifuga¢do por 10 minutos a 4000xg, a 4 °C. Posteriormente, de cada
sobrenadante foram retirados 0,8 mL e transferidos para tubos de ensaio contendo 1,4 mL de
hidroxido de s6dio 1 M. Como branco foi utilizada solucdo de azocaseina 1 % (p/v) em
tampao Tris-HCI1 0,1 M, pH 7,2 (Machado et al., 2017). A leitura das amostras foi realizada a
440 nm. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima

capaz de produzir um aumento na absorvancia de 0,1 em uma hora.

4.8 Determinacio de Proteinas totais

O teor total de proteinas obtidas nos extratos enzimaticos foi estimado de acordo com
o método descrito por Bradford (1976), utilizando Comassie brilliant blue G-250 e albumina
de soro bovino albumina sérica bovina (BSA) como solucdo padrdo. Nos ensaios foram
utilizados 100 pL do extrato enzimatico, adicionados a 2,5mL de reagente de Bradford,
mantidos em camara escura durante 60 minutos. A concentragcdo de proteinas foi determinada
com base numa curva padrdo de BSA (Sigma-Aldrich®). Os testes foram efetuados em

triplicata. A leitura das amostras foi realizada a 595 nm (Santana et al., 2023).

4.9 Determinacgio da atividade fibrinolitica qualitativa em placa de fibrina

A atividade fibrinolitica da protease foi determinada qualitativamente de acordo com
método da placa de fibrina descrito por Astrup e Mullertz (1952). As placas de fibrina foram
preparadas contendo 0,015 mg de solugdo de trombina de plasma bovino (Sigma-Aldrich®)
101 NIH (U/mg), sendo 100 U/mL diluido em NaCl 10 mM. A solugdo de fibrinogénio foi
preparada utilizando 0,025mg diluida em 2,5 mL de Tampao fosfato 0,1 M pH 7,4, essa
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solugdo foi incubada a 37°C, em banho maria, por 10 minutos. A solugdo de agarose foi
diluida em Tampao fosfato 0,1 M pH 7,4. As solugdes das reagdes foram misturadas e
adicionadas em placas de Petri de poliestireno (90 x 15 mm). Apds a polimerizacao da fibrina,
foram perfurados quatro pocos de 8 mm de didmetro, em seguida adicionados 100 pL do
extrato enzimatico, estes foram incubados a 37°C por 18 horas. Para o controle positivo foi
utilizado a Plasmina (Sigma-Aldrich®) diluida em tampao tris-HCl NaCl 0,1 M, pH 7,8. O
controle negativo foi a solugdo de NaCl 0,15 M. Os resultados foram expressos a partir da
formagdo de halos translucidos de degradacdo, na formacdo de circulos liticos ao redor dos

pogos, em caso de atividade fibrinolitica positiva (Jeong et al., 2001; Machado et al., 2017).

4.10 Determinacao da atividade fibrinolitica quantitativa

A atividade fibrinolitica quantitativa foi avaliada de acordo com o método de Wang et
al. (2011), que se baseia na formac¢do de um coagulo sanguineo artificial em microtubos do
tipo Eppendorf (Figura 6). A atividade fibrinolitica foi determinada através da degradacao de
fibrina. Para a preparacao do trombo artificial foi utilizado 500uL da solucao de fibrinogénio
adicionados a 100 pL de trombina a 20 U/mL. Apds a formacdo do coagulo, foram
adicionados 100 pL do extrato enzimatico, e mantidos a 37°C em banho-maria, durante 60
minutos. A reacao foi interrompida pela adigdao de 700 pL de acido tricloacetico (10%) e esta
solucao foi centrifugada a 15.000 xg durante 10 min. O sobrenadante dos ensaios foi
submetido a leitura em espectrofotometro a 275 nm. Deste modo, 1 unidade de atividade
fibrinolitica (FU) foi definida como a quantidade de enzima responsavel por um aumento de

0,01 na absorbancia por minuto.

4.11 Caracteriza¢io bioquimica das proteases fibrinoliticas
4.11.1 Efeito do pH e da Temperatura na atividade de Protease Fibrinolitica

Para a determinacao do efeito do pH 6timo da enzima foi utilizado diferentes tampdes
a citar: acetato de sodio (pH 4,0-5,0), fosfato de sodio (pH 6,0-7,0), Tris-HCI (pH 8,0-9,0) e
Carbonato-Bicarbonato (pH 10,0) durante 60 min. O efeito da temperatura foi determinado na
faixa de 30 °C a 80 °C por 60 minutos. Ao término do tempo de incubagdo foi determinada a

atividade enzimatica fibrinolitica conforme descrito no item 4.10.
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4.11.2 Efeito do pH e da Temperatura na Estabilidade da Protease Fibrinolitica

Para verificar da estabilidade ao pH, a enzima foi incubada nos tampdes supracitados
conforme o item 4.11.1, por 60 minutos, ¢ sua atividade enzimatica residual analisada. O
efeito da temperatura na estabilidade da enzima foi avaliado por incubacdo do extrato
enzimatico em temperaturas variadas entre 30°C a 80°C. Para esta finalidade, aliquotas foram
retiradas a cada 30 minutos em um periodo de 180 minutos e submetidas a determinagdo da

atividade fibrinolitica (item 4.10).

4.11.3 Efeito de fons e inibidores na atividade enzimatica fibrinolitica

O efeito de diferentes ions metalicos na atividade enzimatica foi avaliado em
concentragdes de ions equivalentes a 10,0 mM. A enzima foi incubada a 37°C durante 60
minutos com os seguintes sais: ZnSO4, MgSO4, CuSO4, FeSO4, CaCl, NaCl e KCI. Para a
determinagdo do efeito de inibidores na atividade das proteases foi utilizado
Etilenodiaminotetracético (EDTA 10,0 mM), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF 10,0
mM), acido iodo acético 10,0 mM, pepstatina A 10,0 mM, e acido iodoacético 10,0 mM. A
enzima foi incubada durante 60 minutos a 37°C na presenca dos inibidores. A mistura
reacional, incluindo o controle, foi incubada durante 30 minutos nas condigdes oOtimas de
temperatura e pH. A atividade fibrinolitica foi mensurada como citado no item 4.10. A
atividade enzimatica residual foi comparada com o controle incubado sem os inibidores ou
ions metalicos, que correspondem a 100% de atividade (Martim et al., 2017; Santana et al.,

2023). Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

4.12 Elaboracio do bioproduto formulado com polpa de tubérculo fortificado com
massa micelial de P. ostreatoroseus

4.12.1 Matéria-prima

Os bioprodutos foram originarios da miceliacdo de P. ostreatoroseus nos tubérculos
em Dioscorea alata L. e Goeppertia allouia [Aubl.] Lindl suplementados com farelo de trigo
(80:20). Sendo as siglas, PGT [Farinha de Biomassa P. ostratoroseus + Goeppertia allouia
(arid) + Farelo de trigo (80:20 p/p)] ou PDT [Farinha de Biomassa P. ostratoroseus + D. alata
(Inhame roxo) + Farelo de trigo (80:20)] (Tabela 4).
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Como padrdo foram utilizadas para fins de comparagdo com o bioproduto a farinha
sem a adi¢cdo do cogumelo investigado, sendo: Padrao [GT] - Tubérculo Goeppertia allouia
(Aria) e Farelo de trigo, Padrao [DT] - Tubérculo D.alata (Inhame roxo) e Farelo de trigo

(Tabela 4).

Tabela 4 — Componentes do bioproduto Padrdo e da Farinha nutracéutica a base de biomassa
de Cogumelo P. ostreatoroseus e tubérculos amazonicos suplementados com farelo de trigo.

Bioproduto Componentes Quantidade

(Farinha

nutracéutica)

Padrao [GT] Tubérculo Goeppertia allouia (Arid) 80g
Suplemento Farelo de trigo 20g

Padrao [DT] Tubérculo D.alata (Inhame roxo) 80g
Suplemento farelo de trigo 20g

PGT Biomassa de P.ostreatoroseus 10g
Tubérculo Goeppertia allouia (Arid) 80g
Suplemento Farelo de trigo 20g

PDT Biomassa P. ostreatoroseus 10g
Tubérculo D. alata (Inhame roxo) 80g
Suplemento farelo de trigo 20g

GT: Goeppertia allouia (aria) + Farelo de trigo (80:20); DT: D. alata + Farelo de trigo (80:20); PGT: Farinha de
Biomassa de P. ostratoroseus + Goeppertia allouia (aria) + Farelo de trigo (80:20); PDT: Farinha de Biomassa
P. ostreatoroseus + D. alata + Farelo de trigo (80:20).

Os produtos fermentados foram acondicionados em placas de Petri 140 mm X 15 mm,
para serem desidratados a 40°C por 24 horas, em desidratadora com controle de temperatura e
circulagdo de ar for¢ado. Cada produto foi triturado em processador de alimentos para

padronizacdo da granulometria em peneira de aluminio de 60 mesh.

4.13 Caracterizacio do bioproduto
4.13.1 Determinacao da Atividade de agua (aW) do bioproduto

A determinacdo da atividade de 4gua (aW) foi realizada em cada amostra do produto,
em duplicata, no equipamento AQUALAB CX-2 T Braseq. A amostra a ser analisada foi
disposta em uma cépsula circular de polietileno, cobrindo toda superficie. A atividade de agua
foi determinada pela leitura direta do equipamento ap6s minutos do rastreamento de toda a

amostra.

4.13.2 Determinacio do indice de absorc¢ao de agua e indice de solubilidade em agua.
Os indices de absorcao de 4gua e solubilidade em dgua foram determinados de acordo

com metodologia descrita por Beuchat et al. (1977) e Ruiz et al. (2006). Em tubo do tipo
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Falcon, de peso conhecido, contendo uma grama de biomassa desidratada em p6 foi misturado
com 10 mL de dgua destilada, incubadas a 25 °C por 30 minutos. Seguida de centrifugagdo a
3000 rpm durante 30 minutos. O precipitado foi recuperado para determinagdo do peso da
massa umida e, o liquido sobrenadante recuperado transferido cuidadosamente para placa de
Petri, pré-pesada, e evaporado em banho-maria a 100°C, e secagem em estufa a 105°C por
trés horas. O indice de absorc¢do e de solubilidade foi determinado de acordo com a equagao I

e 11, respectivamente:

Peso do precipitado (g)

Equagcdo I. Indice de Absorcio de Agua(g/g) =

Peso da biomassa desidratada (g)

Peso dos solidos dissolvidos no sobrenadante (g)

x 100

Equagdo II. Indice de Solubilidade em agua (%) =

Peso da biomassa desidratada (g)

4.13.3 Determinacio da capacidade de Intumescimento
A capacidade de inchamento das farinhas, ou seja, a habilidade de absorver agua e
expandir quando aquecida foi determinada de acordo com o método descrito por Leach et
al. (1959). Em cada tubo de ensaio foi adicionado um grama da amostra e 10 mL de agua
destilada. Esta mistura foi mantida a 80 °C por 30 minutos, sob agitagdo. Apos atingir a
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o peso da amostra aferido (pasta). O poder de intumescimento foi

determinado conforme a equacgao III.

Equagao III. Capacidade de inchamento (g/g) =

Peso da pasta (g)

Peso da biomassa desidratada (g)

4.14 Caracteriza¢ao nutricional e fisico-quimica
4.14.1 Determinacio da composiciao centesimal do bioproduto

As analises de composicao centesimal do cogumelo foram realizadas no laboratério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas-UFAM,
Manaus, Brasil, citadas a seguir:
Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulagdo de ar 105 °C (método
gravimétrico) até obtencao de peso constante (A.O.A.C, 2005).
Proteina total: determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método micro

Kjeldahl e aplicando o fator de conversdao 4,28 [valor adotado para a determinacdo da
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porcentagem de proteina para cogumelo, pois ¢ admitido que apenas 70 % dos compostos
nitrogenados existentes nesses fungos sejam digeriveis pelo organismo humano
(0,70*6,25=4,38) (Furlani et al.,2007).

Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incineragao do material em mufla a 550 °C-
660 °C até obteng¢do de peso constante (A.O.A.C, 2005).

Lipidios: determinado de acordo com o método descrito por Bligh and Dyer (1959).

Fibras totais: A fibra bruta foi determinada através de digestdo acido-basica, segundo
método de Weende estabelecido pela A.O.A.C (1997).

Carboidratos totais: estimados por diferenca entre o somatério das porcentagens de
umidade, proteina, lipidios, cinzas (Latinfoods, 2002; NEPA, 2006).

Energia: a energia total metabolizavel = (4 kcal/g de proteina) + (4 kcal/g carboidratos totais)

+ (9kcal/g de lipideos), preconizados pelo Latinfoods, (2002) e Taco (2006).

4.14.2 Determinaciao de macro e micro minerais

A determinacdo dos minerais foi realizada conforme os métodos propostos pela
Embrapa (2009). As amostras foram desidratadas em estufa de circulagdo de ar for¢ada a 40
°C, em seguida desidratadas e submetidas a digestdo umida HNO3; + HCIO4 (3:1). O teor de
fosforo foi determinado por espectrofotometria com azul de molibdénio; calcio, magnésio,
potassio, sodio cobre, ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absor¢cdo atomica
(EAA). Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os valores de macronutrientes (Ca,

P, Mg, K) foram calculados em g.kg—1 e os dos micros (Na, Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg—1.

4.15 Caracterizacao funcional do bioproduto
4.15.1 Determinacio da atividade de inibi¢do de 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA redutase
(HMGROs), Sigma-Aldriche

Para a determinagdo da inibicdo de 3-hidroxi-3-metil-glutaril coa redutase
(HMGROs), os produtos alimenticios foram desidratados, triturados em p6 (50 mg/ml) e
misturados com alcool etilico absoluto para anélise [etanol/agua (1:1, v/v) ou metanol, P.A.].
As misturas foram agitadas em Vortex durante 1 minuto e centrifugado a 12000 rpm, durante
2 minutos, de acordo com a recomendagao do fabricante. Os sobrenadantes foram utilizados
como fonte de inibidores de HMGCROs, Sigma-Aldriche. A determinacdo da atividade do
HMGCR foi medida utilizando HMG-CoA Reductase Assay, Sigma-Aldriche. A reducdo da
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absor¢do foi determinada em 340 nm, que representa a oxidagdo do NADPH pela subunidade
catalitica do HMGCR, na presenga do substrato HMG-CoA.

Como controle positivo foi utilizada a Pravastatina, Sigma-Aldriche, € como controle
negativo, a solucdo de NaCl 0,2M, os controles foram considerados como 100% de atividade.

Os ensaios foram realizados em duplicata (Gil- ramirez et al., 2013; Silva et al., 2018).

4.15.2 Efeito prebiético in vitro do bioproduto

A triagem do efeito prebiotico foi realizada com os bioprodutos, em caldo MRS em
diferentes concentragcdes de extrato 0,1%, 0,25%, 0,5% (p/v). Lactobacillus acidophilus
comercial (Roval®, Recife, Brasil)108 (células/mL) 1000 pL foi inoculado em caldo MRS. A
inulina comercial (Duefiber®, Cifarma, Brasil) foi utilizada como controle positivo e, 0 MRS
sem adicdes como controle negativo. As amostras foram incubadas a 37 °C por 24 h, em
condig¢des anaerdbicas. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. O crescimento

foi determinado a 600 nm em espectrofotometro (Teixeira ef al., 2016).

4.16 Caracterizacio microbioldgica do bioproduto
4.16.1 Avaliaciao da qualidade microbiolégica do bioproduto

A determinagdo de mesofilos, coliformes totais, termotolerantes, Salmonella sp. e
Shigella sp. do produto alimenticio foi realizada pelo método de dilui¢do sucessiva como
citada por Massaguer (2005) e Ali et al. (2016). De cada amostra do bioproduto desidratada e
triturada foi utilizado 25 g para ser homogeneizado com 225 ml de agua peptonada (diluicao
1071). Desta suspensio foram preparadas dilui¢des sucessivas, transferindo 1000 uL para 9000
uL de 4gua peptonada 0,1 % (p/v), até obteng¢do da diluigio 1073. As diluigdes foram
submetidas a agitacdo por dois minutos em agitador de tubo. De cada dilui¢do foi transferido

100uL para superficie de SS agar modificado, Mannitol Salt agar e EMB Levine agar (Kasvi
®)_

4.17 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva média, desvio padrao,
graficos e os calculos de atividade enzimatica (R? > 95%) por andlise de variancia (Anova) e
teste Tukey (p>0,05) para comparacdo de médias, utilizando o software Minitab ® versao

19.0.
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Abstract

Edible mushrooms are excellent sources of enzymes, especially fibrinolytic proteases, which waork to dissolve
blood clots and can be obtained through different fermentative processes. This research evaluated the production
of fibrinolytic protease from a specie of edible mushroom in different formulations of liquid cultures. Pleurotus
ostreatoroseus was provided by the DPUA culture collection at the Federal University of Amazonas and cultivated
on PDA agar supplemented with 0.5% (w/v) yeast extract. Liquid fermentation was carried out in an Erlenmeyer
flask in 50 mL of GYP, MGYP, or Malt medium under stirring at 150 rpm at 30 °C, eight days. The extracts were
recovered and dialyzed, and the liquid culture medium was selected based on the activity of fibrinolytic enzymes.
In the recovered extracts, qualitative activity (fibrin plate) and quantitative activity of fibrinolytic proteases
were determined, and the effect of pH, temperature, stability, ions, and inhibitors on enzymatic activity was
evaluated. Pleurotus ostreatoroseus excreted proteases in all culture media tested. However, the translucent halo
(12.59 £ 0.7 mm) and significant activity of fibrinolytic enzymes (449.32 + 0.01 U/mL) was determined in GYE. In
the dialyzed extract, P. ostreatoroseus had an increase in the excretion of fibrinolytic proteases (1,361.73 + 0.09).
Results indicated that in GYP extracts, proteases showed optimal activity at pH 8.0 and at 30 °C of the serine and
metallo protease types. Thus, these biocatalysts have strong potential for use in the pharmaceutical, detergent
sectors and food industries.

Keywords: proteases, submerged fermentation, fibrin, fibrinolytic, Pleurotus.

Resumo

Os cogumelos comestiveis sdo excelentes fontes de enzimas, especialmente proteases fibrinoliticas, que atuam
na dissolucdo de codgulos sanguineos e podem ser obtidas por meio de diferentes processos fermentativos. Esta
pesquisa avaliou a produgdo e a caracterizagdo da protease fibrinolitica de uma espécie de cogumelo comestivel em
diferentes formulacées de cultivo liquido. Pleurotus ostreatoroseus foi fornecido pela Colecdo de Culturas DPUA da
Universidade Federal do Amazonas e cultivado em agar PDA suplementado com 0,5% (p/v) de extrato de levedura.
A fermentagdo liquida foi realizada em frascos Erlenmeyer em 50 mL de meio GYP, MGYP ou Malte sob agitagio
a 150 rpm a 30 °C, 8 dias. Os extratos foram recuperados e dialisados, e 0 meio de cultura liquido foi selecionado
com base na atividade das enzimas fibrinoliticas. Nos extratos recuperados, foram determinadas a atividade
qualitativa (placa de fibrina) e a atividade quantitativa das proteases fibrinoliticas, foi avaliado o efeito do pH, da
temperatura, da estabilidade, dos ions e dos inibidores na atividade enzimatica. Pleurotus ostreatoroseus excretou
proteases em todos os meios de cultura testados. No entanto, o halo transltcido (12,59 + 0,7 mm) e a atividade
significativa de enzimas fibrinoliticas (449,32 + 0,01 U/mL) foram determinados em GYP. No extrato dialisado,
P. ostreatoroseus teve um aumento na excre¢ao de proteases fibrinoliticas (1361,73 £ 0,09). Os resultados indicaram
que, nos extratos de GYP, as proteases apresentaram atividade 6tima em pH 8,0 e a 30 °C dos tipos serina e metalo
proteases. Assim, esses biocatalisadores tém grande potencial para utilizacdo na inddstria farmacéutica, setores
de detergentes e indistria alimenticia.

Palavras-chave: proteases, fermentacao submersa, fibrina, fibrinolitico, Pleurotus.
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1. Introduction

Proteases are biocatalysts found in plants, animals,
and microorganisms that have applications in various
industrial, chemical, and biochemical sectors, with several
advantages due to their high specificity and biodegradability
(Naveed et al., 2021; Troncoso et al., 2022). Fibrinolytic
proteases are specific biocatalysts that act in the biological
system, mainly in blood coagulation, in the process
of dissolving blood clots. This mechanism, known as
fibrinolysis, triggers the activation of the fibrinolytic system,
which is regulated by proteolytic enzymes with fibrinolytic
action, such as serine proteases, metalloproteases, and
protease inhibitors (Lin et al., 2020).

When the hemostatic system does not function as
expected, hemostasis does not occur, and blood clots, or
“thrombi” are formed by the accumulation of a serine
protease, plasmin, in the blood. This enzyme blocks veins
or arteries, limiting blood flow, causing swelling and pain in
the region, and causing various vascular diseases (Hu et al.,
2019; Roth et al., 2020; Sondag et al., 2023).

During the period of COVID-19 caused by the “Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2" (SARS-
CoV-2), several patients were affected by different
pathophysiologies, particularly thrombosis. Resulting
from this pathology, hypercoagulation and obstruction of
blood vessels, inducing an imminent prothrombotic state,
contribute significantly to the mortality and morbidity rate
(Hanff et al.,, 2020; Mandel et al., 2022; Kim et al., 2022).

For the treatment of these pathophysiologies, fibrinolytic
enzymes are required due to their ability to lyse clots
through the fibrinolysis of thrombi and are, therefore,
fundamental compounds in the treatment of thrombaosis,
a disease responsible for 29% of total patient mortality
(Silva et al.,, 2016; Kumar and Sabu, 2019; Ji et al., 2020).
Globally, the commercialization of fibrinolytic proteases
indicates that these enzymes are valued at US$5.5 billion
and, by 2023, US$7.0 billion (Tarafdar et al., 2021).

Among the sources of fibrinolytic enzymes, fungi stand
out due to their ability to synthesize extracellular enzymes.
Due to this property, several species are being cultivated
on different substrates to obtain environmentally friendly
enzymes, many of which may have antithrombotic action in
cardiovascular diseases (Salimet al,, 2021; Barzee et al,, 2021).

In studies with edible mushroom, the fibrinolytic
activity of the complex of significant proteolytic enzymes
was reported by Flammulina velutipes, which gave rise
to research with other edible mushroom species. Thus,
several studies have discovered fibrinolytic proteases in
the fruiting bodies of mushrooms such as Pleurotus djamor,
Auricularia polytricha, Pleurotus eryngii, Lentinula edodes
(Alietal., 2018; Petraglia et al.,, 2022; Santana et al., 2024).
In this context, studies with Pleurotus species revealed
promising results regarding proteolytic activity; however,
there is still a need for studies that verify the fibrinolytic
enzymatic capacity of these organisms (Santana et al.,
2024; Supit et al., 2024).

Among the mushroom species, Pleurotus ostreatoroseus
Singer. stands out in the synthesis of proteases in various
cultivation media and substrates (Machado et al., 2017;
Barbosa et al., 2020, 2023). However, there are no
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current studies revealing the fibrinolytic potential of
this mushroom. In this way, this research contains new
discoveries regarding the enzymatic synthesis capacity
of P. estreatoroseus. Therefore, this study evaluated the
production and characterization of fibrinolytic protease
from a species of edible mushroom P. ostreatoroseus in
cultures of different formulations for industrial purposes.

2. Materials and Methods

2.1. Mushroom cultivation and maintenance

In this research, Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 was
used, provided by the DPUA Culture Collection from the
Federal University of Amazonas-UFAM, Manaus, Amazonas,
Brasil. To obtain a pure and viable culture, the mushroom
was cultivated on Potato Dextrose agar (PDA) with 0.5%
yeast extract (w/v). The cultures were maintained at 28 °C
for eight days in the absence of light and 60% humidity.
Species registered in the National Genetic Heritage and
Associated Traditional Knowledge Management System
(SisGen) under registration number ACGOES2,

2.2, Preparation of the matrix culture

The matrix culture was prepared on GYP agar
(glucose, yeast extract, and peptone), supplemented
with 0.5% (w/v) yeast extract, in 90 mm = 12 mm Petri
dishes. The culture media were sterilized at 121 °C for
15 minutes. The cultures were maintained at 25 °C, in
the absence of light, for eight days, prepared in triplicate
(Coelho et al., 2021).

2.3. Submerged fermentation

2.3.1. Inoculum preparation in liquid medium

For the selection of the liquid culture medium, the
inoculum culture was prepared in the following media:
GYP (glucose, yeast extract, and peptone), MGYP (glucose,
yeast extract, and peptone), and Malt, supplemented with
0.5% (w/v) yeast extract. The culture media were sterilized
at 121 °C for 15 minutes, in triplicate. The liquid media
were maintained at 150 rpm for 8 days.

2.4. Recovery, filtration and partial purification of crude
extract

The separation of the mycelial mass was carried out
under vacuum on sterilized Whatman No. 1 filter paper.
The recovered extracts were again vacuum filtered through
a 0.45 pm Millipore filter. Subsequently, to eliminate
interferents, the recovered extracts were subjected to
dialysis. Every 10 mL of crude extract was transferred to
a 33 = 21 mm dialysis bag with 25 A porosity, INLAB®.
Dialysis was carried out in 500 mL Tris-HCL-NaCl buffer,
kept at 4 °C under agitation on an orbital shaker, with
three changes of the buffer. After the last replacement,
the enzyme extracts remained under the same conditions
for four hours (Nascimento et al., 2016). After dialysis, the
filtrates were placed in test tubes with screw caps and
stored at 4 °C until enzymatic analysis.
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2.5. Determination of quantitative activity of proteases

The quantitative activity of proteases was determined
according to a quote from Machado et al. (2017). A
volume of 150 pL of crude extract was added to 250 pL of
1% (w/v) azocasein solution in 0.1 M Tris-HCI buffer, pH
7.2. The reaction tubes were kept for one hour at 25 °Cin
a dark chamber at room temperature, The reaction was
stopped by adding 1.2 mL of 10% (w/v) trichloroacetic
acid.The sample was then subjected to centrifugation for
10 minutes at 10000 rpm at 4 °C. Subsequently, 0.8 mL
was removed from each supernatant and transferred to
test tubes containing 1.4 mL of 1 M sodium hydroxide. A
1% (w/v) azocasein solution in Tris-HCl buffer 0 was used
asablank.1 M, pH 7.2. The reading was performed at 440
nm. One unit of proteolytic activity was defined as the
amount of enzyme capable of producing an increase in
absorbance of 0.1 in one hour.

2.6. Determination of total proteins

The total protein content obtained in the enzyme
extracts was estimated according to the method described
by Bradford (1976), using Coomassie brilliant blue G-250
and bovine serum albumin (BSA) as standard solutions. In
the tests, 100 pL of the enzyme extract was used, added
to 2.5 mL of Bradford reagent, and kept in a dark chamber
for 10 minutes. Protein concentration was determined
based on the BSA standard curve (Sigma-Aldrich®). The
tests were carried out in triplicate. Samples were read at
595 nm (Santana et al., 2024),

2.7. Determination of qualitative fibrinolytic activity in
fibrin plate

Fibrinolytic activity was determined according to the
method cited by Santos et al. (2016), with modifications.
Modifications consist of using solutions in different
concentrations. In each 60 mm = 15 mm Fibrin Petri dish
was added: (a) 0.025 mg of 0.01% (w/v) bovine plasma
fibrinogen solution (Sigma-Aldrich®) in 0.1 Phosphate
Buffer M, pH 7.4; (b) 0.015 mM NaCl solution; (¢) 0.074 mg
of 0.01% (w/v) agarose solution in 7.4 mL of 0.1 M Phosphate
Buffer, pH 7.4; These solutions were homogenized, and
then (d) 100 pL of thrombin 101 NIH aqueous solution
(100 U/mL) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA® was
added. The plates were left to rest for 60 minutes for fibrin
polymerization, and 100 pL of the dialyzed enzymatic
extract was added to each eight-millimeter-diameter pit
on the surface of the Fibrin Plate. The plates were kept at
37 °Cfor 18 hours. Activity was assessed by halo diameter
in millimeters (Petraglia et al., 2022).

2.8. Determination of quantitative fibrinolytic activity

Quantitative fibrinolytic activity was evaluated
according to the method of Wang et al. (2011), the formation
of an artificial blood clot in an Eppendorf-type tube, and
fibrin degradation in the presence of fibrinolytic protease.
To prepare the artificial clot, 500pL of fibrinogen solution
(w{v) was added to 100pL of thrombin, 20 U/mL. After
clot formation, 100 puL of dialyzed enzyme extract was
added. The reaction was maintained at 37 °C in a water
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bath for 60 minutes. The reaction was stopped by adding
700 pL of Tricloacetic Acid (0.2 M at 10%). The samples
were centrifuged at 15,000 xg for 10 minutes at 4 °C. All
samples were prepared in triplicate. The supernatant from
each assay was read on an ultraviolet-visible (UV-Vis)
spectrophotometer at 275 nm. One unit of fibrinolytic
activity (FU) was defined as the amount of enzyme
responsible for a 0.01 increase in absorbance per minute,

2.9. Biochemical characterization of fibrinolytic proteases

2.9.1, Effect of pH and fibrinolytic protease temperature

To determine the enzyme's optimal pH, different buffers
were used in a pH range between 4.0 and 10.0, namely:
sodium acetate (pH 4.0-5.0), sodium phosphate (pH 6.0-7.0),
Tris-HCI (pH 8.0-9.0), and Carbonate-Bicarbonate ( pH 10.0).
The effect of temperature was determined in the range of 30 °C
to 80 °C for 60 minutes. At the end of the incubation time,
fibrinolytic enzyme activity was determined as described
in the previously mentioned items (Cardoso et al., 2022).

2.9.2, Effect of pH and temperature on the stability of
[fibrinelytic protease

To check pH stability, the enzyme was incubated in the
buffers mentioned in the previous items for 120 minutes
and 24 hours, and its residual enzymatic activity was
analyzed. The effect of temperature on enzyme stability
was evaluated by incubating the enzyme extract at
temperatures ranging from 10 °C to 70 °C. For this purpose,
aliquots were removed every 30 minutes over a period of
180 minutes and subjected to determination of fibrinolytic
activity (Cardoso et al., 2022).

2.9.3. Effect of ions and inhibitors on fibrinolytic enzyme
activity

The effect of different metal ions on enzymatic activity
was evaluated at ion concentrations equivalent to 10.0 mM.
The dialyzed enzyme extract was incubated at 37 °C for
60 minutes with the following salts: ZnSO,, MgS0,, CuSO,,
FeS0O,, CaCl,, NaCl and KCI. To determine the effect of
inhibitors on protease activity, ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA 10.0 mM), phenylmethylsulfonyl fluride (PMSF
10.0 mM), 10.0 mM iodine acetic acid, 10 mM pepstatin
A, and 10.0 mM iodoacetic acid were used. The reaction
was maintained for 60 minutes at 37 °C in the presence
of inhibitors. The reaction mixture, including the control,
was incubated for 30 minutes at optimal temperature
and pH conditions. Fibrinolytic activity was measured as
mentioned in the previous items. All samples were prepared
intriplicate. The residual enzymatic activity was compared
with the control incubated without inhibitors or metal ions,
which corresponds to 100% activity (Martim et al., 2017).

2.10. Statistical analysis

The data were subjected to descriptive mean statistical
analysis, standard deviation, graphs, and enzymatic activity
calculations (R2 = 95%) by analysis of variance (Anova)
and Tukey test (p > 0.05) to compare means using the
Minitab® software version 19.0.
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3. Results

3.1. Qualitative fibrinolytic activity in fibrin plate

In this research, it was observed that P. ostreatoroseus
synthesized fibrinolytic enzymes. Table 1 demonstrates the
activity of fibrinolytic proteases synthesized by P. ostreatoroseus.
In the fibrin plate, the translucent halo of significant value
was determined in GYP (12.59 + 0.70 mm). In the other
fermentation media, Malt and MGYP, halo values varied from
8.98 £ 0.51 mm to 10.00 + 0.30 mm, respectively (Table 1).

Malt extract was added into the different fermentation
media formulations to evaluate the enzyme excretion, as
malt provides the carbon, protein and nitrogen necessary for
the growth of organisms. In addition, recent research with
fungi has obtained promising results when malt was added
to liquid culture media, incresing the excretion of fibrinolytic
enzymes (Sharma et al., 2021; Acosta et al.,, 2022).

However, in this study, the presence of malt did not
have influence in the increase in fibrinolytic synthesis of
P. ostreatoroseus.

3.2. Determination of quantitative fibrinolytic activity

The specific proteolytic and fibrinolytic activity of
P. ostreatoroseus proteases determined in different culture
media is represented in Table 1. Under the conditions
tested, P. ostreatoroseus excreted fibrinolytic proteases
in all culture media. The significant value of proteolytic
activity (1,361.73 £ 0.09 U/mL) and specific fibrinolytic
activity (449.32 + 0.01 U/mL) of Pleurotus ostreatoroseus
was observed in GYP medium, a value 80.75% higher than
those obtained in MGYP extract (Table 1). The activity of
fibrinolytic enzymes in Malt (348.52 + 0.05 U/mL) was
30% lower than that determined in GYP.

Therefore, of the culture media evaluated in this
research, GYP was promising for the synthesis of fibrinolytic
enzymes. In purified GYP extracts, total protein activity was
0.04 £0.05 U/mL, and specific fibrinolytic and proteolytic
activity were equivalent to 611.12 £ 0.04 U/mL and 2,302.41
+ 0.06 U/mL, respectively. Data reveals a significant
increase of 41% in the activity of proteases, followed by
the production of fibrinolytic enzymes by 22.39%.

3.3. Biochemical characterization of fibrinolytic proteases

Figure 1 shows the effect of pH and temperature on
the activity of P. ostreatoroseus proteases determined in

the dialyzed GYP extract. The results showed the activity
of proteases at all pH and temperatures tested. However,
optimal activity was observed at pH 8.0(158.61 £ 0.13 U/mL),
followed by a decrease in activity at higher pH values, with
a maximum reduction (53.72%) at alkaline pH.

The effect of temperature on the activity of P. ostreatoroseus
fibrinolytic proteases was observed at all temperatures tested
(Figure 1), with maximum activity at 30 °C and a reduction
at the other temperatures evaluated (40 °C to 80 °C).

Figure 2 shows the effect of pH and temperature stability
on the activity of P. ostreatoroseus fibrinolytic proteases
determined in GYP extracts. P. ostreatoroseus proteases
showed high stability, retaining significant activity from
pH 5.0 to pH 8.0. With a decrease in activity of 66.08%
and 71.22% at pH 9.0 and pH 10.0, respectively. Regarding
temperature, fibrinolytic proteases exhibited greater
stability at temperatures between 30 °C and 60 °C. At
temperatures of 70 °C and 80 "C, with a marked decrease
in catalytic action, the enzyme retained only 32.68% of
its activity.

The results regarding the effect of metal ions on the
activity of fibrinolytic proteases are shown in Table 2. Mn*?
ions completely inhibited enzymatic activity. Zn*? and
Cu* reduced the catalytic action by 90.38% and 97.38%,
respectively.

The effect of inhibitory substances and metal ions on
the activity of fibrinolytic proteases in P. ostreatoroseus is
shown in Table 2. In the stability test against inhibitors, it
was found that the serine protease inhibitor (PMSF) and
metalloprotease (EDTA) caused a reduction in activity of
80.15% and 92.45%, respectively. Proteases were not affected
by Pepstatin and iodoacetic acid; in this condition, activity
retention was greater than 70%.

4, Discussion

In the scientific literature, little research has been done
on the synthesis of fibrinolytic enzymes by P. ostreatoroseus.
Although mushrooms are considered the most valuable
resources to produce fibrinolytic enzymes, studies on the
fibrinolytic potential of edible mushrooms are still scarce
(Santana et al., 2024).

In studies with Pleurotus species carried out by
Petraglia et al. (2022), similar results were obtained
with basiodiome extracts of P. eryngii and P. ostreatus,

Table 1. Qualitative and quantitative activity of fibrinolytic proteases from P. ostreatoroseus produced by submerged fermentation in

different culture media.

Specific
Fibrinolytic
Activity (U/mL)

Specific Proteolytic Activity (U/mL)

Halo
Culture media degradation Total protein (mg)
Fibrin Plate
(halo in mm?)
GYP 12.59 £ 0.70° 0.04 = 0.04°
MGYP 8.98 £ 0.51" 0.03 £ 0.07"
MALT 10.00 = 0.30° 0.03 +0.12°

499.32 £ 0.01° 1,361.73£ 0.09°

386.00 £0.06 " 262.02+ 0.07°

348.52 £ 0.05¢ 38232+ 0120

GYP (Clucose, peptone and yeast extract), MGYP (Malt, glucose, peptone and yeast extract). Equal letters in the same column do not differ

statistically using the Tukey method (p>0.05).

410

Brazilian Journal of Biology, 2025, vol. 85, e289933



120 (A)
% 100
=
= =
S 60
b
2 40
=
L
= 20

0

5 6 7 8 9 10 11
pH

New [librinolytic protease from Amazonian salmon oyster mushroom

)
e
=y
=
B
[~
5]
=
=
+¥]
o

120 (B)

30 40 50 60 70 80 90
Temperature °C

Figure 1. Effect of pH (A) and temperature (B) on the fibrinolytic activity of P. ostreatoroseus in GYP medium.

120
(A)
=100 4

Relative activity
— ")) o0
L] =] =]

2
(=]

=]

5 6 7 8 9
pH

5
S

(8)

,_.
=1
=]

oo
=]

Relative activity ( %)
[=a)
=

40 50 60 70 80 90
Temperature °C

Figure 2. Effect of pH (A) and temperature (B) stability on the fibrinolytic activity of P. ostreatoroseus in CYP medium.

which showed degradation halos of 4.91 cm and 6.15 cm,
respectively. Liu et al. (2014) and Choi et al. (2017) verified
enzymatic action in fibrin plates of P, ostreatus and P. ferulae
when cultivated in PDA medium added with glucose, In
crude extracts of Lentinus edodes, Ali et al. (2018) obtained
lithic degradation halo of 19 mm, data that corroborates
the current research.

In studies by Ali et al. (2018), evaluating the extract
extracted from 10 basidiomas of mushroom species, it
was observed that fibrinolytic proteases were active in
all of them, highlighting the highest fibrinolytic activity
(48.06 U/mL) in extracts from the basidiomas of L. edodes;
however, in the other species of mushrooms evaluated,
this activity varied from 9.0 to 17.0 U/mL.

Research focusing on Pleurotus species developed by
Petraglia et al. (2022) verified the fibrinolytic activity
of extracts from the basidiomes of P. ostreatus and
P. eryngii, with a significant value of 39.14 + 1.01 U/mL
and 35.09 + 0.40 U/mL, respectively. In other studies,
with P. eryngii and P. ostreatus, the significant activity of
fibrinolytic enzymes in submerged fermentation media [Malt
(226.47 £7.26 U/mL) and Sabouraud (100.14 £ 0.28 U/mL)]
showed promise regarding the fibrinolytic activity of the
mushrooms evaluated by Santana et al. (2024), respectively.

Brazilian Journal of Biology, 2025, vol. 85, e289933

Table 2. Effect of metal ions and inhibitor substances on the activity
of fibrinolytic proteases of P. ostreatoroseus.

Inhibitors Residual Activity (%)
lons (10 mM)
Control 100
CaCl, 2043 +04
KCl 4044 + 0.1
Nacl 4773 +£0.1
Cuso, 2.62+04
FeSO, 26.82 0.1
Mgs0, 4778 +0.2
Mns0, 00.00+0.1
ZnSo, 9.62+ 0.4
Substances -
EDTA (10 mM) 7.55+ 0.4
PMSF (10 mM) 19.85+£ 0.2
lodoacetic Acid (10 mM) 77.87:£0.9
Pepstatin (1 mM) 88.30x0.3

Control: without inhibitors or metal ions.
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Fibrinolytic enzymes act in the degradation of
fibrin; however, the synthesis of these biocatalysts by
microorganisms depends on several factors, such as the
quality of nutrients in the fermentation medium, sources
of carbon and nitrogen, the time and age of the inoculum,
the genetic characteristics of the species, agitation,
pH, and temperature. In this way, each organism can
achieve maximum enzyme production under specific
conditions, according to the physiological needs of each
microorganism (Gimenes et al., 2021; Cardoso et al., 2022;
Pessoa et al., 2023).

Understanding the biochemical characteristics of
proteases is an important factor in verifying the viability of
commercial applications of these biocatalysts (Barzkar et al.,
2022). Fungi can produce acidic, neutral, and alkaline
proteases. Proteases that exhibit optimal catalytic activity at
pH 5 to 8 have applications in various industrial segments,
such as the food, textile, pharmaceutical, and detergent
industries (Barzee et al., 2021; Petraglia et al., 2022).

Similar data about effect of pH were obtained by
Braga et al. (2020), Petraglia et al. (2022), and Santana et al.
(2024), whose maximum protease activity was observed
at pH 7.0 to 8.0 when analyzing species of P. eryngii,
L. villosus, and P. ostreatus, respectively. The study of the
effect of pH is one of the important parameters in processes
determining the optimal conditions for enzyme synthesis,
as it directly influences the activity of biocatalysts essential
for the transport of nutrients as well as the growth and
maintenance of the morphological structure of filamentous
fungi (Brito et al., 2019; Pimenta et al., 2021).

The data obtained on the optimum temperature are in
accordance with those reported by Machado et al. (2017),
Barbosa et al. (2020) and Petraglia et al. (2022) in studies
with P. ostreatoroseus and P. ostreatus, respectively. Most
fibrinolytic enzymes have an optimum temperature
between 35 *Cand 50 °C(Cardoso et al., 2022). In addition,
the data on pH stability were similar with the studies by
Pimentaetal.(2021) and Santana et al. (2022) found that
P. albidus and P. eryngii had reduced protease activity at
pH 8.0 to 10.0. Pimenta et al. (2021) described a similar
stability regarding temperature to P. albidus proteases.

In other words, extremely high temperatures can cause
the enzyme to denature and stop working. Each enzyme
has an optimum pH range, changing the pH to a value
outside this range will cause enzyme activity to decrease.
Consequently, extreme pH values can cause enzymes to
denature. Conventional and statistical optimization of
nutritional components and physicochemical parameters,
such as pH and temperature, are fundamental approaches
for the significant fermentative production of fibrinolytic
enzymes, as these parameters enable their efficient use
in catalytic action (Sharma et al., 2021).

In the presence of other ions, peptidase retained a
catalytic action greater than 40%. Barbosa et al. (2020)
reported that Zn** and Cu* reduced enzymatic action
by 59.32% and 52.0%, respectively. Machado et al. (2017)
reported that Cu* and Zn** caused a 95% reduction in
the proteolytic activity of P. ostreatoroseus. Pimenta et al.
(2021) found that Zn*? reduced the activity of P. albidus
proteases by 87.37%, data that corroborates those obtained
in this research.
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Ions and inhibitors can affect protease activity mainly
by binding to the enzyme's active site, thus preventing
binding to the substrate, or by binding to another site on
the enzyme so that catalysis of the enzyme's reaction is
blocked, thus inhibiting the process of substrate binding
to the active site (Nelson et al., 2022),

Abdel-Rahman (2018) stated that protease inhibitors are
used to identify the group in the active site of the enzyme,
The results suggest that in the fibrinolytic proteases of
the extracts obtained from P. ostreatoroseus, there is a
predominance of metalloproteases and serine proteases
(Table 2). Barbosa et al. (2020), Pimenta et al. (2021) and
Santana et al. (2022) verified the significant production of
serine and metalloproteases by P. ostreatoroseus, P. albidus,
and P. eryngii, respectively. Meshram et al. (2016) studies
with endophytic fungus Xylaria curta was reported that a
metalloprotease (with 8.0 pH optima) produced appreciable
fibrinolytic properties and thus has the potential of being
used for therapeutic purposes.

Alkaline serine and metalloproteases are economical
sources for hydrolyzing different types of proteins in various
industrial applications. The detergent sector consumes
the most alkaline proteases, which are generally serine
proteases with an alkaline pH range. These properties
of alkaline proteases make them suitable for use in the
detergent industry (Razzaq et al., 2019; Gurumallesh et al.,
2019; Miranda et al., 2022).

In the food industry, commercial alkaline serine
proteases are mainly involved in the hydrolysis of
proteins to prepare hydrolysates with high nutritional
value. The protein hydrolysates produced are widely used
in the fortification of baby food formulations, dietary
products, and processed foods. In the pharmaceutical
industry, they are used to treat thrombosis (urokinase,
fibrinolytic), hemophilia (factor VIla), and other pathologies
(Matkawala et al., 2021; Solanki et al., 2021).

5. Conclusion

Pleurotus ostreatoroseus, an edible mushroom,
synthesizes fibrinolytic enzymes under submerged
cultivation conditions, showing significant fibrinolytic
protease activity in fibrin plate and in the crude extract
from fermentation in GYP (liquid), demonstrating optimal
activity at alkaline pH and at 30 °C, of the serine type and
metalloproteases. These biocatalysts have strong potential
for use in the pharmaceutical, detergent sectors, and food
industries. Therefore, this research has produced promising
and innovative results about the enzymatic synthesis
capacity of fibrinolytic enzymes from P. ostreatoroseus.
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