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RESUMO 

Cogumelos comestíveis são excelentes fontes de enzimas, em destaque as proteases 

fibrinolíticas, que atuam na dissolução de coágulos sanguíneos. Contudo, no cenário 

amazônico, o uso de cogumelos como produtores de enzimas fibrinolíticas, ainda é um tema 

pouco explorado. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento de um 

produto alimentício utilizando tubérculos nativos da Amazônia fortificado com massa 

micelial de cogumelo comestível como fonte de protease fibrinolítica para promoção da saúde 

humana. P. ostreatoroseus foi cedido pela coleção de culturas DPUA, da Universidade 

Federal do Amazonas cultivado em ágar BDA suplementado com extrato de Levedura 0,5 % 

(p/v). A fermentação líquida foi conduzida em frasco de Erlenmeyer em 50 mL de meio GYP, 

MGYP e Malte. A seleção do meio de cultivo líquido foi realizada com base na atividade de 

enzimas fibrinolíticas. A massa micelial recuperada através de filtração à vácuo foi utilizada 

como inóculo na fermentação no estado sólido. Os tubérculos utilizados foram tratados, 

cortados em cubos de 1x1, submetidos a cocção, esterilizados a 121ºC, por 30 minutos. A 

biomassa obtida foi transferida para superfície de tubérculos amazônicos de Inhame-roxo 

(Dioscorea alata L.) e ariá (Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Suárez.). A fermentação 

em estado sólido foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, mantido a 28°C, por oito 

dias, umidade 60%, em base úmida, até completa miceliação do substrato. O bioproduto foi 

preparado utilizando polpa de tubérculos colonizados com massa micelial de P. 

ostreatoroseus, produto da fermentação no estado sólido. A seleção da proporção de 

tubérculos foi determinada de acordo com a atividade fibrinolítica significativa. Os 

bioprodutos fermentados foram desidratados a 40°C por 24 horas, em desidratadora com 

controle de temperatura e circulação de ar forçado. Cada produto foi triturado em processador 

para padronização da granulometria em peneira de alumínio de 60 mesh. Posteriormente, os 

bioprodutos elaborados foram submetidos à determinação de enzimas fibrinolíticas, 

composição centesimal, propriedade tecnológicas da farinha, teor de minerais, atividade 

prebiótica e hipocolesterolêmica, determinação de pH e acidez titulável total, e avaliação da 

qualidade microbiológica. A atividade máxima de enzimas fibrinolíticas sintetizadas por P. 

ostreatoroseus DPUA 1720 foi verificada em GYP (449,32 ± 0,01 U/mL). No extrato 

dialisado, P. ostreatoroseus excretou proteases fibrinolíticas (1361,73 ± 0,09). Nos 

parâmetros de cultivo a idade do inóculo influenciou na produção enzimática. Nos extratos de 

GYP as proteases apresentaram atividade ótima em pH 8,0 e a 30 ºC. Os cultivos em 

tubérculos amazônicos foram promissores quanto a atividade fibrinolítica, no entanto D. alata 

e G. allouia suplementado com farelo de trigo (80:20) apresentaram resultados significativos 

quanto a síntese de enzimas fibrinolíticas. As farinhas elaboradas apresentaram propriedades 

tecnológicas e nutricionais significativas de micro e macro minerais, além de valor nutricional 

agregado de proteína, fibras, cinzas e baixo teor de lipídeos. Os bioprodutos desenvolvidos 

apresentaram atividade fibrinolítica, ação prebiótica e hipocolesterolêmica significativas. O 

pH dos bioprodutos não causou redução significativa nos valores de pH e a acidez titulável 

seguindo os padrões exigidos, além de atenderem as exigências higiênico-sanitárias para 

consumo. Estes bioprodutos elaborados podem ser considerados um alimento versátil para 

diversas finalidades, pois é um bioproduto sem glúten, conservantes, e originário de recursos 

amazônicos, pode ser indicado com a intenção de substituir total ou parcialmente a farinha de 

trigo atendendo diferentes públicos de consumidores.  

Palavras-chave: fermentação estado sólido, 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 121ºC 

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. Suárez.). 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 ºC. 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 INTRODUÇÃO  

Os cogumelos comestíveis são alimentos integrantes da dieta humana e se destacam 

como fontes de fibras, proteínas, vitaminas, aminoácidos essenciais e lipídios. Além do seu 

valor nutricional, seu consumo equilibrado está associado a diversos benefícios à saúde 

humana, incluindo a redução dos níveis de colesterol, e a modulação da microbiota intestinal 

devido à ação probiótica, entre outros efeitos benéficos que causam ao organismo (Barzee et 

al., 2021; Chugh et al., 2022). 

Além da sua relevância nutricional, os cogumelos comestíveis possuem notável 

capacidade biotecnológica, sendo eficazes na síntese de diferentes enzimas com aplicação na 

indústria de alimentos, têxtil e farmacêutica. Embora a maioria das pesquisas se concentrem 

em fontes bacterianas ou fúngicas convencionais para obtenção 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 degradação de 

coágulos sanguíneos. Esse cenário reflete o aumento da demanda por biocatalisadores na 

indústria farmacêutica e alimentícia. De forma mais ampla, o mercado global de enzimas 

microbianas tem crescido e pode atingir cerca de US$ 302 bilhões até 2030, impulsionado 

pesquisas na busca por soluções biotecnológicas sustentáveis e inovadoras (Darbandi et al., 

2024). 

Os cogumelos comestíveis apresentam grande potencial devido à sua capacidade em 

sintetizar enzimas extracelulares, em função dessa propriedade, diversas espécies estão sendo 

cultivadas em diferentes substratos para obtenção de enzimas ecologicamente corretas, entre 

as quais muitas dessas podem ter ação antitrombótica em doenças cardiovasculares (Salim et 

al., 2021, Barzee et al., 2021; Jamal et al., 2025).  

Dentre as enzimas com potencial biotecnológico, as proteases fibrinolíticas se 

destacam, por serem reconhecidas como agentes trombolíticos altamente eficazes na 

degradação de coágulos sanguíneos, devido a sua alta especificidade pela fibrina (Bano et al., 

2018; Diwan et al., 2021; Singh e Shera, 2023). As enzimas fibrinolíticas desempenham um 

papel fundamental no sistema de hemostasia, auxiliando na dissolução de coágulos e na 

manutenção do fluxo sanguíneo, prevenindo danos teciduais e o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares graves (Ghosh et al., 2021; Kwaan et al., 2021).  

O crescente interesse pelo uso terapêutico dessas enzimas tem impulsionado a sua 

comercialização, segundo Archive Market Research (2025) há projeções de crescimento do 

mercado em US $ 7,701.9 milhões para 2025. Estudos com espécies do cogumelo Pleurotus 
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revelaram resultados promissores quanto a atividade de proteases fibrinolíticas (Cardoso et 

al., 2022; Santana et al.,2023). 

Entre as espécies desse gênero, Pleurotus ostreatoroseus Singer. tem se destacado pela 

síntese 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 

sustentáveis para o cultivo de cogumelos foram os tubérculos Dioscorea alata (inhame roxo) 

ou Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Suárez (ariá), os quais apresentam viabilidade 

para produção de novos alimentos com ação funcional para dieta humana saudável (Teixeira 

et al., 2016; Katrolia et al., 2020; Moula Ali et al., 2020; Kaur et al., 2021). 

Diante do exposto, apesar dos avanços no estudo da atividade proteolítica dos 

cogumelos do gênero Pleurotus, a capacidade de P. ostreatoroseus na síntese de proteases 

fibrinolíticas ainda é pouco explorada. Além disso, há uma lacuna de pesquisas voltadas para 

a sua aplicação na formulação de alimentos funcionais, especialmente utilizando tubérculos 

amazônicos como substrato. Portanto, esta pesquisa teve como finalidade o desenvolvimento 

de um produto alimentício utilizando tubérculos nativos da Amazônia fortificado com massa 

micelial de Pleurotus ostreatoroseus como fonte de protease fibrinolítica, visando a promoção 

da saúde humana e ao desenvolvimento de novos alimentos funcionais. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Fatores de Coagulação sanguínea  

2.1.1 Hemostasia 

O processo de hemostasia está relacionado aos mecanismos que garantem a fluidez 

sanguínea dentro dos vasos. Este processo fisiológico impede a formação de coágulos, 

consequentemente evitando os eventos hemorrágicos e trombolíticos (Sousa et al., 2018; 

Nader et al., 2019). 

Os fatores vasculares devem estar em equilíbrio completo entre agentes pró-

coagulantes, anticoagulantes e fibrinolíticos, havendo uma igualdade quanto ao número de 

plaquetas, resistência, contratilidade dos vasos, e equilíbrio na formação do coágulo, 

permitindo que o sangue permaneça líquido no interior dos vasos. O equilíbrio funcional dos 

diferentes agentes promotores da hemostasia é garantido por uma variedade de mecanismos, 

envolvendo interações entre proteínas, respostas celulares complexas e regulação de fluxo 

sanguíneo (Guyton et al., 2021).  

Quando todo o conjunto funciona de modo harmônico, ativando e desativando quando 

necessário, a hemostasia está mantida. No entanto, quando eventuais rompimentos ocorrem 

nos vasos, o sistema hemostático desencadeia mecanismos de contração dos vasos, formação 

de tampão plaquetário e coágulo sanguíneo, bem como o crescimento do tecido fibroso. 

Assim, quando os vasos sanguíneos são lesados ocorre um desequilíbrio no processo de 

hemostasia (Grimaldo-gómez, 2017; Negrier et al., 2019). 

Para garantir o equilíbrio, diversos fatores estão presentes nesse processo, como os 

fatores plasmáticos de coagulação, inibidores fisiológicos, sistema fibrinolítico, mecanismo 

antitrombótico, células endoteliais e plaquetas (Hashimoto et al., 2006; Mandel et al., 2022).  

A hemostasia pode ser dividida em hemostasia primária e secundária. Na hemostasia 

primária ocorre a ação das plaquetas para a formação do tampão plaquetário quando o tecido é 

lesado, dessa forma parando o sangramento por meio da adesão, difusão, ativação e agregação 

plaquetária. Posteriormente, as plaquetas fornecem um local de encontro para as proteínas da 

cascata de coagulação. Estes eventos são regulados pelo nível de adenosina monofosfato 

cíclico (AMPc) presente no interior das plaquetas, derivado da adenosina trifosfato (ATP) 

pela ação da fosfodiesterase (Gillespe; Doctor, 2021). 

A hemostasia secundária é ativada pela ação dos fatores da cascata de coagulação para 

a formação da rede de fibrina. Todo princípio da cascata está baseado na ativação consecutiva 
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de fatores de coagulação, que pode se iniciar através de vias de ativação extrínsecas ou 

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

 

2.1.2 Cascata de Coagulação Sanguínea 

Em 1964, Macfarlane, Davis e Ratnoff propuseram a hipótese da “cascata” para 

explicar a fisiologia da coagulação do sangue. Nesse evento fisiológico, a coagulação ocorre 

por meio de ativação proteolítica e inicia a partir de uma lesão ocasionada no tecido 

endotelial. Esse sistema compreende uma série de reações químicas entre várias proteínas que 

convertem pró-enzimas (zimógenos) em enzimas (proteases), são denominados fatores de 

coagulação que perpassam pelas vias de coagulação (Negrier et al., 2019; Siilen et al., 2021). 

Para facilitar nos processos relacionados a coagulação, Biggs et al. (1975) 

estabeleceram uma nomenclatura padrão designada por algarismos romanos aos fatores de 

coagulação, que foram denominados por ordem de descoberta, bem como os fatores ativados 

são indicados pelo acréscimo da letra a (Tabela 1). Desse modo, após ativação, por exemplo, 

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

 

Tabela 1 – Nomenclatura padrão dos principais fatores de ativação da cascata de coagulação. 

Numeração Fatores proteicos da coagulação 

I Fibrinogênio 

Ia Fibrina  

II Protrombina 

IIa Trombina  

III Fator-3-Plaquetário (tromboplastina tecidual) 

IV Cálcio 

V Fator Lábil (proacelerina, vitamina K dependente) 

VII Fator estável, Pró-Convertina 

VIII Fator Anti-hemofílico A (FAH) 

IX Fator Anti-hemofílico B (Fator Christmas) 

X Fator Stuart-Power 

XI Fator Anti-hemofílico C 

XII 

XIII 

Fator Hageman 

Fator estabilizador da fibrina 

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

A cascata de coagulação sanguínea tem como finalidade formar um coágulo no local 

em que o vaso sanguíneo foi lesado. O coágulo formado funciona como um tampão para 

evitar hemorragia, sendo que esta ação pró-coagulante fica restrita ao local da lesão. Neste 
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evento do sistema circulatório, também é desencadeada a ação de plaquetas, do sistema 

fibrinolítico, dos inibidores fisiológicos da coagulação e mecanismos antifibrinolíticos 

(Fischbach et al., 1988; Wilson et al., 2019; Chung et al., 2023).  

A cascata de coagulação se inicia através da ativação da via intrínseca e extrínseca que 

posteriormente se encontram formando a via comum. Na via intrínseca todos os fatores estão 

no plasma. A via extrínseca, por sua vez, é desencadeada pelo fator tissular, que não está 

presente no plasma e sim no componente extravascular. A via comum ocorre após a 

transformação da protrombina em trombina ou após a ativação do fator X (Laat‑kremers et 

al., 2020; Al-amer et al., 2022; Domingues et al., 2022). 

Na via intrínseca ocorre a fase do contato, que envolve quatro proteínas distintas. A 

ativação do fator XII em XIIa, ocorre quando o fator XII é ativado pelo contato com alguma 

superfície carregada negativamente, o sangue ao entrar em contato com o colágeno da parede 

vascular altera a conformação do fator XII (Figura 1). Na ativação do XII em XIIa necessita 

da participação do cininogênio de alto peso molecular (HMWK = high molecular weight 

kinogen) e a pré-calícreína, proporcionando um feedback positivo (Fischbach et al., 1988; 

Ong et al., 2018; Vanzweden et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O fator XIIa ativa o fator XI em XIa, o fator XI e a pré-calicreína necessitam de 

HMWK para proporcionar a adsorção da superfície em que está ligado o fator XIIa. Devido a 

interação destes elementos, ocorre a ativação do fator XI, que transforma o fator IX em IXa, 

 

Figura 1 – Modelo da Cascata da coagulação sanguínea. Fonte: Próprio autor, figura adaptada de 

imagens criadas com BioRender.com. 
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proporcionando a formação do complexo tenase intrínseca (complexo de superfície celular 

formado pelos fatores IXa e VIIIa) (Silva e Hashimoto, 2006; Ong et al., 2022). 

Assim, a via extrínseca se inicia devido os tecidos lesados liberarem a tromboplastina 

tecidual ou fator tecidual, formando um complexo juntamente com o fator VII que é 

principalmente mediado por fatores de íon cálcio. Com esse complexo formado sobre o fator 

X, proporciona a conversão no fator Xa. A partir dessas interações, as duas vias convergem se 

encaminhando para a via comum, que conduz o fator Xa convertendo protrombina (II) em 

trombina (IIa), na presença do fator V ativando em Va. A trombina, converte o fibrinogênio 

(fator I). Ao término da cascata na via comum, o fibrinogênio (I) é convertido em monômeros 

de fibrina (Ia) (Altaf et al.,2021; Domingues et al., 2022).  

A fibrina é o produto da cascata de coagulação, sua produção a partir do fibrinogênio é 

o resultado desta ativação sucessiva de proteínas inativas, amplificadas a cada estágio, desta 

forma resultando em uma produção explosiva de fibrina que polimeriza ou se interliga para 

formar o coágulo de fibrina.  Dessa forma, a consequência dessas ativações será a formação 

do coágulo. Posteriormente, os eventos secundários são a ativação das plaquetas havendo a 

adesão e agregação plaquetária, durante os primeiros segundos da lesão vascular (Peng et al., 

2005; Lin et al., 2020; Leite et al., 2022). 

A maioria dos fatores de coagulação circulantes são serinoproteases. Estas que são 

enzimas de clivagem semelhantes, mas diferindo pelo fato de que partem de substratos 

diferentes, estas circulam de forma inativa e em alta concentração. A limitação do ritmo do 

processo é a disponibilidade de uma superfície fosfolipídica apropriada para a união e a 

ativação da proteína de coagulação (Diwan et al., 2021; Gillespe e Doctor, 2021; Wu et al., 

2023).  

 

2.2 Distúrbios no processo de coagulação sanguínea  

2.2.1 Trombose   

 Quando o sistema hemostático não funciona como o esperado, a hemostasia não 

ocorre e coágulos sanguíneos ou “trombos” são formados pelo acúmulo no sangue de uma 

serina protease. Essas enzimas, como a plasmina, bloqueiam veias ou artérias, limitando o 

fluxo sanguíneo, ocasionando inchaço e dor na região, causando diversas doenças vasculares 

(Hu et al., 2019; Roth et al., 2020).   

 A trombose pode ser classificada como aguda ou crônica. Na trombose aguda o corpo 

utiliza mecanismos para a dissolução dos coágulos sanguíneos que causam a obstrução do 

vaso. Na trombose crônica o coágulo natural não é dissolvido, deixando sequelas no interior 
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das veias e/ou artérias. Devido a essa falha, o fluxo sanguíneo é prejudicado ocasionando 

inchaços e outras complicações (Addi et al., 2018; Hanff et al., 2020; Mackman et al., 2020).  

 Entre outras formas de classificações de tromboses, podemos citar a trombose venosa 

que está relacionada com a coagulação do sangue no interior das veias. Esta é subdividida em: 

trombose venosa profunda (TVP), que está relacionada com a coagulação do sangue no 

interior de uma veia profunda do corpo, frequentemente nos membros inferiores. E em 

tromboflebite, geralmente ocasionada devido a coagulação em veias superficiais, geralmente 

no braço ou na perna. Além disso, esta doença também acomete artérias e câmaras do 

coração, ocasionando trombose arterial e intracardíaca, 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), inúmeros pacientes foram acometidos por diferentes 

fisiopatologias, em destaque, a trombose que causa hipercoagulação e obstrução dos vasos 

sanguíneos, induzindo a um estado protrombótico 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 incidência de 

casos trombóticos, incluindo diversas complicações como embolia pulmonar, trombose 

venosa profunda, acidente vascular cerebral isquêmico e embolia arterial sistêmica (Klok et 

al., 2020; Page et al., 2021). Connors e Levi (2020) afirmaram que, nos processos celulares, 

há mecanismos pró-coagulantes que podem ser estimulados positivamente durante a COVID 

19. Dentre os mecanismos, podemos citar as enzimas fibrinolíticas, capazes de atuar durante a 

fibrinólise, garantindo a vasoconstrição e a dissolução de coágulos sanguíneos. 

 

2.3 Proteases com ação no Sistema Fibrinolítico 

2.3.1 Enzimas proteolíticas  

As proteases ou peptidases são classes de hidrolases que clivam as cadeias peptídicas 

nas proteínas. A enzima extracelular catalisa a hidrólise de grandes moléculas de proteínas em 

moléculas menores que são absorvidas pelas células. A protease intracelular desempenha um 

papel fundamental na regulação do metabolismo (Shankar et al., 2021). 

Essas enzimas se destacam por serem um grupo importante de biocatalisadores, com 

alto valor econômico e aplicabilidade, representando 70% do mercado mundial de enzimas. 

Dentre as diferentes fontes disponíveis, as proteases de origem fúngica têm relevância 
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principalmente devido à sua utilização em diversos setores industriais, como na indústria de 

farmacêuticos, detergentes, couro e alimentos (Naeem et al., 2022).  

Além disso, as proteases fúngicas apresentam muitas vantagens entre as opções do 

mercado de enzimas, pois possuem alta especificidade por substratos, sítio ativo, mecanismos 

catalíticos, 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 caráter biotecnológico dessas enzimas é notório, estando entre os maiores grupos de 

enzimas industriais do mundo. Esse mercado tem crescido continuamente e estima-se que 

atinja até $ 13.250 bilhões 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 bilhões de dólares (Maghraby et al., 2023). 

Há uma infinidade de microrganismos que efetuam a proteólise para efeitos de 

sobrevivência e crescimento (Christensen et al., 2022). Ao longo dos anos, os cogumelos se 

mostraram vantajosos, e se destacaram na síntese enzimática desses biocatalisadores em 

diversas condições, como reportados por Machado et al. (2017), Martim et al. (2017), 

Barbosa et al. (2020), Pimenta et al. (2021) utilizando diferentes espécies do gênero 

Pleurotus. 

Esses organismos podem sintetizar diversos tipos de proteases, gerando 

consequentemente o processamento e conversão em produtos com inúmeras aplicabilidades. 

Devido a grande diversidade e especificidade, as proteases fúngicas estão sendo amplamente 

utilizadas no desenvolvimento de agentes terapêuticos eficazes. Como os reportados por 

Pawar et al. (2023) em pesquisas recentes que relataram que o fibrinogênio, a fibrina e o 

coágulo sanguíneo foram hidrolisados eficazmente por proteases obtidas de fungos. 

 

2.3.2 Enzimas fibrinolíticas e fibrinólise  

O processo de dissolução dos coágulos sanguíneos reconhecido como fibrinólise 

desencadeia a ativação do sistema fibrinolítico, sendo este regulado através de enzimas 

proteolíticas e inibidores de proteases (Lin et al., 2020). Enzimas fibrinolíticas atuam 

catalisando a degradação da fibrina, o componente proteico principal dos coágulos 

sanguíneos. O sistema de dissolução dos coágulos é estabelecido devido a presença da 

plasmina, que está presente no sangue na sua forma inativa como plasminogênio (Urano et al., 

2018; Altaf et al., 2021). 



26 
  
 

 
 

O plasminogênio é uma glicoproteína com 790 aminoácidos de síntese hepática, 

reconhecido como uma pró-enzima ou zimogênio inativo, apresentando sete domínios 

proteicos. A concentração do plasminogênio geralmente aumenta em processos inflamatórios, 

por esse motivo é considerada uma proteína de fase aguda. No entanto, o plasminogênio 

somente adquire atividade enzimática quando convertido em plasmina (serino protease) pelos 

ativadores de plasminogênio (Silva e Hashimoto, 2006; Schereuder et al., 2020). 

A ativação do plasminogênio é regulada por duas enzimas, sendo o ativador de 

plasminogênio tipo uroquinase ou uPA (urokinasetype plasminogen activator), que é uma 

serina protease de 50kDa sintetizado por células endoteliais, musculares e epiteliais, e seu 

receptor uPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor), ou ativador de 

plasminogênio tipo tecidual tPA (“tissue-type plasminogen activator”), que é um dos 

principais ativadores de plasminogênio, principalmente associado ao coágulo do meio 

intravascular. O tPA têm sua ação enzimática bastante aumentada na presença da fibrina, e 

consequentemente na degradação da rede de fibrina (fibrinólise) (Medcalf et al., 2021).  

Existe uma infinidade de inibidores fisiológicos do sistema fibrinolítico localizados no 

sangue circulante, nas células sanguíneas, nos tecidos e na matriz celular. Destacando os 

inibidores das serino proteinases (SERPINs) estão presentes o PAI-1 e PAI-2, no processo de 

inibição ou inativação dos ativadores de plasminogênio. O PAI-1 considerado o principal 

supressor do sistema fibrinolítico, sintetizado no fígado, no baço, e no tecido adiposo está 

presente no sangue circulante, atua na regulação do tPA e uPA (Huebner et al., 2018; 

Shereuder et al., 2020, Yaron et al., 2021).  

A maior concentração de PAI-1 está nos grânulos alfa das plaquetas. A secreção do 

PAI-1 é estimulada por citocinas, fatores de crescimento e proteínas de respostas 

inflamatórias, o PAI-1 tem função a adesão e na migração celular. O PAI-2 é sintetizado por 

monócitos, macrófagos e células epiteliais (Wojta et al., 2020; Yaron et al., 2021; Vanzweden 

et al., 2022). 

Desse modo, quando um tecido lesionado apresenta a produção excessiva de fibrina, 

as reações de fibrinólise são desencadeadas como processo contrário à cascata de coagulação. 

Neste evento do sistema circulatório, uma complexa cascata enzimática é desencadeada para 

formar os produtos da degradação da fibrina, atuando na dissolução dos coágulos sanguíneos 

visando restabelecer o fluxo sanguíneo do vaso obstruído por trombos, em fragmentos 

solúveis através de enzimas fibrinolíticas (Figura 2) (Kumar et al., 2019, Medcalf et al., 

2021). 
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Nesse processo os ativadores de plasminogênio tPA e uPA atuam transformando a 

enzima inativa plasminogênio em plasmina ativa. A plasmina é uma serina protease, que 

restabelece o funcionamento vascular sanguíneo, realizando a dissolução dos coágulos. A 

plasmina como forma ativa do plasminogênio fraciona a fibrina em pequenos fragmentos, 

lisando efetivamente o coágulo de fibrina, formando os produtos da degradação da fibrina 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assim, as enzimas fibrinolíticas pertencem à classe de proteases, que se destacam 

quanto à ação na degradação de coágulos de fibrina. Essas enzimas são capazes de lisar os 

coágulos a partir da fibrinólise dos trombos sendo, portanto, compostos fundamentais no 

tratamento de trombose, doença responsável por 29% das mortalidades totais de pacientes 

(Silva et al., 2016; Kumar et al., 2019; Ji et al., 2020). 

Durante a pandemia do Coronavírus (COVID 19) houve notável piora em pacientes 

com hipercoagulabilidade sanguínea, devido a trombose nas veias superficiais e profundas, 

apresentando incidência superior a doenças respiratórias, como a embolia pulmonar (Ji et al., 

2020; Carfora et al., 2021; Altaf et al., 2021; Mandel et al., 2022). 

Desse modo, a compreensão da importância das proteases com ação fibrinolítica, pode 

levar a novos caminhos terapêuticos para o tratamento de uma gama diversificada de 

imunopatologias. Em destaque as metalo proteases e serino proteases representam as 

principais famílias de enzimas proteolíticas que atuam sobre a fibrina ou fibrinogênio, sendo 

 

Figura 2 – Representação da ação de enzimas fibrinolíticas na dissolução do coágulo sanguíneo. Fonte: próprio 

autor, adaptada de Diwan et al. (2021), imagens criadas com BioRender.com. 
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responsáveis pela redução do fibrinogênio no sangue e responsáveis pela lise dos coágulos de 

fibrina (Schereuder et al., 2020; Yaron et al., 2021; Shankar et al., 2021). 

2.4 Microrganismos como fonte de enzima fibrinolítica  

Proteases com ação fibrinolítica proveniente de recursos biológicos, 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 fibrinolíticas microbianas têm se 

destacado devido à sua atividade, diversidade bioquímica, baixo custo, viabilidade de 

aumento de escala e modificação genética através de abordagens biotecnológicas (Kotb, 2014; 

Sharma et al., 2021).  

A diversidade microbiana tem sido explorada com a finalidade de identificar fontes 

potenciais para a produção de enzimas proteolíticas, tendo em vista a capacidade de excreção 

de metabólitos (Cardoso et al., 2022). Espécies de bactérias provaram ser eficazes na terapia 

trombolítica 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 biotecnológicos evidenciaram que outros microrganismos 

poderiam ser fontes potenciais de enzimas fibrinolíticas, 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 ação na lise do trombo existente no interior do vaso sanguíneo, 

proporcionando de forma eficiente a dissolução do coágulo (Altaf et al., 2021).  

A síntese de enzimas fibrinolíticas por cogumelos ainda é 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 síntese de enzimas fibrinolíticas. Esses 

macrofungos podem ser alternativas potenciais no tratamento e prevenção de doenças 

relacionadas ao sistema circulatório, como a trombose. 

O custo do processo de produção enzimático é o principal obstáculo à aplicação bem-

sucedida a proteases fibrinolíticas na indústria. Nesse sentido, pesquisas vêm sendo realizadas 

para melhorar a expressão da enzima fibrinolítica, incluindo a seleção de um meio de cultura 

ideal, otimização das condições ambientais e entre outros parâmetros (Peng et al., 2005; 

Diwan et al., 2021). 
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2.5 Espécies de cogumelos com potencial biotecnológico  

2.5.1 Pleurotus ostreatoroseus Singer 

Popularmente conhecidos como “cogumelo ostra” ou “shimeji”, as espécies de 

Pleurotus spp.  (Agaricales) são cogumelos comestíveis e possuem abrangência mundial, 

podendo ser encontrados em florestas temperadas, tropicais e subtropicais. Apresentando 

diferença na forma, tamanho e coloração variando do branco puro, intermediando entre o 

creme, castanho, amarelo e rosa (Barh et al., 2019; Costa et al.,2022). 

Dentre os cogumelos comestíveis, Pleurotus ostreatoroseus Singer., se apresenta na 

natureza com basidioma carnoso de coloração rosa quando jovem e esbranquiçada ou 

amarelada após o envelhecimento. Como características morfológicas apresenta: véu ausente, 

lamelas não intervenosas e decurrentes, camada cortical de píleo com elementos de parede 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Popularmente reconhecido como “shimeji rosa” ou cogumelos ostra salmão, 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 Irmãos (Mata Atlântica Brasileira), Recife, PE, Brasil (Salmones, 2017). 

Essa espécie é aceita como uma variedade de Pleurotus djamor por Lechner et al. (2004). 

O cogumelo ostra salmão está sendo reconhecido por sua facilidade de crescimento em 

diferentes condições, por apresentar alta capacidade de produção de bioativos e ótimo sabor 

de corpo de frutificação (Barbosa et al., 2020). Apresenta valiosa características nutricionais, 

sendo rico em proteínas, fibras, e baixo teor de lipídeos (Fonseca et al., 2015; Machado et al., 

2017). Além disso, tem demonstrado ser uma excelente fonte biotecnológica de enzimas de 

alto valor econômico (Coelho et al., 2021; Barbosa et al., 2023). 

Nos últimos anos, o interesse por verificar o potencial biotecnológico de P. 

ostreatoroseus têm ganhado notoriedade, devido as suas características fisiológicas. Foi 

Figura 3 – (A) Conjunto de basidiomas de P. ostreatoroseus em tronco de árvore. (B) Basidioma sem 

presença de véu e lamelas decorrentes. Fonte: Herbário Micológico Jair Putzke.  

A B 
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demonstrado por Machado et al., (2017) e Barbosa et al. (2020) que este cogumelo pode ser 

promissor na síntese de enzimas proteolíticas, característica biotecnológica que pode 

favorecer o desenvolvimento de novos bioprodutos de valor agregado. 

 

2.6 Fermentação em estado sólido  

Enzimas com ação fibrinolítica podem ser produzidas por Fermentação semissólida ou 

Fermentação em Estado Sólido (FES) (Ali et al., 2020). Neste bioprocesso o crescimento de 

microrganismos ocorre na superfície de substratos sólidos, apresentando a capacidade de se 

desenvolver na ausência ou pouca quantidade de água livre (Sadh et al., 2018; Oiza et al., 

2022).  

Essa tecnologia fermentativa permite o aproveitamento de resíduos orgânicos sólidos 

como substratos que apresentam características semelhantes ao ambiente natural para o 

desenvolvimento de microrganismos, principalmente devido a composição rica em açúcares 

fermentáveis e nutrientes que garantem a conversão em diversos produtos enzimáticos. Além 

disso, apresentam baixo requisito de energia e concentração de água (Cerda et al., 2019; 

Vandenberghe et al., 2021).  

Outra aplicação da FES consiste na utilização de resíduos sólidos, principalmente 

devido à crescente produção de bioprodutos fortificados com microrganismos, 

proporcionando a conversão em produtos de valor agregado, garantindo ser um método 

financeiramente sustentável. Estes resíduos podem ser rentáveis, uma vez que são fontes ricas 

de nitrogênio e carbono (Sharma et al., 2021; Chilakamarry et al., 2022). 

Essa técnica garante alta capacidade de produção enzimática, apresentando maior 

estabilidade de enzimas as variações de pH e temperatura. A variedade de famílias de enzimas 

produzidas por FES geralmente são as proteases, lipases, celulases entre outras. A produção 

dessas enzimas através da FES está em crescente expansão, com uma taxa média anual de 

crescimento de 4-5% (Sadh et al., 2018; Oiza et al., 2022; Chilakamarry et al., 2022). 

Desse modo, a FES oferece oportunidades para uma maior eficiência de fermentação, 

com maiores concentrações e estabilidade do produto, redução da supressão catabólica, 

cultivo em substratos insolúveis em água, e agricultura combinada aos microrganismos, a 

exemplo dos fungos (Vandenberghe et al., 2021).  

2.7 Tubérculos – Plantas alimentícias não convencionais (PANCS)  

Os tubérculos comestíveis ganharam notoriedade, sendo denominados como Plantas 

alimentícias não convencionais (PANCs). Kinupp (2006) denomina as PANCs como plantas 
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que apresentam uma ou mais partes que podem ser utilizadas na alimentação. A maioria 

dessas plantas se desenvolvem naturalmente no ambiente, não havendo a necessidade de 

manutenção agrícola para o sucesso do cultivo (Camargo et al., 2023). 

 

2.7.1 Dioscorea alata L. (Inhame roxo)  

Entre os tubérculos comestíveis, os pertencentes ao gênero Dioscorea também 

denominadas de inhame, estão em destaque por apresentarem ótima composição nutricional, 

por serem alimentos versáteis disponíveis desde congelados, em pó ou como purês. Este 

gênero pertence à família Dioscoreaceae, que compreende as plantas trepadeiras tropicais que 

produzem tubérculos comestíveis de diferentes formas e tamanhos. Podem ser encontrados 

em regiões tropicais e subtropicais (Kaur et al., 2021). 

Nos últimos anos diversos estudos investigaram estes tubérculos de inhame, que 

demonstraram ter atividade antioxidante, anti-inflamatória, hipoglicêmica e antitumoral, 

auxiliando no tratamento de doenças cardíacas, (Padhan et al.,2020; Li et al., 2023). Além 

disso, apresentaram outras funções incluindo o efeito de melhoria da memória e da cognição, 

o efeito prebiótico, neuroproteção e atividade imunomoduladora, e atividade farmacológica de 

largo espectro (Ma et al., 2021; Lebot et al.,2023). 

Dioscorea alata L. é uma planta herbácea popularmente chamada de Inhame roxo que 

é cultivada no mundo todo, crescendo em solo com terras quentes ou úmidas. O Inhame roxo 

apresenta como características morfológicas a cor púrpura no seu interior com aparência de 

polpa densa e roxa, externamente áspera, apresentando variações de tamanho (Figura 4). 
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Figura 4 – Características morfológicas dos tubérculos (Imagem A, B, C) e, folhas (Imagem D, E, F) de 

Dioscorea alata. Fonte: próprio autor. 
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O sabor é ligeiramente doce, com sutis tons terrosos, textura macia e ligeiramente 

fibrosa. Os caules da D. alata são alados arroxeados com pecíolos longos, folhas verdes 

brilhantes e flores branco-amareladas. Além disso, são 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 saúde 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 condições de seca independentemente das necessidades de água 

(Paramjeet et al., 2018). O pH óptimo necessário para o crescimento máximo é de 6,2 a 7,0 

(Pouya et al., 2022). 

A temperatura necessária para o crescimento de Dioscorea spp é de 25 °C a 30 °C. O 

tempo necessário para a para a formação de tubérculos é de 8 a 9 meses (Malaurie et al., 

1995), sendo a colheita é efetuada após 9 a 10 meses, quando a Dioscorea alata está 

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

 

2.7.2 Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Suárez (Ariá)  

Goeppertia allouia (Aubl.) Borchs. & S. Suárez (Ariá) popularmente conhecida como 

ariá ou araruta-da-guiné antigamente chamado de é originário da América tropical por muitos 

anos identificada como Calathea allouia [Aubl.] Lindl (Joly, 1976), espécie muito cultivada 

como subsistência por indígenas e populações da região amazônica e da América tropical. 

Pertencente à família Marantaceae, pode atingir até 1 m de altura, com raízes tuberosas 

ovóides ou cilíndricas, de 2 a 8 cm de comprimento e 2 a 4 cm de diâmetro (Figura 5) (Bueno 

e Weigel, 1983; Teixeira et al., 2016). 

O ariá é reconhecido por apresentar raízes semelhantes a tubérculos, que são 

comestíveis e podem ser usadas para extrair amido ou consumidas cozidas na forma de purês, 

pães, bolos e biscoitos. No entanto, devido à falta de conhecimento sobre esta espécie, sua 

cultura é pouco explorada (Barros et al., 2021). 
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Figura 5 – Características morfológicas externas e internas de Goeppertia allouia (ariá). Fonte: próprio autor. 
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Esta espécie tem ampla distribuição, fácil adaptabilidade as condições climáticas e 

agroflorestais, com capacidade de propagação principalmente pelas divisões dos rizomas. O 

ciclo de produção varia de 6 a 9 meses, podendo chegar até 10 meses. O plantio pode ser 

realizado em covas com espaçamento 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 ariá como fontes de aminoácidos. Nos 

estudos de Teixeira et al. (2016) foi verificado que G. allouia demonstrou ação prebiótica em 

efeito in vitro, bem como foi eficiente para a produção de farinhas como fontes de 

carboidratos, tripofano e valina.  

Estudos recentes sobre a caracterização física e química de clones de ariá 

evidenciaram que o carboidrato foi o elemento com maior amplitude de concentração nas suas 

raízes, sendo menos calóricos do que a batata inglesa, batata doce e cará roxo. Além disso, 

são excelentes fontes de potássio, cálcio e ferro (Marques et al., 2019). Apesar do grande 

potencial nutricional e de cultivo destes tubérculos e raízes provenientes da Amazônia 

brasileira, estes têm sido pouco valorizados e estudados ao longo dos anos (Barros et al., 

2021). 

 

2.8 Alimentos como fonte de enzimas fibrinolíticas  

Os hábitos modernos estão contribuindo para o desenvolvimento crescente e a 

conscientização sobre o consumo de alimentos saudáveis. Alimentos nutracêuticos 

apresentam diversos benefícios à saúde, sendo constituídos por nutrientes que potencializam, 

combatem, ou modificam funções fisiológicas ou metabólicas do homem. Nos últimos anos, o 

mercado de alimentos nutracêuticos tem sido avaliado em cerca de US $ 117 bilhões, com 

aumento crescente esperado para os próximos anos devido à necessidade do consumidor de 

adquirir produtos para a manutenção da saúde e redução do risco de doenças (Alencar e 

Morais, 2021; Neto, 2021). 

 Em decorrência dos benefícios que enzimas fibrinolíticas podem agregar, é possível 

inclui-las também na dieta humana, através de alimentos fermentados que são capazes de 

induzir atividade fibrinolítica (Katrolia et al., 2020; Ali et al., 2020). Pesquisadores no mundo 

inteiro iniciaram estudos que investigam a ação dessas enzimas fibrinolíticas, pois estas têm 

se destacado como fontes promissoras na prevenção de doenças fisiopatológicas (Devaraj e 

Halami, 2021).  
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 Diversos alimentos fermentados de origem asiática como natto, tofu, douchi, dentre 

outros, são produzidos através da fermentação por bactérias e fungos, esses produtos têm 

ganhado apreço do consumidor por terem múltiplos benefícios, pois possuem enzimas com 

atividade fibrinolítica que auxiliam no processo de coagulação sanguínea (Hu et al., 2019; 

Dong et al., 2020; Devaraj e Halami, 2021). 

 Dentre os organismos que dispõem destas enzimas, os fungos e bactérias tem sido 

consideradas fontes alternativas destes biocatalisadores por apresentar capacidade de produzir 

proteases com atividade fibrinolítica de forma extracelular, e atuar na ação antitrombótica em 

doenças cardiovasculares (Tabela 2).  

Tabela 2 – Alimentos fermentados por microrganismos com atividade fibrinolítica.  

Fonte: próprio autor. 

Os cogumelos também constituem uma fonte promissora para a avaliação do potencial 

fibrinolítico (Li et al., 2021). Nos últimos anos, enzimas fibrinolíticas foram relatadas em 

corpos de frutificação e micélios de cogumelos medicinais e comestíveis, incluindo P. 

ostretus, P.ferulae, P. eryngii e em produtos alimentícios fermentados com Fusarium sp. (Ali 

et al., 2020; Li et al., 2021). No entanto, dados de produção enzimática de cogumelos em 

alimentos fermentados são escassos. 

Assim, alimentos fermentados podem ser fontes de enzimas fibrinolíticas, tendo em 

vista as atividades metabólicas dos microrganismos nestes alimentos, além de possuírem valor 

nutricional agregado, característica que traz benefícios à saúde humana (Sanlier et al., 2019; 

Sharma et al., 2020). As enzimas de origem microbiana têm diversas aplicações nos vários 

Microrganismo Alimento fermentado Referência 

Flammulina velutipe e Roseofomes 

subflexibilis 

Natto  Okamura Matsui et al. (2003) 

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) e 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

BZ25  

Natto Yang et al. (2021) 

Rhizopus oryzae FNCC 6078 Tempeh Salim et al. (2021) 

Neurospora crassa Alimento fermentado 

(farelo de trigo e farinha 

de girassol) 

Duan et al. (2022) 
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setores da indústria alimentar, incluindo os lacticínios, a panificação, alimentação animal, os 

sumos de fruta e de vegetais, as bebidas e a confeitaria (Christensen et al., 2022).  

 Ademais, as enzimas fibrinolíticas de fontes naturais, especialmente de alimentos 

fermentados, têm muitas vantagens porque a maioria delas tem a sua segurança verificada 

durante um longo período (Kim et al., 2020). Embora existam vários estudos mostrando a 

introdução de cogumelo na forma de pó ou farinha, inexiste produtos advindos de alimentos 

fermentados produzidos por cogumelos que apresentem atividade fibrinolítica (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 alimentício utilizando 

tubérculos nativos da Amazônia fortificado com massa micelial de cogumelo comestível 

como fonte de protease fibrinolítica para promoção da saúde humana. 

 

3.2 Objetivos específicos  

➢ Avaliar a produção de proteases fibrinolíticas em diferentes meios de cultura por Pleurotus 

ostreatoroseus biodiversidade amazônica;  

 

➢ Desenvolver bioprodutos saudáveis formulados com polpa de tubérculos amazônicos 

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

 

➢ Avaliar o efeito da idade do inóculo e de diferentes concentrações da polpa de tubérculos na 

síntese de enzimas fibrinolíticas por P. ostreatoroseus;  

 

➢ Realizar a purificação das enzimas fibrinolíticas recuperadas do processo de fermentação em 

estado sólido e caracterizá-las bioquimicamente quanto ao pH, temperatura ótima, 

estabilidade ao pH, e ação de íons e inibidores; 

 

➢ Determinar as características nutricionais e físico-químicas dos bioprodutos formulados com 

massa micelial de P. ostreatoroseus  

 

➢ Determinar a ação hipocolesterolêmica e a ação prebiótica por fermentação no estado sólido 

utilizando polpa de tubercúlos amazônicos fortificados com cogumelo comestível;  

 

➢ Analisar a qualidade microbiológica do bioproduto alimentício obtido dos cultivos P. 

ostreatoroseus na polpa de tubérculos Amazônicos;   
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Cultivo e Manutenção de Pleurotus ostreatoroseus  

Para a realização desta pesquisa foi utilizado Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 

cedido pela Coleção de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Para 

obtenção de cultura pura, o cogumelo foi cultivado placas contendo ágar Batata Dextrose 

(BDA), com extrato de levedura 0,5 % (p/v). Os cultivos foram mantidos a 28 ºC por oito 

dias, na ausência de luz e umidade à 60 %. 

A espécie está implementada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético 

e do Conhecimento Tradicional associado (SisGen) sob cadastro de Acesso nº AC60E82.  

4.2 Preparação da Cultura Matriz  

A cultura matriz foi preparada em ágar 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 121ºC por 15 minutos. As culturas foram mantidas 

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

 

4.3 Fermentação Submersa 

4.3.1 Preparação de meio líquido  

 

Para a seleção do meio de cultura líquido 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 ºC por 15 minutos, em triplicata. 

 

4.3.2 Seleção de meio de cultivo líquido para produção de proteases fibrinolíticas 

 

Para a realização da fermentação, em cada frasco de Erlenmeyer (125 mL) contendo 

50 mL dos meios líquidos foram transferidos, da cultura matriz (item 4.2), 15 discos miceliais 

de 8 mm de diâmetro. Os cultivos, em triplicata foram mantidos por oito dias, a 28 ºC, 150 

rpm (Barbosa et al., 2020). A biomassa foi recuperada por filtração a vácuo utilizando papel 

de filtro Whatman n° 1. Os extratos enzimáticos obtidos nesta etapa foram submetidos a 

determinação da atividade fibrinolítica quali e quantitativa para seleção do meio de 

fermentação ideal para produção enzimática.  
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4.4 Fermentação no Estado Sólido utilizando polpas de tubérculos como substratos 

4.4.1 Tratamento dos tubérculos Amazônicos  

 Os tubérculos de Goeppertia allouia (ariá) 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). Após colheita, os tubérculos foram armazenados em caixas 

plásticas e conduzidos ao laboratório de Micologia Industrial e Médica, da Universidade 

Federal do Amazonas (UFAM). Os tubérculos sem danos físicos foram lavados em água 

corrente, submetidos à assepsia em solução de cloro 2% (v/v), pesados, descascados, cortados 

em cubos de 1x1 cm, estes foram submetidos a cocção por 5 min em água fervente. Em 

seguida, foram distribuídos 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 Amazônicos 

Para elaboração do bioproduto, P. ostreatoroseus foi cultivado na superfície de polpa 

de tubérculos de Goeppertia allouia (ariá) 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 proporções (Tabela 3). Como inóculo foi utilizado 10% da biomassa do cultivo 

obtido no item 4.3.2. Os cultivos foram mantidos a 25 °C, umidade ambiental 60%, na 

ausência de luz. O crescimento foi observado a cada 24 horas durante oito dias, sendo os 

experimentos realizados em triplicata (Pimenta et al., 2021). Como padrão foi utilizado o 

tubérculo sem suplementação. Ao término da fermentação no estado sólido, em cada cultivo, 

foi determinada a atividade fibrinolítica em todas as misturas de substratos (item 4.10). 

 Tabela 3 – Misturas de substratos utilizados na fermentação em estado sólido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Substrato Proporção (g/g) 

(tubérculo:suplemento) 

Substrato Proporção (g/g) 

(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 Fermentação submersa: obtenção de massa micelial para utilização como inóculo  

 

Para avaliar a influência da idade do inóculo na produção de proteases fibrinolíticas 

por P. ostreatoroseus foram utilizadas culturas com 6, 8, 10,14, 20 dias de cultivo em meio 

sólido. 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 líquido, pH 5,6 (item 

4.3.2). A fermentação submersa foi realizada a 28 °C, 150 rpm. A biomassa foi recuperada 

por filtração à vácuo utilizando papel de filtro Whatman n° 1. 

 

4.4.4 Fermentação no estado sólido  

4.4.4.1 Determinação do efeito da idade do inóculo na produção de enzimas fibrinolíticas 

por fermentação no estado sólido  

 

Após oito dias a biomassa obtida na fermentação líquida (item 4.4.3) foi transferida 

para a polpa de tubérculos esterilizados de Dioscorea alata (DA) e Goeppertia allouia (GA), 

na proporção 100:10 [base úmida (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 fermentação submersa.  A fermentação em estado sólido foi conduzida a 28ºC, 

oito dias, em estado estacionário. Ao término da fermentação, o extrato enzimático foi 

extraído conforme o item 4.5.  

 

4.5 Extração das enzimas fibrinolíticas do substrato 

 As enzimas provenientes do bioprocesso citado no item 4.4.2 e 4.4.4.1 foram extraídas 

em água destilada esterilizada na proporção 1:5 (tubérculo miceliado/mL de água destilada 

esterilizada) em frascos de Erlenmeyer de 500 mL. Os frascos foram mantidos em agitador 

orbital por 30 minutos a 180 rpm, a 28ºC. Ao término desta etapa, os extratos brutos foram 

recuperados por filtração a vácuo em papel de filtro Whatman n° 1, seguido de filtração em 

membrana de polietersulfônica (0,22µm), centrifugados a 4000xg para obtenção do extrato 

bruto e para determinação das atividades enzimáticas subsequentes (Machado et al., 2017). 

 

4.6 Diálise do extrato bruto  

 

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

uma membrana semipermeável em água deionizada e submetido a agitação. O extrato bruto 
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(10 mL) foi transferido para saco de diálise de 33 x 21 mm com porosidade de 25 Å, INLAB 

®. O extrato enzimático armazenado no saco de diálise foi imerso em 250 mL de tampão 

Tris-HCL, em Becker de 500 mL e mantido a 4 ºC sob agitação em agitador orbital. Nesse 

experimento foram realizadas três trocas de tampão a cada 4 horas (Nascimento et al., 2016). 

O extrato dialisado foi utilizado nos demais experimentos.  

 

4.7 Determinação da Atividade Quantitativa das Proteases  

 

Para determinação quantitativa das proteases foram adicionados 250 µL de solução de 

azocaseína 1 % (p/v) em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,2 em 150 µL de extrato bruto. Os 

tubos de reação foram incubados por 1 hora a 25 °C em câmara escura. Para a interrupção da 

reação foram adicionados 1,2 mL de ácido tricloroacético 10 % (p/v). Em seguida, foi 

realizada a centrifugação 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 

hidróxido de sódio 1 M. Como branco foi utilizada solução de azocaseína 1 % (p/v) em 

tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,2 (Machado et al., 2017). A leitura das amostras foi realizada a 

440 nm. Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a quantidade de enzima 

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

 

4.8 Determinação de Proteínas totais 

O teor total de proteínas obtidas nos extratos enzimáticos 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 solução padrão. Nos ensaios foram 

utilizados 100 µL do extrato enzimático, adicionados a 2,5mL de reagente de Bradford, 

mantidos em câmara escura durante 60 minutos. A concentração de proteínas foi determinada 

com base numa curva padrão 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 Determinação da atividade fibrinolítica qualitativa em placa de fibrina  

A atividade fibrinolítica 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 solução de trombina de plasma bovino (Sigma-Aldrich®) 

101 NIH (U/mg), sendo 100 U/mL diluído em NaCl 10 mM. A solução de fibrinogênio foi 

preparada utilizando 0,025mg diluída em 2,5 mL de Tampão fosfato 0,1 M pH 7,4, essa 
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solução foi incubada a 37ºC, em banho maria, por 10 minutos. A solução de agarose foi 

diluída em Tampão fosfato 0,1 M pH 7,4. As soluções das reações foram misturadas e 

adicionadas em placas de Petri de poliestireno (90 x 15 mm). Após a polimerização da fibrina, 

foram perfurados quatro poços de 8 mm de diâmetro, em seguida adicionados 100 µL do 

extrato enzimático, estes foram incubados a 37°C por 18 horas. Para o controle positivo foi 

utilizado a Plasmina (Sigma-Aldrich®) diluída em tampão tris-HCl NaCl 0,1 M, pH 7,8. O 

controle negativo foi a solução de NaCl 0,15 M. Os resultados foram expressos a partir da 

formação de halos translúcidos de degradação, na formação de círculos líticos ao redor dos 

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

 

4.10 Determinação da atividade fibrinolítica quantitativa   

A atividade fibrinolítica quantitativa foi avaliada de acordo com o método de Wang et 

al. (2011), que se baseia na formação de um coágulo sanguíneo artificial em microtubos do 

tipo Eppendorf (Figura 6). A atividade fibrinolítica foi determinada através da degradação de 

fibrina. Para a preparação do trombo artificial foi utilizado 500µL da solução de fibrinogênio 

adicionados a 100 µL de trombina a 20 U/mL. Após a formação do coágulo, foram 

adicionados 100 µL do extrato enzimático, e mantidos a 37ºC em banho-maria, durante 60 

minutos. A reação foi interrompida pela adição de 700 µL de ácido tricloácetico (10%) e esta 

solução foi centrifugada a 15.000 xg durante 10 min. O sobrenadante dos ensaios foi 

submetido à leitura em espectrofotômetro a 275 nm. Deste modo, 1 unidade de atividade 

fibrinolítica (FU) foi definida como a quantidade de enzima responsável por um aumento de 

0,01 na absorbância por minuto. 

 

4.11 Caracterização bioquímica das proteases fibrinolíticas 

4.11.1 Efeito do pH e da Temperatura na atividade de Protease Fibrinolítica 

 

Para a determinação do efeito do pH ótimo da enzima foi utilizado diferentes tampões 

a citar: acetato de sódio (pH 4,0-5,0), fosfato de sódio (pH 6,0-7,0), Tris-HCl (pH 8,0-9,0) e 

Carbonato-Bicarbonato (pH 10,0) durante 60 min. O efeito da temperatura foi determinado na 

faixa de 30 ºC a 80 ºC por 60 minutos. Ao término do tempo de incubação foi determinada a 

atividade enzimática fibrinolítica conforme descrito no item 4.10. 
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4.11.2 Efeito do pH e da Temperatura na Estabilidade da Protease Fibrinolítica 

 

Para verificar da estabilidade ao pH, a enzima foi incubada nos tampões supracitados 

conforme o item 4.11.1, por 60 minutos, e sua atividade enzimática residual analisada. O 

efeito da temperatura na estabilidade da enzima foi avaliado por incubação do extrato 

enzimático em temperaturas variadas entre 30°C à 80°C. Para esta finalidade, alíquotas foram 

retiradas a cada 30 minutos em um período de 180 minutos e submetidas à determinação da 

atividade fibrinolítica (item 4.10). 

 

4.11.3 Efeito de Íons e inibidores na atividade enzimática fibrinolítica  

O efeito de diferentes íons metálicos na atividade enzimática foi avaliado em 

concentrações de íons equivalentes a 10,0 mM. A enzima foi incubada a 37°C durante 60 

minutos com os seguintes sais: ZnSO4, MgSO4, CuSO4, FeSO4, CaCl2, NaCl e KCl. Para a 

determinação do efeito de inibidores na atividade das proteases foi utilizado 

Etilenodiaminotetracético (EDTA 10,0 mM), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF 10,0 

mM), ácido iodo acético 10,0 mM, pepstatina A 10,0 mM, e ácido iodoacético 10,0 mM. A 

enzima foi incubada durante 60 minutos a 37°C na presença dos inibidores. A mistura 

reacional, incluindo o controle, foi incubada durante 30 minutos nas condições ótimas de 

temperatura e pH. A atividade fibrinolítica foi mensurada como citado no item 4.10. A 

atividade enzimática residual foi comparada com o controle incubado sem os inibidores ou 

íons metálicos, que correspondem a 100% de atividade (Martim et al., 2017; Santana et al., 

2023). Todas as amostras foram preparadas em triplicata. 

 

 

4.12 Elaboração do bioproduto formulado com polpa de tubérculo fortificado com 

massa micelial de P. ostreatoroseus 

 

4.12.1 Matéria-prima  

 

 Os bioprodutos foram originários da miceliação 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 

(ariá) + 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 padrão foram utilizadas para fins de comparação com o bioproduto a farinha 

sem a adição do cogumelo investigado, sendo: Padrão [GT] - Tubérculo Goeppertia allouia 

(Ariá) e Farelo de trigo, Padrão [DT] - Tubérculo D.alata (Inhame roxo) e Farelo de trigo 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Componentes do bioproduto Padrão e da Farinha nutracêutica a base de biomassa 

de Cogumelo P. ostreatoroseus e tubérculos amazônicos suplementados com farelo de trigo. 

  
Bioproduto  

(Farinha 

nutracêutica) 

Componentes  Quantidade  

Padrão [GT] Tubérculo Goeppertia allouia (Ariá) 80g 

Suplemento Farelo de trigo 20g 

Padrão [DT] 

 

Tubérculo D.alata (Inhame roxo) 80g 

Suplemento farelo de trigo 20g 

PGT Biomassa de P.ostreatoroseus   10g 

Tubérculo Goeppertia allouia (Ariá) 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 (ariá) + Farelo de trigo (80:20); DT: D. alata + Farelo de trigo (80:20); PGT: Farinha de 

Biomassa de P. ostratoroseus + Goeppertia allouia (ariá) + 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 

circulação de ar forçado. Cada produto foi triturado em processador de alimentos para 

padronização da granulometria em peneira de alumínio de 60 mesh. 

 

4.13 Caracterização do bioproduto 

4.13.1 Determinação da Atividade de água (aW) do bioproduto  

A determinação da atividade de água (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 cápsula circular de polietileno, cobrindo toda superfície. A atividade de água 

foi determinada pela leitura direta do equipamento após minutos do rastreamento de toda a 

amostra.   

 

4.13.2 Determinação do índice de absorção de água e índice de solubilidade em água. 

Os índices de absorção de água e solubilidade em água 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 pó foi misturado 

com 10 mL de água destilada, incubadas a 25 °C por 30 minutos. Seguida de centrifugação a 

3000 rpm durante 30 minutos. O precipitado foi recuperado para determinação do peso da 

massa úmida e, o líquido 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 

três horas. O índice de absorção e de solubilidade foi determinado de acordo com a equação I 

e II, respectivamente: 

Equação I. Índice de Absorção de Água(g/g) =  
Peso do precipitado (g) 

Peso da biomassa desidratada (g)
 

 

Equação II. Índice de Solubilidade em água (%) = 
Peso dos sólidos dissolvidos no sobrenadante (g) 

Peso da biomassa desidratada (g)
 𝑥 100 

 

4.13.3 Determinação da capacidade de Intumescimento 

A capacidade de inchamento das farinhas, ou seja, a habilidade de absorver água 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 água 

destilada. Esta mistura foi mantida a 80 °C por 30 minutos, sob agitação. Após 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 equação III. 

 

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

 

Peso da pasta (g) 

Peso da biomassa desidratada (g)
 

4.14 Caracterização nutricional e físico-quimica 

4.14.1 Determinação da composição centesimal do bioproduto  

 As análises de composição centesimal do cogumelo foram realizadas no laboratório da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, 

Manaus, Brasil, citadas a seguir: 

Umidade: determinada por dessecação em estufa com circulação de ar 105 °C (método 

gravimétrico) até obtenção de peso constante (A.O.A.C, 2005).  

Proteína total: determinada pela concentração de nitrogênio (%) segundo o método micro 

Kjeldahl e aplicando o fator de conversão 4,28 [valor adotado para a determinação da 
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porcentagem de proteína para cogumelo, pois é admitido que apenas 70 % dos compostos 

nitrogenados existentes nesses fungos sejam digeríveis pelo organismo humano 

(0,70*6,25=4,38) (Furlani et al.,2007). 

Cinzas (resíduo mineral fixo): determinado por incineração do material em mufla a 550 °C-

660 °C até obtenção de peso constante (A.O.A.C, 2005).  

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

Fibras totais: A fibra bruta foi determinada através de digestão ácido-básica, segundo 

método de Weende estabelecido pela A.O.A.C (1997).  

Carboidratos totais: estimados por diferença entre o somatório das porcentagens de 

umidade, proteína, lipídios, cinzas (Latinfoods, 2002; NEPA, 2006).  

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

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

 

4.14.2 Determinação de macro e micro minerais  

 A determinação dos minerais foi realizada conforme os métodos propostos pela 

Embrapa (2009). As amostras foram desidratadas em estufa de circulação de ar forçada a 40 

°C, em seguida desidratadas e submetidas a digestão úmida HNO3 + HClO4 (3:1). O teor de 

fósforo foi determinado por espectrofotometria com azul de molibdênio; cálcio, magnésio, 

potássio, sódio cobre, ferro, manganês e zinco por espectrofotometria de absorção atômica 

(EAA). Todas as análises 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 Caracterização funcional do bioproduto 

4.15.1 Determinação da atividade de inibição de 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA redutase 

(HMGROs), Sigma-Aldrich® 

Para a determinação da inibição de 3-hidroxi-3-metil-glutaril coa redutase 

(HMGROs), os produtos alimentícios foram desidratados, triturados em pó (50 mg/ml) e 

misturados com álcool etílico absoluto para análise [etanol/água (1:1, v/v) ou metanol, P.A.]. 

As misturas foram agitadas em Vortex durante 1 minuto e centrifugado à 12000 rpm, durante 

2 minutos, de acordo com a recomendação do fabricante. Os sobrenadantes foram utilizados 

como fonte de inibidores de HMGCROs, Sigma-Aldrich®. A determinação da atividade do 

HMGCR foi medida utilizando HMG-CoA Reductase Assay, Sigma-Aldrich®. A redução da 
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absorção foi determinada em 340 nm, que representa a oxidação do NADPH pela subunidade 

catalítica do HMGCR, na presença do substrato HMG-CoA.  

Como controle positivo foi utilizada a Pravastatina, Sigma-Aldrich®, e como controle 

negativo, a solução de NaCl 0,2M, os controles foram considerados como 100% de atividade. 

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

 

 

4.15.2 Efeito prebiótico in vitro do bioproduto 

  A triagem do efeito prebiótico foi realizada com os bioprodutos, em caldo MRS em 

diferentes concentrações de extrato 0,1%, 0,25%, 0,5% (p/v). Lactobacillus acidophilus 

comercial (Roval®, Recife, Brasil)108 (células/mL) 1000 µL foi inoculado em caldo MRS. A 

inulina comercial (Duefiber®, Cifarma, Brasil) foi utilizada como controle positivo e, o MRS 

sem adições como controle negativo. As amostras foram incubadas a 37 °C por 24 h, em 

condições anaeróbicas. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. O crescimento 

foi determinado a 600 nm em espectrofotômetro (Teixeira et al., 2016).  

 

4.16 Caracterização microbiológica do bioproduto 

4.16.1 Avaliação da qualidade microbiológica do bioproduto  

A determinação de mesófilos, coliformes totais, termotolerantes, Salmonella sp. e 

Shigella sp. do produto alimentício foi realizada pelo método de diluição 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 água peptonada (diluição 

10–1). Desta suspensão foram preparadas diluições sucessivas, transferindo 1000 μL para 9000 

μL de água peptonada 0,1 % (p/v), até obtenção da diluição 10–3. As diluições foram 

submetidas a agitação por dois minutos em agitador de tubo. De cada diluição foi transferido 

100µL para superfície de SS ágar modificado, Mannitol Salt ágar e EMB Levine ágar (Kasvi 

®).  

 

4.17 Análise Estatística 

Os dados foram submetidos à análise estatística descritiva média, desvio padrão, 

gráficos e os cálculos de atividade enzimática (R2 ≥ 95%) por análise de variância (Anova) e 

teste Tukey (p>0,05) para comparação de médias, utilizando o software Minitab ® versão 

19.0.  
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