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RESUMO

Os microrganismos representam uma fonte promissora de proteases devido a sua ampla
diversidade bioguimica. No entanto, estudos sobre a producdo dessas enzimas por cogumelos
do género Auricularia ainda séo escassos. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade
qualitativa prebidtica e a producdo de proteases extracelulares por Auricularia delicata
DPUA1625, visando a otimizacdo das condi¢bes de cultivo e a caracterizagdo parcial das
enzimas produzidas. O isolado de A. delicata foi cedido pela Colecdo de Culturas DPUA e
mantido em meio Batata Dextrose Agar (BDA), suplementado com 0,5% (p/v) de extrato de
levedura, em placas de Petri. Os cultivos foram incubados a 25 °C, na auséncia de luz, por oito
dias. O crescimento micelial foi avaliado em sete diferentes meios de cultura, com o objetivo
de selecionar o meio mais adequado para a obtencdo do indculo e sua posterior manutencéo.
Para a producéo de proteases, 0s cultivos foram realizados por fermentagéo submersa em meio
liquido GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), suplementado com 0,5% (p/v) de gelatina,
ajustado para pH 6,4. A fermentagao foi conduzida a 28 °C, sob agitagao de 150 rpm, por oito
dias. Ao final do processo fermentativo, a biomassa fungica foi separada do extrato bruto por
filtracdo a véacuo. A otimizacdo da producdo de proteases foi realizada em duas etapas.
Primeiramente, foi conduzido um pré-cultivo em 50 mL de meio GYP por quatro dias, nas
mesmas condi¢Oes de temperatura e agitacdo. A biomassa obtida foi transferida para uma nova
fermentacdo, sob condic6es idénticas, compondo a segunda etapa do cultivo.

A atividade proteolitica foi determinada utilizando azocaseina a 1% (p/v) como substrato. A
avaliacdo qualitativa da atividade prebiotica foi realizada em meio MRS (Man Rogosa and
Sharpe), suplementado com o extrato bruto nas concentracdes de 0,1%, 0,25% e 0,5% (v/v),
utilizando Lactobacillus casei como microrganismo padrdo. Os cultivos foram mantidos a
37 °C. Os resultados parciais indicaram que, entre 0s meios testados, o agar BDA suplementado
com extrato de levedura (BDA+YE) foi o mais eficiente para o crescimento micelial de A.
delicata. A atividade maxima das proteases foi observada em pH 6,0 ¢ a 60 °C, sugerindo que
a enzima produzida apresenta perfil levemente &cido, com potencial aplicagdo nas industrias

alimenticia e cervejeira.

Palavras-chave: Bioativos; Enzimas; Auricularia; Cultivo em dois estagios.



ABSTRACT

Microorganisms represent an excellent source of proteases due to their great biochemical
diversity. Among protease-producing fungi, few studies emphasize the relationship with thie
bioprocesses of mushrooms of the genus Auricularia. This research aimed to evaluate the
qualitative activity of prebiotics and the production of extracellular proteases of Auricularia
delicata DPUA1625 for the optimization of production and partial characterization of
proteolytic enzymes under standardized conditions. The mushroom used in this study was
provided by the DPUA Culture Collection and was subcultured on Potato Dextrose Agar (PDA)
supplemented with 0.5% (w/v) yeast extract in Petri dishes. The cultures were maintained at
25°C, in the absence of light, for 8 days. The mycelial growth of A. delicata was evaluated in
seven culture media in order to select a medium for obtaining the inoculum culture and
maintenance. After this procedure, protease production and mycelial growth were evaluated by
submerged fermentation in cultures in GYP liquid medium (Glucose-Yeast Extract-Peptone,
supplemented with 0.5% (w/v) gelatin); pH 6.4. Fermentation was carried out at 28 °C, at 150
rpm, for eight days. At the end of the bioprocess, the biomass was separated from the crude
extract by vacuum filtration. The optimization of the culture conditions for protease production
was performed by cultivation in two stages: initially, A. delicata was pre-cultivated in 50 mL
of GYP for four days, at 28 °C, at 150 rpm, then the mycelial mass separated by vacuum
filtration was transferred to the second stage culture and cultures were maintained under similar
pre-cultivation conditions. Azocasein 1% (w/v) was used to determine the activity and partial
characterization of the proteases. The qualitative activity The prebiotic activity was evaluated
in liquid medium [MRS (Man Rugosa and Sharpe)], adding the crude extract (0.1%, 0.25% and
0.50%) recovered from the best fermentation process. Lactobacillus casei was used as standard.
The cultures were maintained at 37 °C. The partial result indicated that, among the media tested,
PDA+YE agar was the medium in which A. delicata expressed the highest mycelial density.
The optimum protease activity was observed at pH 6.0 and 60 °C. These data indicate that A.
delicata produces slightly acidic protease with importance for application in the food and beer
industries.

Keywords: Bioactives, Enzymes, Auricularia, Two-step cultivation.
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1 INTRODUGCAO

O aproveitamento de fontes naturais para producéo de novos bioprodutos € o principal
incentivo para o desenvolvimento de diversos setores da industria. A biodiversidade do Brasil
apresenta grande potencial para a busca de novos compostos bioativos para transformagéo em
produtos Uteis e de maior valor agregado (Souza et al., 2020).

Entre as diversas alternativas disponiveis na industria, as proteases, que séo hidrolases
que degradam proteinas, se sobressaem. Estas que correspondem a 75% das enzimas industriais,
sendo 65% comercializadas mundialmente (Rosa, 2023). Apesar de as enzimas proteoliticas
mais estudadas serem de origem animal ou vegetal, as de origem microbiana surgem como uma
alternativa economicamente viavel (Fernandes, 2020).

Enzimas de origem microbiana possuem diversas aplicacGes biotecnoldgicas,
destacando-se por terem uma abordagem sustentavel. Esses biocatalisadores vém sendo
amplamente utilizados na fabricacdo de detergentes, farmacos, cosméticos, téxteis, produtos de
limpeza e na industria quimica. No setor alimenticio, as proteases desempenham um papel
fundamental em processos como panificacdo, producdo de bebidas, laticinios, processamento
de carnes e fabricacdo de suplementos dietéticos (Gurumallesh et al., 2020).

As proteases disponiveis atualmente no mercado ndo suprem a demanda comercial
para os diversos usos industriais. Essa limitacdo na oferta de proteases incentiva a realizacéo
de estudos em busca de outras fontes alternativas dessas enzimas, com destaque para os fungos
filamentosos, a exemplo dos cogumelos (Batista et al., 2021; Madhusankha; Thilakarathna,
2021).

Os microrganismos representam uma excelente fonte de proteases devido a sua ampla
diversidade bioquimica. Esses biocatalisadores sdo importantes no controle da sintese de
proteinas que regulam diferentes processos fisioldgicos, como formagdo, nascimento,
envelhecimento e até morte (Razzaq et al., 2020).

Diferentes setores industriais ttm demonstrado interesse crescente pelo uso de enzimas
fangicas, incluindo proteases. Entre os fungos, certas espécies de basidiomicetos sdo excelentes
fontes de diversas compostos com atividade bioldgica. Exemplos notaveis incluem Ganoderma
lucidum, Lentinus citrinus, L. crinitus, Pleurotus albidus, P. ostreatoroseus P. eryngii, P. sajor-
caju, amplamente citados como produtores de compostos bioativos, a exemplo das proteases
(Martim et al., 2017; Batista et al., 2020; Nobrega, 2022).

Espécies de basidiomicetos comestiveis como as representantes do género Auricularia
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apresentam excelentes propriedades medicinais. Esses cogumelos sdo reconhecidos por
apresentarem basidiomas gelatinosos com coloragdo, tamanho, forma e textura variada.
Cogumelos desse grupo decompdem madeira, troncos, ramos e galhos, no entanto, algumas
especies sdo encontradas nos troncos das arvores vivas como parasitas (Zhang, 2022).

Apesar de serem reconhecidas por seu valor nutricional e medicinal, séo raros os
relatos cientificos que exploram espécies de Auricularia como potenciais produtoras de
enzimas. Dados da literatura mostram A. polytricha pode sintetizar celulases e hemicelulases,
além de enzimas fibrinoliticas, sugerindo seu potencial biotecnolédgico (Jiang et al., 2020).

Estudos recentes tém investigado fontes naturais de compostos prebi6ticos, incluindo
espécies do género Auricularia. Esses cogumelos possuem polissacarideos bioativos, como f3-
glucanas, que apresentam acdo prebidtica e contribuem para o fortalecimento do sistema
imunologico e prevencdo de doengas metabolicas (Zhao et al., 2018).

Os prebioticos tém ganhado destaque no campo da biotecnologia devido ao seu papel
na promog&o da salde intestinal e no equilibrio da microbiota. S&o definidos como substéancias
ndo digeriveis que estimulam seletivamente o crescimento ou a atividade de microrganismos
benéficos no intestino, como bifidobactérias e lactobacilos (Gibson et al., 2017). Nesse
contexto, a investigacao do potencial de Auricularia na produgdo de compostos prebidticos abre

novas perspectivas para o desenvolvimento de produtos funcionais e nutracéuticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Enzimas proteoliticas

As proteases, também denominadas de peptidases, sdo enzimas que clivam ligacGes
peptidicas em proteinas e fragmentos de proteinas. Segundo o Comité de Nomenclatura da
Unido Internacional de Bioquimica Molecular (NC-IUBMB)), tais enzimas pertencem a classe
das hidrolases, subclasse das peptideo-hidrolases (classe 3, subgrupo 4) (Tomas, 2023).

As enzimas proteoliticas séo classificadas com base em suas caracteristicas e podem ser
divididas de acordo com a posi¢do da ligacdo peptidica que clivam na cadeia polipeptidica.
Quando a clivagem ocorre nas extremidades da cadeia, proximas ao grupo amino ou carboxi-
terminal, essas enzimas sdo denominadas exopeptidases. J& as endopeptidases atuam no interior
da cadeia, rompendo ligacdes peptidicas distantes dos grupos terminais do substrato (Batista,
2021; Nobrega, 2022).

Outra classificagdo das proteases leva em consideragdo o grupo quimico do centro ativo,
seja aminoacidos (serino-, cisteino-, aspartato-, treoninoprotease, e outros) ou ions metalicos
(metaloprotease) (Inécio et al., 2015). Uma outra forma de de classificacdo leva em conta a
faixa de pH 6timo de atividade, sendo denominadas proteases acidas (pH 2,0-5,0), neutras (pH
6,0-8,0) e alcalinas (pH 9,0-11,0) (Razzaqg et al., 2019).

As proteases sdo amplamente utilizadas no mercado mundial, representando cerca de
75% do total de enzimas comerciais, com vasta aplicacdo em diversos setores industriais. Na
fabricacdo de detergentes, sdo usadas para facilitar a remogdo de residuos proteicos, como
manchas de alimentos, sangue e outras secre¢fes corporais. Além disso, esses biocaliasadores
se destacam no processamento de produtos de panificacdo, bebidas e na producdo de queijos
(Gurumallesh et al., 2019; Barbosa et al, 2020).

Aproximadamente 45% das proteases produzidas no mercado séo utilizadas como
aditivos de detergentes. Nesse setor industrial s&o utilizadas, principalmente, proteases alcalinas
com atividade em ampla faixa de temperatura (Silva, 2015). As proteases alcalinas também sao
utilizadas na industria de beneficiamento do couro, onde atuam na remogé&o de restos de pelos
e melhoria da qualidade do produto. Essas enzimas também s&o aplicadas no tratamento de
residuos, além de substituirem aditivos quimicos e auxiliarem na reducéo da poluigdo ambiental
(Gurumallesh et al., 2019).

As proteases ocorrem em praticamente todos 0s organismos vivos, pois séo importantes

no controle da sintese de proteinas que regulam diferentes processos fisiolégicos, como
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formacdo, nascimento, envelhecimento e até morte (Razzaq et al., 2019). Apesar da utilizacdo
de proteases de origem animal ou vegetal, cerca de 90% das proteases comercializadas sao
produzidas por microrganismos, pois expressam caracteristicas desejadas para aplicacdo
biotecnologica, excretam as enzimas naturalmente para o meio externo, além da facil
recuperacdo das enzimas excretadas (Batista et al., 2021).

Em diversos setores industriais ha uma crescente demanda em utilizar enzimas
produzidas por fungos, incluindo enzimas proteoliticas, pois esses organismos predominam
como fonte de proteases com atividade em um faixa de pH mais ampla que de bactérias
(Benchaya et al., 2022).

As proteases disponiveis atualmente ndo atendem a demanda comercial para uso em
processos industriais. Esta caréncia da disponibilidade de proteases incentiva a realizacéo de
estudos na busca por outras fontes dessas enzimas, em especial os fungos filamentosos, a

exemplo dos cogumelos (Batista et al., 2021; Madhusankha; Thilakarathna, 2021).

2.2. Cogumelos como fonte de protease
A maioria das proteases comerciais oriundas de fungos € produzidas por espécies
filamentosas anamorficas, especialmente do género Aspergillus e Trichoderma. Cogumelos séo
estudados principalmente por seu valor nutricional e medicinal, entretanto, diversas espécies
desses macrofungos séo fontes de uma variedade de compostos bioativos, inclusive de proteases
(Gurumallesh et al., 2019).

Tabela 1. Principais coguelos estudados por seus valores nutricionais e medicinais.

Fungos | Referéncia
Microfungos
Amylomyces rouxii Yu; Chou (2005)
Aspergillus flavo furcatis Alecrim et al. (2015)
Aspergillus niger Castro et al. (2014)
Aspergillus oryzae Patil et al. (2012); Vishwanatha et al. (2010)
Cryptococcus sp Rao et al. (2011)
Mucor mucedo Ibrahim et al. (2015)
Penicillium oxalicum Hashem (2000)
Rhizomcor miehei Hayaloglu; Karatekin; Gurkan (2014); Foda et al. (2012)
Rhizomcor nainitalensis Khadeim et al. (2013)
Rhizopus microsporus Sun et al. (2012)
Rhizopus oryzae Kumar et al. (2005)
Thermomcor indicae-seudaticae Merheb-Dini et al. (2010)
Macrofungos
Coprinus lagopides Shamtsyan et al. (2014)
Hericium erinaceum Nakamura et al. (2014)
Piptoporus soloniensis El-Baky et al. (2011)
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Pleurotus ostreatus Yin et al. (2014); Lebedeva; Proskuryakov (2009)

Schizophyllum commune Okamura-Matsui et al. (2001)

2.3. Género Auricularia
O género Auricularia tem como caracteristica basidiocarpo gelatinoso, coloracéo
marrom ou preta, geralmente encontrados em troncos de arvores, com ocorréncia em regides
de clima tropical, subtropical e temperado. O basidiocarpo, quando desidratado, endurece e seu
tamanho diminui, porém, ao ser hidratado, rapidamente absorve a umidade e libera esporos em
poucas horas (Choudhury; Sarma, 2014; Xiao et al., 2020 No6brega,2022; Santos, 2023). As
espécies desse género parecem orelhas humanas e possuem consisténcia cartilaginosa, motivo

pelo qual recebeu 0 nome Auricularia (lat. auris = orelha) (Garcia et al., 2012; N6brega,2022).

Figura 1. Basidiocarpo de Auricularia delicata.

Fonte: Herbario Micol6gico Jair Putzke, Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

Os basidios sdo cilindricos, dividem-se em quatro células, e a germinacdo do
basidiésporo pode ocorrer de diferentes formas dependendo do substrato no qual cresceram.
Caso caia na superficie himenial do basidiocarpo, o basidiésporo germina repetidamente,
produzindo um balistosporo por meio de um esterigma (Webster; Weber, 2007; Nobrega,
2022).

Os basididsporos que sdo dispersados em uma superficie pobre em nutrientes formam
trés septos transversais, e cada uma das quatro células resultantes emitem uma ou mais
extensdes (denticulos) que produzem microconidios semilunares. Esse tipo de microconidio
também pode ser formado por hifas ramificadas de um micélio monocariético, formando
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denticulos laterais ou terminais que produzem aglomerados de microconidios semilunares. A
germinacdo pode ocorrer tambem diretamente por meio de um tubo germinativo, e este modo
de germinacédo é encontrado especialmente em substratos ligeiramente mais ricos (Figura 2)
(Webster; Weber, 2007).

Figura 2. Ciclo de vida de Auricularia Auricula-judae. Os principais eventos no ciclo de vida sdo plasmogamia
(P), cariogamia (K) e meiose (M).
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Fonte: Webster e Weber (2007); Nébrega (2021).

A maioria das espécies de Auricularia é comestivel e possui producdo comercial em
larga escala. Apesar de ndo possuirem um sabor caracteristico, 0s basidiocarpos séo altamente
nutritivos e possuem textura elastica que os torna ingredientes atraentes para sopas e saladas
(Choudhury; Sarma, 2014; Sekara et al., 2015; No6brega, 2022). Apresentam também valor
medicinal, produzindo compostos bioativos, como os polissacarideos que podem apresentar
atividade imunomoduladora, antitumoral, antioxidante, anticoagulante e funcdo hipoglicémica
(Bandara et al., 2017; Miao et al., 2020; Nobrega, 2022; Santos, 2023).

2.4. Fermentacdo submersa

Os processos fermentativos ocorrem desde a antiguidade, porém naquela época néo se

tinha o conhecimento de como a uva se transformava em vinho, a cevada em cerveja e a farinha
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em pdo. Posteriormente, pesquisadores comecaram a esclarecer o fendbmeno que estava
envolvido nessas transformacdes, que entdo foi denominada de fermentacéo (Sanlier et al.,
2020; Embrapa, 2023).

A fermentacdo é o mecanismo anaerdbico (sem oxigénio) de producéo de energia que
ndo envolve a cadeia respiratéria. Consiste em um processo onde 0S microrganismos se
reproduzem, a partir de fontes apropriadas de nutrientes, visando a obtencdo de um bioproduto
(Souza et al., 2017; Damaso e Couri, 2021).

Os processos fermentativos tém uma grande importancia em varios setores de interesse
para a sociedade como na inddstria quimica, farmacéutica e na agricultura. Na industria de
alimentos, 0s bioprocessos sdo largamente empregados na producdo de queijo, iogurte,
manteiga, produtos de panificacao, picles, carnes fermentadas, vinagres, enzimas, dentre outros
(Grimm e Wosten, 2018).

O processo de fermentacdo é classificado em: fermentacdo submersa (FS) e a
fermentagdo em estado sélido (FES). A FS ocorre em meio com presenca de agua livre e
normalmente com substratos soltveis. Um exemplo classico de meio para fermentacédo
submersa é o caldo de cana-de-acgucar usado para producao de etanol (Embrapa, 2023).

A FES ¢é definida como um processo fermentativo que ocorre na auséncia ou quase
auséncia de agua livre, onde o crescimento microbiano e a formacdo de produtos ocorrem na
superficie de substratos solidos. Nestes casos, a matéria-prima funciona como um suporte do
microrganismo, dos substratos, do produto e da &gua adicionada para umedecer 0 suporte
(Damaso & Couri, 2021).

O uso da FES oferece distintas vantagens sobre a FS, dentre as quais: a simplicidade
do meio, principalmente para paises com abundancia de biomassa e de residuos agroindustriais,
e 0 uso de reatores menores, proporcionando economia de espago. Destaca-se, ainda, a
possibilidade de os rendimentos serem maiores que os obtidos em FS, além da auséncia de
formacgéo de espuma, menor demanda de energia e, especialmente, a facilidade de controle de
contaminacgdo proporcionada devido a pouca quantidade de dgua no sistema (Embrapa, 2021).

A utilizacdo da FES privilegia a sustentabilidade ambiental que vem sendo prioridade
das politicas de pesquisa agropecuaria em quase todo 0 mundo e se baseia na utilizagéo racional
dos recursos naturais e de residuos agricolas e industriais, viabilizando a obtencéo de produtos

com custo mais reduzido (Sanlier et al., 2019; Embrapa, 2021; Damaso e Couri, 2021).
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2.5. Tecnologia de cultivo de cogumelos

A primeira espécie cultivada, de que se tem registro, foi Auricularia auricula,
aproximadamente no ano de 600, seguida de Flamulina velutipes, no ano 800 e a terceira
espécie foi Lentinula edodes e Shiitake, no ano de 900 (Silva, 2022).

A producdo comercial de cogumelos comecou a ser documentada por volta de 1700.
O cultivo desses fungos ocorria em locais inusitados, como minas de carvdo e calcario
desativadas, antigas cervejarias, pordes de residéncias, cavernas naturais, entre outras estruturas
peculiares (Embrapa, 2023).

Nos séculos passados, diferentes culturas desenvolveram técnicas proprias para o
cultivo de cogumelos. Os japoneses utilizavam troncos em decomposicéo, enguanto os chineses
empregavam madeira e palha degradadas. Os europeus empregavam o cultivo ao ar livre, em
bosques ou cavernas. No entanto, esses métodos eram lentos e demandavam um tempo
consideravel para o desenvolvimento do basidiocarpo. Para a producdo em larga escala com
finalidade industrial, tais técnicas seriam invidveis devido a sua baixa eficiéncia e longo ciclo
de cultivo (Urben e Uriartt, 2017; Embrapa, 2021).

Desta forma, pesquisas comecaram a ser realizadas para a obtencdo de novos
substratos para o cultivo de cogumelos, tais como bagaco palha de arroz, carapaca da semente
de algoddo, caule de trigo, folha de bananeira e outras espécies vegetais. Na década de 1980, o
desenvolvimento da técnica JunCao (Jun = cogumelo; Cao = gramineas) promoveu a terceira
grande mudanga, pois uniu os beneficios sociais aos ecoldgicos e econdmicos. 1sso estabeleceu
melhor equilibrio ecologico entre plantas, fungos e animais. Inicialmente, o pesquisador Lin,
fundador desta técnica, preocupou-se apenas em substituir parcialmente a madeira por outro
material. Apds muitos estudos, descobriu-se que Jun-Cao poderia substituir totalmente a
serragem, assim como parte do farelo de trigo e de arroz, no substrato de cultivo (Embrapa,
2023).

As pesquisas utilizando gramineas como substratos foram iniciadas a partir de espécies
selecionadas, cultivando, colhendo e processando cada uma delas. Em seguida, testando-as com
diversas espécies fungicas. A escolha destas plantas foi devido a alta produtividade e riqueza
em nutriente, bem como a alta capacidade de adaptacdo e ampla ocorréncia, constituindo,
portanto, substratos de boa qualidade para cultivo de ambos os tipos de cogumelo, comestiveis
e medicinais (Urben, 2004).
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A medida que a demanda por cogumelos continuou crescendo, novas tecnologias
foram sendo exploradas (Figura 3) para melhorar a eficiéncia e a produtividade de seu cultivo.
Embora as taxas de adesdo tenham um longo caminho a percorrer, essas tecnologias tiveram o

potencial de revolucionar significativamente a industria de producao (Damaso e Couri, 2021;
Silo, 2023).

Figura 3. fluxograma das principais tecnologia de cultivo de cogumelos.

TECNOLOGIA
DE CULTIVO

Fonte: Propria autoria.

2.6. Valor nutricional dos cogumelos comestiveis

Do ponto de vista nutricional, os cogumelos sdo alimentos excepcionais, ricos em
fibras, vitaminas, proteinas e minerais, além de apresentarem baixo valor caldrico e teor
reduzido de gordura. Em relacdo aos micronutrientes, destacam-se por suas propriedades
bioativas. Além disso, por conterem todos 0s aminoacidos essenciais, s&o uma excelente op¢éo
para vegetarianos e veganos (Hilachuk e Paula,2022).

Os cogumelos in natura sédo fontes de vitaminas do complexo B, nomeadamente

riboflavina (vitamina B2), niacina (vitamina B3) e é&cido pantogénico (vitamina B5).
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Curiosamente, as espécies silvestres sdo fontes alimentares de vitamina D de origem ndo animal
(Haser, 2020).

Os basidiomas ainda fornecem minerais como 0 potassio que atua na regulacdo da
pressdo arterial, na reducao do risco de doencas renais e coronarias e na melhoria do estado de
salde dos diabéticos. Além disso, sdo fontes de fésforo, cobre e selénio que possui fun¢des
estruturais e enzimaticas no organismo necessarias ao bom funcionamento do sistema
imunologico (Meneses et al., 2021).

Os cogumelos também sintetizam diversas substancias bioativas, como polifendis,
terpendides, lactonas, agentes quelantes, polissacarideos e glicoproteinas, algumas destas se
destacam por sua elevada capacidade antioxidante e acdo imunomoduladora (Plasek, 2019;
Ribeiro, 2020). Desta maneira, os cogumelos sdo fontes de nutrientes que auxiliam e

contribuem para a manutencao da satde humana (Tabela 1).

Tabela 2. Valor nutricional dos cogumelos.

Valor nutricional Cogumelo %DDR  Cogumelos %DDR  Cogumelo %DDR
Branco (adultos) Shiitake (adultos)  Castanho (adultos)
Energia (kcal) 22 1% 34 27 1%
Lipidios (g) 0,3 1% 0,5 0,1 0
Acidos saturados (g) 0 0 0 0 0 0
Hidratos de carbono (g) 3,3 1% 2,4 5% 4,1 1%
Acucares (g) 1,7 -- 3,6 -- 1,7 --
Fibra (g) 1 4% 2,5 8% 0,6 2%
Proteinas (g) 3,1 6% 2,2 3% 2,5 5%
Riboflavina (mg) 0,4 29% 0,2 14% 0,5 36%
Niacina (mg) 3,6 23% 3.9 24% 3.8 24%
Acido pantaténico(mg) 15 25% 3,6 60% 1,5 25%
Potéssio (mg) 318 16% 304 15% 448 22%
Fosforo (mg) 86 12% 112 16% 120 17%
Selénio (ug) 9,3 17% 24,8 45% 26 47%
Cobre (mg) 0,3 30% 0,9 90% 0,5 50%

%DDR (Porcentagem da Dose Diaria Recomendada)

Fonte: Nutrition Data e USDA National Nutrient database for Standard Reference (adaptada).

2.7. Prebioticos

O consumo regular dos alimentos funcionais pode auxiliar na manutencdo da salde,
modulando a fisiologia do organismo, promovendo a manutencdo dos niveis saudaveis de
triglicerideos, acdo antioxidante e auxilia no bom funcionamento do intestino. Com isso, 0s

alimentos contendo microrganismos probioticos representam uma grande oportunidade no

22



mercado de alimentos funcionais que proporcionam uma melhoria na satde intestinal além de
outros beneficios para os consumidores (Barros et al., 2021).

Os prebioticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis, sendo a maior parte
carboidratos, que auxiliam na proliferacdo de uma microbiota do célon saudavel a qual surte
efeitos benéficos a homeostase sistémica. Os prebioticos estimulam o crescimento preferencial
de um numero limitado de bactérias, especialmente, mas ndo exclusivamente, Lactobacillus e
Bifidobacterium. (Cunningham et al., 2021), favorecendo a manutencdo do microbioma
intestinal saudavel (Gibson et al., 2017; Kareb et al., 2018).

Para fornecerem beneficios, os galacto-oligossacarideos se convertem em &cidos
graxos de cadeia curta, entram no citosol das células epiteliais intestinais através de um
mecanismo de transporte passivo (forma néo ionizada) ou mecanismo de transporte ativo. Os
acidos graxos de cadeia curta, principalmente o butirato, suprimem a sintese de citocinas pro-
inflamatdrias e mediadores pré-inflamatoérios. Além disso, reduzem o catabolismo das purinas
e, em seguida, diminuem a formacéao e o acimulo de acido Urico e espécies reativas de oxigénio
(Flesch et al., 2014; Hendler et al., 2018; Xinias et al., 2018).

O uso de prebidticos derivados da lactose esta fortemente relacionado a prevencédo do
cancer de célon e outras doencas que envolvem a inflamacdo gastrointestinal e/ou sistémica
como colites e doengas cronicas. Os mecanismos mais provaveis para esses efeitos sdo:
modulacdo de enzimas xenobioticas; imunomodulacdo; supressdo de espécies reativas de
oxigénio; e modulacdo genética (Gibson et al., 2017; Hendler et al., 2018; Kareb et al., 2018).

Na pratica clinica, 0 uso dos prebiodticos estd na maioria das vezes relacionado aos
probioticos. Quando usados isoladamente e a longo prazo, estes tém demonstrado 6timos
resultados na diminuicao de risco de incidéncia de doencas malignas e na manutencdo de uma
salde sistémica geral (Gibson et al., 2017).

Os principais ensaios clinicos com prebi6ticos administrados por via oral abordam:
obesidade, diabetes, sindrome metabdlica, dislipidemia; saciedade; melhora da absorcdo de
calcio e outros minerais; salde cutanea, aumento da retencdo de liquidos; alergias; saude
urogenital; habitos intestinais em criangas; diarreia; constipacdo e funcdo imunoldgica em
idosos (Gibson Gr et al., 2017; Zacheu, 2021)

Os Unicos prebidticos disponiveis que possuem estudos para serem classificados como
componentes ativos de alimentos funcionais sdo os frutooligossacarideos (FOS) e a inulina.
Ambos, sdo encontrados no trigo, frutas e vegetais como a cebola, chicoria, alho, alcachofras,

batata yacon, aspargos, beterraba, banana e tomate (Yang et al., 2021). Devido a sua estrutura,
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sdo fermentados no célon por bactérias enddgenas, resultando em efeitos especificos sobre a
fisiologia gastrointestinal, biodisponibilidade de minerais, sistema imune, génese de tumores e
regulacdo do colesterol serico (Akalin,2017; Zacheu, 2021).

Adicionalmente, os prebidticos podem inibir a multiplicacdo de patdgenos, garantindo
beneficios adicionais a salde do hospedeiro. Esses componentes atuam mais frequentemente
no intestino grosso, embora possam apresentar algum impacto sobre os microrganismos do
intestino delgado (Pimentel et al., 2005; Binns, 2020).

2.8 Mecanismo de ac¢do dos prebibticos

Pelo fato de serem substancias ndo-digeriveis, a acdo dos prebidticos se da por meio
da estimulagdo do crescimento ou atividade das bactérias intestinais (Pimentel, 2005; Oliveira,
2008; Souza et al., 2010; Broers, 2020). A promogédo do “efeito bifidogénico” relacionado a
acao das bifidobacteérias levaria a efeito semelhante ao descrito para os probioticos. Estudos em
animais demonstraram acdo estimuladora dos prebidticos sobre a diferenciagdo dos ThO em
Th1, na reducéo significativa dos niveis de IgE total, na modulacdo da resposta imunolégica e

na prevencdo das doencas alérgicas (Teberga, 2017).

O aumento de bifidobactérias coldnicas é considerado benéfico para a saide humana
gracas a producdo de compostos que inibem os patdgenos potenciais, reduzindo os niveis

sanguineos de amonio e produzindo vitaminas e enzimas digestivas (Zacheu, 2021).

Em humanos, ha evidéncias recentes de que o acréscimo de prebidticos as formulas
infantis induz a producdo de imunoglobulinas responsaveis pela modulacdo da tolerancia oral
em criancas com alto risco para o desenvolvimento de doencas alérgicas e reduz o risco do

aparecimento de manifestacGes alérgica (Dias et al., 2021).

Atualmente, somente a inulina e 0 FOS (Frutooligossacarideos) sdo conhecidos por
apresentarem efeito bifidogénio, ou seja, estimulam o crescimento intestinal das
bifidobactérias. Alguns estudos sugerem que 100% da inulina e dos FOS sdo fermentados no
coldn (Rosa et al, 2023).
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A fermentacdo dos prebidticos no intestino leva a producédo de acido graxos de cadeia
curta — AGCC (acetato, propianato e butirato) que sdo totalmente absorvidos pelo trato
intestinal (Figura 4). Os AGCC tém um efeito sisttmico no metabolismo da glicose e dos
lipidios causando diminuicdo da glicemia pos-prandial e reduzindo a concentracdo de

triglicerideos e colesterol sanguineos (Capito e Filisetti, 1999).

Figura 4. Estrutura quimica dos acidos graxos de cadeia curta.
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Fonte: Adom; Nie, 2013.

Tanto os prebidticos como os probidticos e, principalmente, os simbidticos podem ser
empregados como adjunto dietético em instituicdes hospitalares a fim de compor a dieta de
convalescentes. A finalidade é recompor a microbiota intestinal do paciente e protegé-la do
efeito deletério inevitavel do consumo de antibidticos, prevenindo o estabelecimento de

diarréias (Ferreira e Teshima, 2000).
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3 OBJETIVOS
a. Objetivo geral

Avaliar a producdo de proteases extracelulares por Auricularia delicata DPUA 1625,
visando a otimizacdo do processo produtivo, a caracterizacdo parcial das enzimas proteoliticas,
a obtencdo de biomassa em condigdes padronizadas e a analise da atividade qualitativa de

prebioticos

b. Objetivos especificos

» Verificar o crescimento micelial radial de Auricularia delicata DPUA 1625 em meio
solido para selecionar um meio formulado para manutencdo da cultura matriz produtora de
proteases;

» Avaliar a producdo de proteases e de biomassa por fermentacdo em meio liquido
utilizando o cultivo em duas etapas para selecionar o bioprocesso promissor;

> Proceder a caracterizacdo bioquimica das proteases obtidas no bioprocesso selecionado;

> Determinar a composic¢édo da biomassa de A. delicata DPUA 1625 obtida em condicdes
padronizadas;

> Avaliar a acdo prebidtica do extrato bruto recuperado do bioprocesso selecionado.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencdo de cultura pura e viavel

A espécie de cogumelo comestivel utilizada neste estudo, Auricularia delicata DPUA
1625, foi cedida pela Colecdo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-
UFAM. As culturas conservadas foram reativadas em agar Batata Dextrose (BDA),
suplementada com Extrato de Levedura 0,5% (p/v), pH 5,6. Os cultivos foram preparados
utilizando o meio de cultura sélido [BDA+YE 0,5 (p/v)], em placas de Petri, esterilizado a 121
°C, por 15 minutos. Para crescimento do cogumelo, os cultivos foram mantidos a 25 °C, na

auséncia de luz, por oito dias (Kirsch et al., 2011).

4.2 Selecdo de meio de cultura sélido para obtencéo da cultura indculo e manutencéao de
Auricularia delicata DPUA 1625

O crescimento micelial de A. delicata DPUA 1625 foi avaliado em sete meios de

cultura com a finalidade de selecionar um meio adequado para obtencdo da cultura indculo e

manutencdo desse cogumelo (Tabela 2).

Tabela 3. Meios de Cultura para crescimento de Auricularia delicata

Ordem Meio de Cultura Sigla
1 Agar Batata Dextrose BDA
2 Agar Batata Dextrose + Extrato de Levedura (0,5 %, p/v) BDA+ YE (0,5% p/v)
3 agar Sabouraud SDA
4 Agar Sabouraud + Extrato de Levedura (0,5 %, p/v) SDA+ YE (0,5% p/v)
5 Agar extrato de malte YM
6 Agar extrato de malte + extrato de levedura (0,5 %, p/v)  YM+YE (0,5% p/v)
7 Agar peptona e glicose +extrato de levedura (0,5 %, p/v) GYP

Fonte: Prépria autoria.

Os meios de cultura foram esterilizados a 121 °C por 15 minutos e distribuidos em
placas de Petri. O crescimento micelial foi observado a cada 24 horas nos cultivos deixados a
25 °C, na auséncia ou presenca de luz, por oito dias. Nesses experimentos, 0 meio de cultura
promissor foi definido com base no vigor do micélio, considerando-se o adensamento da massa
micelial (critério subjetivo): nota 1,0 (micélio fracamente adensado); nota 2 (micélio
mediamente adensado) e, nota 3 (micélio fortemente adensado), conforme a metodologia

descrita por Martim, 2017.
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4.3 Producao das proteases por Fermentagdo Submersa
4.3.1 In6culo

Para obtencdo do in6culo foram utilizados discos miceliais de 10 mm de didmetro
retirados do cultivo selecionado no item 4.2. As culturas foram mantidas por oito dias, a 25 °C,

na auséncia de luz
4.3.2 Obtencéo de enzimas proteoliticas por Fermentacéo submersa

4.3.3 Producéo das proteases por Auricularia delicata por fermentacédo submersa

Para a obtencdo das proteases foi utilizado o meio de fermentacdo GYP [Glicose-
Extrato de Levedura-Peptona (GYP)] (g/L, agua destilada), suplementado com gelatina 0,5%
(p/v); pH 6,4. Em cada frasco de Erlenmeyer de 125mL contendo 50mL de meio liquido foi
utilizado o indculo selecionado no item 4.2. A fermentagdo foi conduzida a 28 °C, a 150 rpm,
por oito dias. Ao téermino do bioprocesso, a biomassa foi separada do extrato bruto por filtracdo
a vacuo, utilizando papel de filtro Whatman n 1. Posteriormente, as amostras de extrato foram

novamente filtradas utilizando membranas de éster de celulose 0,45um (Martim et al., 2017).

4.4 Tecnologia de cultivo: efeito do cultivo em duas etapas no crescimento e producéo das
proteases por Auricularia delicata DPUA 1625

4.4.1 Cultivo em dois estagios

O sistema de cultivo em duas etapas (Crotti, 1993) foi realizado com finalidade de
verificar a influéncia na producgéo de massa micelial e das enzimas proteoliticas por A. delicata
DPUA 1625, nas condices citadas no item 4.3.3.
4.4.1.1 Estagio |: preparacao do inéculo

No estagio |1 um foi utilizado o inéculo do crescimento cultura significativo, citados

no item 5.1.1. O ind6culo selecionado foi transferido para Erlenmeyer de 125 mL contendo 50
mL GYP, pH 6,4, mantidos a 28 °C, 150 rpm. A influéncia da idade do indculo foi testada no

periodo de quatro e oito dias, simultaneamente.

4.4.1.2 Estéagio ll: producédo das enzimas proteoliticas e massa micelial
Na segunda etapa, a massa micelial obtida no item 4.4.1.1 (Estégio I) foi lavada 10
vezes com agua destilada esterilizada e suspensa em 50 mL de GYP, contendo 0,5% de gelatina,
pH 6,5 e incubada novamente por 4 e 8 dias, a 30 °C. A avaliacdo da producdo de proteases e
biomassa foram realizadas a cada 24 horas. A biomassa foi separada por filtragdo sob vacuo em
papel de filtro Whatman no 1, seguindo as filtrages em membrana de éster de celulose de 0,45
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um (@) e em membrana polietersulfonica de 0,22 um (@), respectivamente. No extrato bruto

foi determinada a atividade proteolitica.

4.5 Determinacdo da atividade quantitativa das proteases

A atividade proteolitica foi determinada quantitativamente segundo metodologia
descrita por Kirsch et al. (2013). Em cada tubo do tipo Falcon foi adicionado 250 pL da solucdo
de azocaseina 1,0% (p/v), em tampéo 0,1M Tris-HCI, pH 7,2 a 150 uL do extrato bruto. A
mistura reacional foi incubada a 25 °C, por uma hora, em cadmara escura. Em seguida, foi
adicionado 1,2 mL de acido tricloroacético 10% (p/v). Essa mistura foi centrifugada a 4 °C,
10.000 xg, por 5 minutos. Em seguida, foram retirados 800 uL do sobrenadante para adi¢cdo em
1,4 mL de NaOH 1M. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade
de enzima capaz de produzir um aumento na absorbancia de 0,01 em uma hora a 440 nm,

expressa em U/mL.

4.5. Caracterizagdo das Proteases
45.1. Determinacdo do efeito dopH e da temperatura na atividade e estabilidade

da protease

Para a determinacédo do pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada a 25 °C em
diferentes valores de pH, utilizando-se as seguintes solu¢des-tampé&o a 0,1 M: acetato de sodio
(pH 5 e 6), Tris-HCI (pH 7 e 8) e glicina-NaOH (pH 9 e 10). A temperatura 6tima foi
determinada pela incubacdo do extrato bruto em diferentes temperaturas (30 °C a 80 °C). Para
determinacdo da estabilidade ao pH, o extrato bruto foi diluido (1:1, v:v) nas seguintes solugdes-
tampdo a 0,1 M: acetato de sédio (pH 5 e 6), Tris-HCI (pH 7 e 8) e glicina-NaOH (pH 9 e 10),
mantido a 25 °C por uma hora. Na estabilidade térmica, o extrato foi incubado em diferentes

temperaturas (30 a 70 °C), por uma hora (Barbosa et al., 2020).
4.5.2. Efeito de inibidores de proteases e ions metélicos na atividade proteolitica

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi investigado utilizando na mistura
reacional, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), &cido etileno-diaminotetracético (EDTA),
acido iodo acético (10 mM) e pepstatina (0,1 mM). Os ions metélicos utilizados foram CacCls,
CuSOg, FeSO4, MgSO4, MnSO4, ZnSO4, Na Cl e KCI (10 mM). As amostras foram incubadas

nas condicdes Otimas de pH e de temperatura (Barbosa et al., 2020).
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4.6 Producédo da biomassa de Auricularia delicata DPUA 1625 em escala ampliada

Com base nos resultados obtidos da atividade quantitativa de proteases (item 4.4) a
producdo da biomassa de A. delicata foi realizada utilizando frascos Erlenmeyer em uma escala
de 100ml, 200ml e 300ml. O meio de fermentacdo foi formulado conforme item 4.2. Neste foi
adicionado inoculo conforme citado no item 4.2.1 a 12% do volume do meio de fermentacéo.
A fermentacdo submersa foi conduzida sob as condi¢es determinadas no item 4.2. Ao término
do processo fermentativo a biomassa foi separada do extrato bruto e desidratada para

quantificacdo e avaliacdo da composicdo centesimal.

4.7 Determinacao da composic¢éo centesimal da biomassa
As analises de composicgdo centesimal do cogumelo foram realizadas no laboratorio de
Tecnologia do Pescado da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, citadas a seguir.
Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulagéo de ar a 60 °C (método

gravimétrico) até obtencdo de peso constante (A.O.A.C, 2006).

Proteina total: determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método
micro Kjeldahl e aplicando o fator de conversao 4,28 [valor adotado para a determinacdo da
porcentagem de proteina para cogumelo, pois é admitido que apenas 70% dos compostos
nitrogenados existentes nesses fungos sejam digeriveis pelo organismo humano
(0,70*6,25=4,38) (Furlani e Godoy,2005).

Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incineracdo do material em mufla a 550
°C-660 °C até obtencao de peso constante (A.O.A.C, 2006).

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 0 somatério das porcentagens de

umidade, proteina, lipidios, cinzas (Latinfoods 2002, Nepa 2006).

Energia: a energia total metabolizavel = (4k de proteina) + (4kcal/g carboidratos totais)
+ (9kcal/g de lipideos), preconizados pelo Latinfoods 2002; Nepa 2006.
4.8 Atividade Prebidtica
Na determinagdo da atividade de compostos com atividade prebiotica, foi utilizado o
extrato bruto selecionado no item 4.4
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4.8.1 Avaliacdo in vitro das propriedades prebidticas do extrato
O extrato selecionado no item 6 foi adicionado ao meio liquido MRS (Agar De Man,

Rogosa e Sharpe) em diferentes concentragdes (0,1%, 0,25%, 0,50%). O meio MRS com
glicose sem o Lactobacillus casei foi o controle negativo. O controle positivo foi 0 meio MRS
liquido com o L. casei. No meio MRS contendo o extrato (10ml) foi inoculado com uma cultura
da cepa probidtica L. casei na concentracdo de 102 células/ml. As solugdes foram incubadas a
37°C por 48h em condicdes aerobias. O crescimento das bactérias foi avaliado a 600 nm, a cada
24 horas (Hoseinifar et al., 2017).
4.9 Analise estatistica

Os dados de todos os experimentos realizados em triplicata foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) utilizando Minitab, versao
19.0.
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Estratégias de cultivo para crescimento de cogumelo gelatinoso e obtencéo
de extrato bruto com atividade proteolitica e prebiotica

RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo desenvolver estratégias in vitro para crescimento de Auricularia
delicata integradando a selecdo de tecnologia para obtencédo de extrato proteolitico com acdo prebidtica.
O crescimento micelial foi avaliado em sete meios de cultura. A producdo de proteases e o crescimento
micelial foram realizados em fermentacdo submersa. A otimizacdo das condicGes de cultivo para a
sintese de proteases foi realizada por cultivo em duas etapas. A atividade prebidtica foi avaliada em
meio Man Rugosa e Sharpe, adicionado de extrato bruto (0,1%, 0,25% e 0,50%). Em BDA+YE (&gar
batata dextrose + extrato de levedura 0,5 %) A. delicata expressou maior densidade micelial. A producéo
significativa de protease (0,21 U/mL) foi determinada no extrato do cultivo em duas etapas. A atividade
prebidtica significativa verificada com o uso de extrato bruto 0,50%. O extrato de A. delicata tem
atividade proteolitica e prebi6tica com importancia para aplica¢do na industria alimenticia.

PALAVRAS-CHAVE: Prebioticos Auricularia delicata, Cultivo em duas etapas, Fermentagdo submersa.

ABSTRACT

This research aimed to develop in vitro strategies for the growth of Auricularia delicata, integrating the selection
of technology to obtain a proteolytic extract with prebiotic action. Mycelial growth was evaluated in seven culture
media. Protease production and mycelial growth were performed in submerged fermentation. The optimization of
culture conditions for protease synthesis was performed by two-stage cultivation. The prebiotic activity was
evaluated in Man Rogosa and Sharpe medium, in addition to crude extract (0.1%, 0.25%, and 0.50%). In PDA+YE
(potato dextrose agar + 0.5% yeast extract), A. delicata expressed higher mycelial density. Significant protease
production (0.21 U/mL) was determined in the extract from the two-stage culture. Significant prebiotic activity
was verified with the use of 0.50% crude extract. A. delicata extract has proteolytic and prebiotic activity with

importance for application in the food industry.

KEYWORDS: Auricularia delicata Prebiotics, Two-stage cultivation, Submerged fermentation, Enzymes.
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1. INTRODUCAO

Produtos alimenticios com propriedades funcionais séo relevantes para o bem-estar e
a prevencao do desenvolvimento de doencas. Os cogumelos comestiveis sao alimentos que vém
se destacando porque contém substancias bioativas com propriedades benéficas a saide humana
(Faraki et al., 2020). A diversidade de cogumelos estd estimada em 140.000 espécies, mas
apenas 10% sao reconhecidas como alimento e fonte de compostos bioativos com propriedades
terapéuticas (Soccol et al., 2017; Faraki et al., 2019).

Entre os macrofungos comestiveis, espécies de Auricularia tém destaque na medicina
tradicional e como alimento funcional (Soccol et al., 2017; Faraki et al., 2019). Esses fungos
crescem tipicamente no tronco das arvores e possuem basidiomas gelatinosos. Em relacdo ao
valor nutricional, sdo constituidos principalmente por carboidratos (66,1%), proteinas (12,5%)
cinzas (3,6%) e lipideos (1,7%). Além desses nutrientes, os cogumelos sdo fontes de
polissacarideos hidrossoluveis, quitina e pectina, que atuam como prebidticos (Bandara et al.,
2017; Faraki et al., 2019; Miao et al., 2020; Santos, 2023).

Os prebidticos sao carboidratos ndo digeriveis de cadeia curta que alteram de forma
benéfica a composi¢do ou 0 metabolismo da microbiota intestinal, estimulando o crescimento
de bactérias probioticas como Bifidobacterium e Lactobacillus. Estudos tém demonstrado que
0s prebioticos de cogumelos utilizados como ingredientes alimentares proporcionam beneficios
a saude do consumidor, atenuam varias doencas e ainda atuam nos mecanismos de
imunorregulacdo da pneumonia pneumocacica, na aterosclerose e nas atividades antitumorais
(Jayachandran et al., 2017; Balakrishnan et al., 2021).

Os métodos tradicionais para producdo de basidiocarpos de espécies de Auricularia
apresentam desvantagens como 0 uso de grandes quantidades de madeiras utilizadas como
substrato, longos periodos de cultivo e alta probabilidade de infeccdo por outros fungos

filamentosos e bactérias (Regis; Gedsel, 2024).

A fermentagdo submersa é vantajosa em relacéo aos processos fermentativos no estado
solido, pois favorece a obtengdo de alto rendimento de biomassa com qualidade consistente,
crescimento rapido e baixos riscos de contaminacdo (Hamza et al., 2024). Além disso, 0s
extratos obtidos da massa micelial de espécies de Auricularia cultivadas em bioprocessos

submersos contém diversos compostos bioativos de importancia industrial como é&cidos
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organicos, carboidratos com propriedades prebidticas e enzimas (Jacob et al., 2020).

As proteases catalisam a hidrdlise de proteinas em aminoacidos e pepetideos. Essas
enzimas continuam predominando no mercado de bioacatalisadores e representam 60% do total
de enzimas comerciais vendidas anualmente (Pawar, Singh & Singh, 2023). Enzimas
proteoliticas sdo amplamente utilizadas em diversas industrias para a producdo de detergentes,
laticinios, alimentos, papel e celulose. A crescente demanda industrial estimula a busca por
novas fontes e o desenvolvimento de bioprocessos eficazes para a producdo de proteases
(Santos et al., 2024).

H4 caréncia de estudos reportando a produc¢do de massa micelial de Auricularia isolada
do bioma amazonico, em fermentacdo submersa, e seu desempenho como fonte de proteases e
atividade prebidtica. Com base nas evidéncias da acdo de compostos bioativos e propriedades
nutracéuticas de espécies de Auricularia, esta investigacdo tem como objetivo desenvolver
estratégias in vitro para crescimento de uma espécie representante desse género, integrando a
avaliacdo da atividade proteolitica e da capacidade para estimular a multiplicacdo de bactéria

prebidtica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cogumelo

Auricularia delicata DPUA 1625, cedida pela Colecdo de Culturas DPUA, da
Universidade Federal do Amazonas-UFAM foi cultivada em &gar batata dextrose (BDA)
suplementado com extrato de levedura (YE) 0,5 % (p/v), pH 5,6, esterilizado a 121 °C, por 15
minutos. Os cultivos foram realizados em placas de Petri e mantidos a 25 °C, na auséncia de

luz, por oito dias (Barbosa et al., 2023).

2.2 Selecdo de meio de cultura solido para obtencéo da cultura inéculo Auricularia
delicata DPUA 1625

Para selecionar um meio de cultivo visando a obtecdo do indculo, o crescimento de A.
delicata DPUA 1625 foi avaliado em sete meios de cultura, pH 5,6, em placas de Petri. (Tabela
1). O crescimento micelial foi observado a cada 24 horas, a 25 °C, na auséncia ou presenca de
luz, durante oito dias. O fundamento base para a selecdo do meio de cultura promissor foi o
método subjetivo: nota 1,0 (micélio fracamente adensado); nota 2 (micélio mediamente
adensado) e, nota 3 (micélio fortemente adensado) (Fonseca et al., 2014; Machado, Martim,
Alecrim, & Teixeira, 2017). O meio de cultura selecionado nessa etapa foi utilizado nos demais
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experimentos.

Tabela 1. Meios de cultura para avaliacdo do crescimento e vigor micelial de Auricularia delicata

DPUA 1625.

Meio de Cultura Sigla
Agar Batata Dextrose BDA
Agar Batata Dextrose+Extrato de Levedura (0,5 %, p/v) BDA+ YE
Agar Sabouraud SDA
Agar Sabouraud + Extrato de Levedura (0,5 %, p/v) SDA+ YE
Agar extrato de malte YM
Agar extrato de malte + extrato de levedura (0,5 %, p/v) YM+YE
Agar peptona e glicose +extrato de levedura (0,5 %, p/v) GYP

Fonte: Autores.

2.3 Producéo de proteases e biomassa de A. delicata DPUA 1625 por fermentagao
submersa

2.3.1 Fermentacéo submersa

Em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50mL de meio GYP (Glicose-Extrato de
Levedura-Peptona (GYP), suplementado com gelatina 0,5% (p/v) foram adicionados 10 discos
miceliais (10 mm @) retirados do cultivo de crescimento micelial significativo. A fermentacédo
foi conduzida a 28 °C, a 150 rpm, por oito dias. Ao término do bioprocesso, a biomassa foi
separada do extrato bruto por filtracdo a vacuo, utilizando papel de filtro Whatman n° 1, de
peso conhecido. O extrato bruto obtido foi filtrado em membranas de éster de celulose 0,45um
(Martim et al., 2017). A biomassa obtida foi utilizada para avaliar o crescimento de A. delicata

DPUA 1625 e, no extrato bruto, foi quantificada a atividade de proteases.

2.3.2 Determinacgéo do crescimento A. delicata DPUA 1625 com base no peso da
biomassa desidratada

A biomassa de A. delicata DPUA 1625 obtida da fermentacao submersa foi lavada trés

vezes em agua destilada, desidratada a 70 °C até obtencao de peso constante (Dong; Yao, 2005).

2.3.3 Determinacdo da atividade proteolitica

A determinacdo da atividade proteolitica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Leighton et al. (1973), utilizando como substrato solucéo de azocaseina 1 % (p/v),
em tampao Tris-HCI pH 7,2. Uma aliquota de 250 pL de azocaseina foi misturada a 150 pL do

extrato enzimatico bruto e incubados na auséncia de luz, a 25 °C, durante 60 minutos. Apds
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este periodo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,2 mL de &cido tricloroacético 10%
(p/v), seguido de centrifugacdo a 4 °C (8.000 x g/5 minutos). Do sobrenadante recuperado foi
retirado 800 pL para homogeneizagdo em 1,4 mL de NaOH 1M. Uma unidade de atividade de
proteases foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir variacdo de

absorbancia igual a 0,1 em 60 minutos a 440 nm.

2.4 Avaliacédo do efeito do cultivo em duas etapas na producgdo de protease e
biomassa por A. delicata DPUA 1625

O sistema de cultivo em duas etapas foi realizado com a finalidade de verificar a
influéncia desse bioprocesso na produgdo de massa micelial e de proteases por A. delicata
DPUA 162, em comparagdo com fermentacdo padrdo realizada em meio GYP, conforme as
citacOes de Crotti (1993).

Na etapa | (pré-cultivo), de cada cultura selecionada, em meio solido, foram
transferidos 10 discos miceliais (10 mm @) para Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml GYP,
pH 6,4. Os cultivos foram mantidos a 28 °C, 150 rpm, durante quatro dias. Na etapa Il
(reinoculacdo), a massa micelial obtida na etapa | foi lavada 10 vezes com agua destilada
esterilizada e adicionada em 50 ml de GYP. O bioprocesso foi conduzido por quatro dias, a
28°C. Ao final de cada bioprocesso foi avaliada a produgdo de massa micelial e de enzimas
proteoliticas. As proteases do extrato com acdo catalitica significativa foram submetidas a

caracterizacao bioquimica

2.5 Caracterizacdo bioquimica das proteases

25.1Efeito dopH e da temperatura na atividade e estabilidade da protease

Para a avaliacdo do pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada a 25 °C
utilizando-se as seguintes solucbes-tampdo a 0,1 M: acetato de soédio (pH 5 e 6), Tris-HCI (pH
7 e 8) e glicina-NaOH (pH 9 e 10). Na determinacéo da estabilidade ao pH, o extrato bruto foi

diluido (1:1, v/v) nas mesmas soluc¢des-tampdo, por uma hora, a 25 °C (Barbosa et al., 2020).

A temperatura 6tima foi determinada pela incubacdo do extrato bruto na faixa de 30 °C
a 80 °C. No teste de estabilidade térmica, o extrato foi incubado nas mesmas condicGes de

temperatura, por uma hora (Barbosa et al., 2020).
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2.5.2 Efeito de inibidores e ions metélicos na atividade proteolitica

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi investigado utilizando fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), acido etileno-diaminotetracético (EDTA), acido iodo acético (10
mM) e pepstatina (0,1 mM). Os ions metélicos utilizados foram CaClz, CuSOa, FeSO4, MgSOs,
MnSQOa, ZnSO4, Na Cl e KCI (10 mM). As amostras foram incubadas nas condi¢des 6timas de

pH e de temperatura, por uma hora (Barbosa et al., 2020).

2.6 Avaliacdo in vitro da propriedade prebiotica do extrato bruto de A. delicata
DPUA 162

A determinagdo da atividade prebiotica foi realizada no extrato bruto obtido do
bioprocesso que favoreceu a sintese a sintese de com atividade proteolitica significativa. Desse
extrato, foram transferidas aliquotas para tubos de ensaio contendo o meio liquido MRS (Man,
Rogosa e Sharpe), nas seguintes concentracfes de 0,1%, 0,25%, 0,50%, totalizando volume
final de 10 mL. Em seguida, foi adicionado como indculo 1ml de suspensdo celular de L. casei
equivalente a 108 células/mL de meio. O meio MRS com glicose sem o Lactobacillus casei foi
utilizado como controle negativo e, como padrao positivo, o cultivo de L. casei em MRS, sem
glicose. Os cultivos foram incubados a 37 °C por 24 h, em condicGes aerdbias. O crescimento

de L. casei foi avaliado a 600 nm (Hoseinifar et al., 2018).
2.7 Andlise estatistica

Os dados de todos os experimentos realizados em triplicata foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) utilizando Minitab, verséo
19.0.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Crescimento micelial radial e vigor micelial de A. delicata DPUA 1625

No presente estudo foi verificado que o crescimento e o vigor micelial de A. delicata
DPUA 1625 foram influenciados pelos meios de cultivo e as condi¢cdes de luminosidade
(Tabela 1). Na auséncia de luz, o valor significativo da VCM (7,70 mm/dia) foi determinado
em MEA, com formagdo de micélio mediamente adensado. Na presenca de luz, a VCM
significativa (7,66 mm/dia) foi verificada em MEA+YE, mas com desenvolvimento de micélio
fracamente adensado. Independente das condi¢cdes de luminosidade, em BDA + YE foi

observada a formacéo de micélio fortemente adensado e, nos meios GYP e BDA também houve
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formacédo de micélio fracamente adensado. Com base nesses resultados, BDA + YE foi 0 meio

de cultura selecionado para obtencdo da cultura in6culo utilizada nos demais experimentos.

Tabela 2. Média da velocidade do crescimento micelial radial e vigor micelial de Auricularia delicata DPUA
1625 cultivada em diferentes meios de cultura, na auséncia ou presenca de luz, durante oito dias.

VCM (MM/DIA)
Meios Auséncia de Luz Presenca de Luz
Cultura Velocidade do Velocidade do
(p/v) crescimento Vigor micelial crescimento Vigor micelial
SAB 6,03 +0,11 %4 | Mediamente adensado 5,06+ 0,05 ¢© Mediamente adensado
SAB+YE 5,70 £ 0,10 @ Fracamente adensado 5,36 £ 0,25 %¢ | Fortemente adensado
GYP 5,06 £0,05¢ Fracamente adensado 5,80+0,10 ¢ | Fracamente adensado
BDA 6,00 £ 0,10 %4 | Fracamente adensado 6,06 £ 0,05¢ Fracamente adensado
BDA+YE 6,30 +0,10°¢ Fortemente adensado 590+ 0,17 % | Fortemente adensado
MEA 7,70 £0,102 Mediamente adensado 6,83 +£0,05° Mediamente adensado
MEA +YE | 6,96 + 0,32° Fracamente adensado 766+055°2 Fracamente adensado

BDA+YE (Agar batata dextrose + Extrato de levedura 0,5%); BDA (Agar batata dextrose); SAB (Agar Sabouraud);
SAB+YE (Agar Sabouraud + Extrato de levedura 0,5%); GYP (Glicose, peptona e extrato de levedura); MEA (Agar Malte);
MEA +YE (Agar Malte + Extrato de levedura 0,5%). VCM (Velocidade de crescimento micelial. MM (milimetro). Letras

Os dados obtidos nesta pesquisa estdo em concordancia com os resultados obtidos por
Nobrega (2022), na investigacao realizada para verificar a viabilidade do crescimento de A.
delicata, em condicGes de laboratério. Xiao et al. (2022), avaliaram a influéncia de diferentes
substratos no crescimento de Auricularia vollosula e detectaram que os meios contendo
maltose, glicose e frutose, ou farelo de soja e extrato de levedura, apresentaram as melhores
taxas de crescimento. Porém, Silva (2022) avaliou o crescimento micelial de Auricularia
auricularia-judae em diferentes meios e verificaram que em BDA o crescimento foi superior
em relacdo aos cultivos em agar malte e substratos suplementados com peptona e extrato de

levedura.

A figura 1A demonstra o resultado significativo do crescimento micelial em MEA e a
figura 1B mostra a colonia expressando massa micelial fortemente adensada em meio BDA+
YE, ambos na auséncia de luz. O vigor micelial comumente tem influéncia do aumento de
carboidratos, aminoacidos e minerais fornecidos pelo substrato. Além disso, in6culos com
elevado vigor micelial melhoram a producdo, qualidade, sabor e a vida de prateleira de
cogumelos (Lu; Bau; Ohga, 2017; Batista et al., 2021).
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Figura 1. Auricularia delicata DPUA 1625 cultivada na auséncia de luz: (A)
crescimento micelial significativo em MEA,; (B) colbnia expressando massa micelial

Fonte: Autores (2024)

Estudos vém sendo realizados para determinar as melhores condi¢des de cultivo de
Auricularia. Nessas investigacOes, os autores também destacam a importéncia nutricional da
biomassa e o valor econdmico das enzimas proteoliticas sintetizadas por cogumelos gelatinosos
(Nobrega, 2022; Xiao et al., 2021). Segundo Barbosa et al. (2020), as diferentes densidades
miceliais observadas estdo relacionadas a qualidade e a concentragdo de nutrientes disponiveis
em cada meio de cultivo, assim como, outros fatores que influenciam no desenvolvimento e
vigor micelial, como pH, temperatura, luminosidade, umidade e oxigenacdo. As espécies de
cogumelos com rapido crescimento e massa micelial densa sdo as indicadas para uso industrial,
porque essas caracteristicas proporcionam a reducdo da colonizacdo de microrganismos
contaminante (Barbosa et al., 2020; Batista et al., 2021).

3.2 Avaliacao do cultivo em duas etapas na producéo protease e biomassa

A. delicata DPUA 1625 sintetizou e excretou proteases em todos 0s bioprocessos
submersos (Tabela 3). Porem, valor significativo de atividade proteolitica (0,21 U/mL) foi
determinado na Etapa Il do cultivo em duas etapas. Na Etapa |, o resultado de atividade
proteasica foi 0,12 U/mL, valor 25% superior aos quantificados no cultivo continuo tradicional
em GYP (Tabela 3). Estes dados estdo em concordancia com os resultados encontrados por
Nobrega (2022), para proteases de A. delicata, recuperadas da fermentacdo em cultivo continuo

tradicional.
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Tabela 3. Efeito do cultivo em duas etapas na atividade de proteases e producdo de
biomassa por A. delicata DPUA1625, em comparag¢do com o cultivo em meio GYP.

Fermentacéo Tempo de Atividade de Biomassa
Submersa fermentacéo Proteases (o)
(dias) (U/mL)
Cultivoem GYP ‘ 8 0,09+0,11° 0,58 +0,31°
Cultivo em duas etapas |
Etapa | | 4 0,12 £0,14° 0,12 +0,03°
Etapa Il | 4 0,21 + 0,00° 1,22 +0,67°

Fonte: Autores (2024)

Quando A. delicata DPUA 1625 foi cultivada no bioprocesso em duas etapas, o
quantitativo de biomassa significativo (1,22 g) foi determinado na Etapa | (Tabela 3). De acordo
com Steffen et al. (2020), o cultivo de fungos em dois estagios visa a otimizar o crescimento e
a produtividade de compostos bioativos por fungos comestiveis e medicinais, assim como, pode
fornecer uma referéncia para a producdo em larga escala. Ferreira (2017), cita que o cultivo em
duas etapas € uma abordagem que continua a evoluir com o avanco da biotecnologia e 0

aumento do conhecimento em relacéo as necessidades fisiologicas dos fungos.

Nesse sentido, os resultados obtidos no presente estudo evidenciam a eficacia do cultivo
em duas etapas como um método inovador e sustentdvel para a producdo de enzimas
proteoliticas e de biomassa por A. delicata DPUA 1625 e pode servir como parametro para a
exploracdo do potencial biotecnoldgico de outras espécies do género Auricularia. Considerando
os resultados obtidos, o extrato bruto obtido na etapa Il do cultivo em duas etapas foi avaliado

quanto as caracteristicas bioquimicas das proteases e ao potencial prebiético.

3.3. Caracterizacao bioquimica das proteases

3.3.1. Efeito dopH e da temperatura na atividade e estabilidade da protease

A figura 2 mostra o efeito do pH na atividade e na estabilidade das proteases de A.
delicata DPUA 1625. As enzimas demonstraram atividade em todas as condi¢Ges analisadas,
mas a acdo catalitica significativa foi determinada em pH 6,0 (Figura 2 A). Nébrega et al.
(2021), verificaram que as enzimas proteoliticas de A. delicata apresentam expressiva acao
catalitica em pH 5,0. Benchaya et al. (2022), verificaram que a atividade proteolitica
significativa de A. clavato flavus foi observada em pH 6,0. Proteases que apresentam atividade
catalitica em pH 6,0 vem sendo utilizadas na producéo de racdo animal, queijos, cerveja, sucos,

molhos e na remocéo da prata contidas em filmes de raios-X (Benchaya et al., 2022).
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Quanto a estabilidade ao pH, as proteases mantiveram atividade catalitica superior a

88,2% na faixa de pH 5,0 a 8,0 (Figura 2 B). Santana et al. (2022), citaram que as proteases de

P. eryngii apresentaram atividade catalitica superior a 50% na faixa de pH 5,0 a 6,0. Machado

et al. (2017), relataram elevada estabilidade as proteases de P. albidus, retendo, em média,
90,30% de atividade entre pH de 5 a 8.

Figura 2. Efeito do pH na atividade (A) e estabilidade (B) das proteases de Auricularia delicata DPUA
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O efeito da temperatura na atividade e na estabilidade proteolitica esta demonstrado na

figura 3. As proteases de A. delicata DPUA 1625 demonstraram atividade 6tima a 60°C (Figura

3A). Estes resultados sdo similares aos reportados por Ndbrega et al. (2021) e Braga et al.

(2020) ao avaliarem a acdo da temperatura na atividade cataliticas das proteases de A. delicata

e de L. villosus, respectivamente.
Fonte: Autores (2024)
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Em relacéo a estabilidade a temperatura, as proteases exibiram maior estabilidade entre

50 °C, retendo, em média, 90,3% de atividade. Em temperaturas mais elevadas foi
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evidenciado decréscimo de acdo proteésica (Figura 3B). Batista et al. (2021) observaram
atividade catalitica de 100% de proteases de L. crinitus na faixa de 40 a 50 °C. Pimenta et al.
(2021) verificaram que as peptidases de P. albidus mantiveram estabilidade de 90% na faixa de
40°C a 60 °C.

3.3.2 Efeito de inibidores e ions metalicos na atividade proteolitica de A. delicata DPUA
1625

O efeito de inibidores e ions metalicos na acdo das enzimas proteoliticas de A. delicata
DPUA 1625 estad demonstrado na tabela 4. Todos os inibidores utilizados afetaram a atividade
enzimatica. Porém, Pepstatina e EDTA reduziram expressivamente a acdo catalitica, causando

inibicdo de 81,85% e 71,60%, respectivamente.

Tabela 4. Efeito de ions e inibidores e ions metalicos na atividade proteolitica de Auricularia delicata

DPUA 1625.
lons metalicos e Inibidores Atividade Residual (%)
Controle 100
Acido lodoacético 45,06
EDTA 28,40
Pepstanina 18,15
PMSF 34,10
CaCl; 64
KCI 68,40
NaCl 55,40
CuSO4 0,0
FeSO4 60,70
MgSO, 45,10
MnSO, 0,0
ZnS04 64,70

Fonte: Autores (2024)

Estes resultados sugerem a presenca majoritaria de aspatico e metaloproteases no extrato
bruto de A. delicata. Pimenta et al. (2021), observaram que EDTA causou a reducédo de
87,25% da atividade enzimatica de P. albidus. Magalhdes et al. (2019) também verificaram a

presenca de metaloproteases no extrato bruto de L. crinitus.

Os ions Cu*? e Mn*? causaram 100% de inibic&o da atividade enzimatica das proteases de
A. delicata. Enquanto, Zn *? e K* reduziu em 64,7% e 68,4% a acdo proteésica (Tabela 4).
Estes dados corroboram com as citacdes de Barbosa et al. (2020) que verificaram inibicao
total das proteases de P. ostreatoroseus na presenca de Mn*2 e Fe*?. Martim et al. (2019)

citaram que Cu*?, K* promoveram discreta inibicdo da acdo proteasica de P. albidus que
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retiveram 91,50% e 87,65% de atividade, respectivamente. Contudo, Pimenta et al. (2021),
observaram que Mn*? causou reducéo de 63,25% da atividade enzimatica de P. albidus.

3.3 Analise centesimal
Na tabela 5 estdo apresentados os resultados da composicdo centesimal da biomassa

desidratada em po6 de A. delicata DPUA 1625. O teor de umidade da biomassa desidratada
significativo de 35,12%.

Tabela 5. Composicdo centesimal da biomassa desidratada de Auricularia delicata DPUA 1625

Biomassa de Auricularia
Parametros delicata
Umidade 3,561+0,7
Cinzas 421+0,01
Lipidios 1,50+0,5
Nitrogénio 4,20 +0,01
Proteinas 18,63 + 0,03
Fibras 16,84 £ 0,05
Carboidratos 56,20 + 0,01
Energia (Kcal/100g) 413,50 £ 0,02

As porcentagens de cinzas (4,21%), proteinas (18,63 %) e lipideos (1,50%) foram
significativas, o teor de proteinas da biomassa de A. delicata, neste estudo, esta dentro do
registrado para o género Auricularia, os valores de energia (413,50 Kcal/100g) se destacaram
significativamente para esta espécie (Tabela 3) (XIAO et al., 2020).

Barbosa et al. (2021), observaram que nos cultivos de P. ostreatoroseus, os resultados de
proteina, lipidios e cinzas, respectivamente, foram inferiores 34,38%, 59,74%, 18,34%,
comparados aos resultados obtidos no cultivo em exocarpo de cupuagu com farelo de arroz.
Jegadeesh et al. (2018) observaram que nos cultivos de Pleurotus var. roseus os valores de
carboidratos foram inferiores (23,07%) em basidiomas maduros cultivados em palha de arroz e
palha Ragi.

Embora apresentem uma variedade nutricional, os cogumelos comestiveis geralmente
contém baixos niveis de lipidios. Varias espécies se destacam por serem ricas em carboidratos,
fibras e proteinas, possuindo até todos os aminodcidos essenciais. A principal funcdo dos
carboidratos € fornecer energia, enquanto as proteinas atuam como os nutrientes fundamentais
para a construcao do corpo (Jesus e Prado, 2023).
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3.4 Atividade prebiotica

Na determinacdo da atividade prebiotica foi utilizado o extrato obtido na Etapa Il do
cultivo em duas etapas, que apresentou atividade proteolitica significativa (Tabela 5). A
atividade prebidtica foi verificada em todas as concentracfes do extrato avaliado e o valor
significativo foi observado na concentracdo de 0,50% (v/v) de extrato.

Tabela 5. Atividade prebidtica do extrato de A. delicata DPUA 1625 obtido no Estagio 11 do
cultivo em duas etapas

Amostras L. casei (Abs)

Extrato Bruto /Meio de | Controle negativo 0,210 £ 0,244 ¢
crescimento Controle positivo 0,860 + 0,894 ¢
0,1% 1,056 + 1,090 ©

0,25% 1,207 +1,240°"

0,50% 1,356 £ 1,390 2

Fonte: Autores (2024)

Sawangwan et al., (2018) verificaram que os extratos de A. auricula continham
expressivos teores de galactose e maltotriose, carboidratos que estimularam o crescimento de
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus plantarum. Além disso, Faraki et al. (2020),
confirmaram que o extrato aquoso de A. auricula estimula o crescimento e a sobrevivéncia de
L. acidophilus. Nasution et al. (2018) constataram o efeito positivo significativo de diferentes

concentragdes de Auricularia polytricha no crescimento de Lactobacillus casei.

O uso dos prebidticos na préatica clinica estd na maioria das vezes relacionado aos
probidticos. Quando usados isoladamente e a longo prazo, estes tém se mostrado 6timos na
diminuicdo de risco de incidéncia de doencas malignas e na manutencao de uma saude sistémica
geral (Dias et al., 2021). Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o extrato de
A. delicata DPUA ¢ fonte de prebidticos que estimulam o crescimento de microrganismos

benéficos a salde humana e possuem aplicabilidade no setor alimenticio.

4. CONCLUSAO

A composic¢do nutricional dos meios de cultivo influencia na velocidade do crescimento
e 0 desenvolvimento da massa micelial de Auricularia delicata DPUA 1625, um cogumelo
comestivel isolado da Amazénia. O cultivo em duas etapas o favorece o crescimento e a
producdo de proteases com caracteristicas bioquimicas promissoras para uso no setor

alimenticio. O extrato proteolitico de A. delicata DPUA 1625 estimula o crescimento de
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Lactobacillus casei. A tecnologia de cultivo em duas etapas se revelou como uma ferramenta
biotecnoldgica promissora para a producao de compostos bioativos sintetizados por cogumelo

gelatinoso.
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6. CONCLUSAO

Os resultados alcangados demonstraram que A. delicata DPUA 1625 cresceu em todos
0s meios sintéticos. O meio que apresentou maior velocidade de crescimento foi agar malte. No
entanto, agar batata dextrose adicionando extrato de levedura 0,5% foi 0 meio promissor com

relacdo ao vigor micelial

A composigéo nutricional dos meios de cultivo influencia na velocidade do crescimento
e 0 desenvolvimento da massa micelial de Auricularia delicata DPUA 1625, um cogumelo
comestivel isolado da Amazonia. O cultivo em duas etapas favorece o crescimento e a producéo

de proteases com caracteristicas bioquimicas promissoras para uso no setor alimenticio

As proteases apresentaram atividade 6tima em pH 6,0 e a 60 °C, classificadas em
aspartoprotease e metaloproteases. A acédo destes biocatalisadores é fortemente inibida por Cu*?
e Mn*2.As enzimas proteoliticas de A. delicata possuem potencial para aplicagdo industrial,

principalmente na industria de alimentos.

O extrato proteolitico de A. delicata DPUA 1625 estimula o crescimento de
Lactobacillus casei. A tecnologia de cultivo em duas etapas se revelou como uma ferramenta
biotecnoldgica promissora para a producdo de compostos bioativos sintetizados por cogumelo
gelatinoso. Dessa forma, evidencia que o cogumelo comestivel A. delicata pode ser utilizado
como, por exemplo, suplemento para enriquecer nutricionalmente produtos alimenticios para

consumo humano.
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