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RESUMO

O aumento da producdo mundial de queijos, a escassez do coalho animal e a rejeicdo de
proteases geneticamente modificadas, incentiva a busca por novas fontes de coagulantes do
leite. Dentre os fungos, os cogumelos tém se destacado como fonte alternativa de peptidases
coagulantes para aplicacdo na industria de laticinios. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar
a sintese de proteases por seis cogumelos do acervo da Cole¢do de Culturas DPUA para
selecionar uma espécie produtora de coagulante com caracteristicas fisico-quimicas para
elaboracdo de queijo. A fermentacdo em meio liquido foi realizada em GYP [(20 g de glicose,
5 g de extrato de levedura, 15 g de peptona/1000 mL de agua)], com 0,5 % de gelatina (p/v). O
macrofungo produtor de proteases com elevada razdo coagulante, em meio liquido, foi
cultivado em residuos lignoceluldsicos amazonicos: serragem de angelim, exocarpos de
cupuacu e tucuma, engaco de banana e semente de acai, suplementados com farelo de arroz. As
atividades proteolitica e coagulante foram determinadas utilizando como substratos azocaseina
1% (p/v) e leite desnatado em po a 10% (p/v), respectivamente. Os parametros que influenciam
a producdo de coagulantes (pH do meio de cultivo, tempo de fermentagéo, tamanho e idade do
indculo) foram avaliados. O coagulante foi caracterizado quanto ao pH e temperatura 6timos,
estabilidade ao pH e a temperatura, e efeito de ions metalicos e inibidores. A citotoxicidade do
coagulante foi avaliada em fibroblastos humanos MRC-5. No queijo elaborado com o
coagulante foi determinada a composicdo centesimal e a microbioldgica. Na fermentacao
submersa, Pleurotus albidus foi o produtor significativo de proteases (34,00 U/mL) e a sintese
dessas enzimas foi estimulada pela idade (10 dias) e volume do in6culo (5%, p/v). As proteases
mostraram atividade 6tima em pH 5 a 60°C, estabilidade em pH (5-8), temperatura de 30°C até
60°C, sendo classificadas como cisteino e serinoproteases. O coagulante de Pleurotus albidus
expressou razdo coagulante de 21,60 com méaxima atividade a 60 °C, pH 6. Acido iodoacético
inibiu significativamente a atividade coagulante, sugerindo maior quantitativo de
cisteinoproteases. As enzimas de Pleurotus albidus ndo apresentaram toxicidade contra
fibroblastos humanos (MRC5). Em matriz sélida, Pleurotus albidus cultivado em semente de
acai e farelo de arroz (90:10, p/p) produziu protease com elevada razdo coagulante (14,58),
formacdo de soro abundante e forte coagulacdo. As condi¢cdes ideais para producdo do
coagulante foram: indculo (10 dias de idade), meio de cultivo pH 6, tamanho do in6culo (2,5%,
p/v) e idade do in6culo 10 dias. O coagulante exibiu méxima atividade em pH 5, a 55 °C, com
estabilidade até 45 °C, sendo inibido por acido iodoacético. O quejo elaborado apresentou
umidade (55%), lipidios (20%), proteinas (18%) e atendeu aos padrBes microbiolégicos
exigidos pela legislacdo brasileira. Pleurotus albidus é uma fonte de coagulante que pode ser
aplicada na industria de laticinios, em especial na fabricacdo de queijo.

Palavras-Chave: proteases coagulantes, fermentacéo, residuos, laticinio.



ABSTRACT

The increase in world cheese production, the scarcity of animal rennet, associated with the
rejection of genetically modified proteases, encourages the search for new sources of milk-
clotting enzymes. Among fungi, edible mushrooms have stood out as alternative sources of
peptidases that can be used as milk-clotting. This research aimed to evaluate the synthesis of
proteases by six edible mushrooms from DPUA Culture Collection and select a milk-clotting
producer species with physicochemical characteristics for cheese production. The submerged
fermentation was carried out in GYP medium (glucose, yeast extract and peptone) with 0.5%
(w/v) of gelatine. The edible mushroom that produced proteases with higher coagulant ratio in
the liquid medium was cultivated in Amazon agroindustrial wastes as substrate: angelim
sawdust, cupuacu, exocarp of tucumd, banana leaf and acai seeds, supplemented with rice bran.
The proteolytic activity was determined using 1% (w/v) of azocasein as substrate and the
determinination of milk-clotting activity was used 10% (w/v) of skimmed milk solution as
substrate. Some parameters were used to evaluate the influence of milk-clotting enzymes
production (pH of the culture medium, fermentation time, size and age of the inoculum). The
enzymes were characterized according to optimums pH and temperature, pH and temperature
stabilities, and effect of metallic ions and inhibitors. The cytotoxic effect of the selected
mushroom crude extract was evaluated in human MRC-5 fibroblast. The analysis of centesimal
and microbiological composition was determined in the elaborated cheese. In submerged
fermentation conditions, Pleurotus albidus was the best protease producer (34.00 U/mL) and
the synthesis of theses enzymes were stimulated by culture age (10 days) e inoculum volume
[5% (p/v)]. The enzymes showed optimum activities at pH 5 and 60°C, with stabilies at pH 5
to 8 and 30°C to 60°C, being classified as cysteine and serine proteases. The milk-clotting
enzymes from Pleurotus albidus expressed the highest coagulant ratio (21.60) with maximum
activity at 60 °C and pH 6. lodoacetic acid was the inhibitor of higher action in the proteolytic
activity suggesting the presence of cysteine proteases. Pleurotus albidus milk-clotting enzymes
showed no toxicity against human fibroblasts (MRC5). In the solid fermentation, Pleurotus
albidus presented high enzyme production in the mixture composed by acai seeds and rice bran
(90:10, w/w). The milk-clotting enzymes demonstrated coagulant ratio of 14.58, abundant whey
formation and strong coagulation in milk solution. The best conditions to milk-clotting enzymes
production were: inoculum with 10 days of age, culture medium at pH 6 and inoculum size of
2.5% (p/v). The enzymes exhibited maximum catalytic activity at pH 5 and 55 ° C with stability
until 45°C. They were completely inhibited by iodoacetic acid. The cheese produced with
Pleurotus albidus milk-clotting enzymes as coagulant agent demonstrated contents of moisture,
lipid and protein of 55%, 20% and 18%, respectively. The microbiological analysis showed that
the cheese was under the standards required by Brazilian legislation. Pleurotus albidus is a
potential source of coagulant that can be applied in dairy industry, especially in the manufacture
of cheese.

Keywords: coagulant proteases, fermentation, residues, dairy.
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1. INTRODUCAO

As proteases representam um grupo fundamental de enzimas devido a diversidade de
suas funcdes fisioldgicas e aplicagdes biotecnoldgicas. Estes biocatalisadores sdo utilizados na
indastria farmacéutica, médica, de alimentos e em processos de biorremediacdo
(SRILAKSHMI et al., 2015).

A demanda por proteases com especificidade e estabilidade em vastas faixas de pH,
temperatura e em presenca de ions metalicos, tensoativos, solventes organicos e oxidantes tem
estimulado a busca de novas fontes enzimaticas, em especial, as de origem microbiana. (NAIR;
GEETHU, 2015).

Os fungos representam uma fonte potencial de proteases, devido a sua ampla
diversidade bioquimica, susceptibilidade para a manipulacdo genética, alta produtividade, e
sendo extracelulares sdo facilmente recuperaveis a partir do meio de fermentacdo (CASTRO;
NISHIDE; SATO, 2014).

As peptidases sdo produzidas tanto por fermentacdo submersa quanto por fermentacéo
em matriz s6lida. Devido a semelhanca ao habitat natural dos fungos o cultivo em estado sélido
é considerado o metodo mais apropriado para o crescimento desses organismos. Além disso,
caracteristicas como simplicidade, altos rendimentos, custo reduzido, obtencdo de elevadas
concentragcdes enzimaticas e utilizacdo de residuos agricolas tornam a fermentacdo em matriz
solida mais atraente que o cultivo em meio submerso (SOUZA et al., 2015). Na Amazonia,
exocarpo de cupuacgu e semente de acai tém sido utilizados como substratos para producao de
enzimas proteoliticas de cogumelos pertencentes aos géneros Pleurotus e Lentinus, por
fermentacdo em matriz sélida (FONSECA et al., 2014; MACHADO et al., 2016).

Proteases coagulantes do leite podem ser obtidas de fontes animais, vegetais e
microbianas. A falta de coalho suficiente para atender a crescente demanda da producédo de
queijo tem incentivado o desenvolvimento de pesquisas para identificar novas fontes de
proteases coagulantes do leite (JACOB et al., 2011; SHAMTSYAN et al., 2014). Dentre o0s
fungos, os cogumelos tém se destacado como produtores de proteases. Contudo sdo escassos 0S
estudos reportando a producao de coagulante por cogumelos comestiveis com caracteristicas
bioguimicas ideais para aplicacdo na industria de laticinios, em especial em processos de

coagulacéo do leite e fabricacdo do queijo (ERJAVEC et al., 2012).
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O Brasil apresenta grande potencial para a producdo de novos extratos enzimaticos
microbianos, considerando a elevada quantidade e variedade de produtos naturais, uma vasta
biodiversidade microbiana a ser explorada, para aplicacdo imediata, ou ap6s melhoramento
genético, visando a producdo de enzimas por processos fermentativos, transformando residuos
em produtos de valor agregado (ZIMMER et al., 2009).

Diante do exposto, considerando o potencial dos cogumelos como fonte de enzimas e
a disponibilidade de residuos agroindustriais, este estudo teve como objetivo encontrar uma
fonte alternativa de protease coagulante com propriedades fisico-quimicas adequadas para uso
na fabricacdo de queijo, particularmente regional como forma de reduzir 0s custos do processo

e do produto final.

14



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteases

As proteases, também chamadas peptidases ou proteinases, constituem um grupo de
enzimas que catalisam a hidrdlise de proteinas em peptideos. Estes biocatalisadores podem ser
classificados de acordo com seu mecanismo de acéo, condigdes étimas de pH e aminoécidos
presentes no sitio ativo (BACH et al., 2012).

Em relacdo ao mecanismo catalitico as proteases sdo classificadas em exopeptidases
quando atuam nas extremidades das cadeias polipeptidicas, clivando ligacGes peptidicas N- ou
C-terminal. As proteases classificadas como endopeptidases agem nas ligacdes peptidicas
internas das cadeias protéicas, constituindo o grupo de maior importancia industrial (JOSHI;
SATYANARAYANA, 2013).

Outra forma de classificacdo das proteases leva em consideracdo a faixa de pH de
atuacdo da enzima, diferenciando-as em &cidas, neutras ou alcalinas. As &cidas incluem,
principalmente as aspartatoprotease que apresentam atividade na faixa de pH de 2 a 6. As
proteases neutras demonstram atividade na faixa de pH entre 6 e 8, sendo representadas,
principalmente pelas, cisteinoproteases, metaloproteases e serinoproteases. As proteases
alcalinas apresentam maior atividade em pH entre 9 e 11 e incluem, principalmente as
serinoproteases (SINGHAL; NIGAM; VIDYARTHI, 2012; INACIO et al., 2014).

Baseado nos aminoécidos e metais presentes no sitio ativo, as proteases podem ser
classificadas em seis grupos principais: serinoprotease (serina), cisteinoprotease (cisteina),
aspartatoprotease (acido aspartico), metaloprotease (ions metalicos), treoninoprotease
(treonina) e glutaminoproteases (acido glutamico) (LI et al., 2013).

A evolucdo organica no sitio catalitico demonstrada pelo grupo das proteases foi uma
ferramenta que contribuiu para que essas enzimas participassem de diferentes reacdes
bioguimicas (ERJAVEC et al., 2012). Essa caracteristica foi fundamental para a ampla
utilizacdo das proteases em diferentes setores industriais, pois varias reacdes bioquimicas
podem ser catalisadas por esse grupo de enzimas (SUGANTHI et al., 2013).

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais,
representando 65% do mercado global e sdo amplamente utilizadas na producdo de queijos,
amaciamento de carnes, producdo de hidrolisados protéicos, em produtos de panificacédo,

elaboracdo de detergentes, formulagdes médicas, beneficiamento do couro e da seda, tratamento
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de &guas residuais e na recuperacdo da prata (VIJAYARAGHAVAN et al., 2014; BANO;
DAHOT; NAQVI, 2016).

A ocorréncia de proteases em todos 0s organismos vivos indica o seu importante papel
nas fungdes metabdlicas e reguladoras essenciais em muitos processos biologicos. As proteases
catalisam a hidrolise de proteinas em peptideos e aminoacidos para subsequente absorcdo,
contribuindo para o crescimento e proliferacdo celular. Esses biocatalisadores também regulam
atividade de muitas proteinas, modulam as interacdes proteina-proteina e contribuem para a
geracdo e transducédo de sinais de amplificacdo molecular. A regulacdo da expressdo génica, a
replicacdo de DNA, o transporte de proteinas e diferenciacdo celular também estdo relacionados
com a agdo das proteases (SABOTIC; KOS, 2012).

Dentre as fontes de peptidases, 0s micro-organismos sdo considerados excelentes
produtores de enzimas devido ao elevado rendimento de proteases purificadas e a sua ampla
gama de propriedades bioquimicas e cataliticas. Além disso, as enzimas produzidas por micro-
organismos s@o geralmente extracelulares, facilitando sua recuperacéo no final do bioprocesso
(ORTIZ et al., 2016). Muitas espécies de micro-organismos sdéo comumente reconhecidas como
GRAS (Generally Regarded As Safe) (MUSHTAQ et al., 2015), por isso séo investigados para

aplicacdo na industria de alimentos, inclusive quanto a producéo de proteases coagulantes.

2.2 Leite

O leite € uma emulséo de gorduras em agua estabilizada por uma disperséo coloidal
de proteinas. Este alimento possui alto valor bioldgico, pois fornece aos mamiferos, nutrientes
como, proteinas, lipidios, glicidios, minerais e vitaminas que Sdo essenciais para 0
desenvolvimento animal. Além disso, as caracteristicas do leite influenciam no rendimento, nos
beneficios nutricionais e nas propriedades estruturais e fisico-quimicas de seus produtos
derivados (YE, 2011). Segundo Sabahelkhier et al. (2012) a composic¢do quimica do leite das
espécies de mamiferos é influenciada por fatores genéticos, fisioldégicos e nutricionais, além

das condi¢cdes ambientais (Quadro 1).
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Quadro 1. Composicdo quimica de diferentes tipos de leite.

Tipo de leite Proteina (%) Lactose (%) Lipidios (%) Cinza (%) Umidade (%)
Humano 1,25 6,95 3,20 0,21 88,25
Cabra 3,30 4,40 3,90 0,70 88,00
Camelo 2,95 4,30 3,60 0,75 88,35
Vaca 3,40 4,80 3,75 0,71 87,23
Ovelha 6,35 5,00 6,90 0,85 80,70

Fonte: Sabahelkhier et al. (2012).

As proteinas do leite fornecem célcio, fésforo, aminoacidos, imunoglobulinas, para o

recém-nascido. Estes biocompostos sao distribuidos em duas grandes classes, as caseinas que

representam 80% das proteinas do leite e as proteinas do soro que correspondem aos 20%

restantes do contetido proteico. As caseinas consistem de quatro proteinas principais: asl as2,
B e k-caseina, representando 15%, 4%, 11%, 4%, respectivamente (LIVNEY, 2010).

A B-lactoglobulina é peptideo presente em maior concentracdo do soro (45% a 57%),

representando 3,2 g/L no leite bovino. Ja a a-lactaloumina, em termos quantitativos € o segundo
peptideo do soro (15% a 25%) do leite bovino (SGARBIERI, 2005). Os porcentuais dos valores

das proteinas que constituem diferentes tipos leite podem variar em funcdo da raga dos animais,

daracdo fornecida e do pais de origem (BITTANTE et al., 2012). No quadro 2 estd demonstrado

0 contetdo proteico do leite bovino.

Quadro 2.

Principais proteinas do leite bovino.

Proteinas Quantidade no leite (g/L)

CASEINAS 24-28
Ois1 12-15
Ols2 3-4
B 9-11
K 3-4
PROTEINAS DO SORO 5-7
B-lactoglobulina 2-4
a-lactoalbumina 1-1,5
Albumina sérica 0,1-0,4
Imunoglobulinas 0,6-1,0
Lactoferrina ~0,1
PROTEINAS DAS MEMBRANAS DOS ~0,4
GLOBULOS DE GORDURA

Total de proteinas do 18I (U0) ....ccvevveveieieie et et 30-35

Fonte: Livney (2010).

As caseinas (CN) sdo fosfoproteinas insoltveis em pH 4,6 que além da funcédo

nutricional, auxiliam no transporte de célcio pelo epitélio mamario sem provocar calcificacao.
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Essas proteinas estdo presentes no leite na forma de estruturas coloidais - micelas —
que tem como funcdes: fluidizar as moléculas de CN, solubilizar calcio e fosfato, além de serem
responsaveis pela estabilidade térmica do leite (FARRELL et al., 2006; FOX; BRODKORB,
2008). Na industria de laticinios as CN sdo 0s componentes mais importantes do leite porque
influenciam nas caracteristicas sensoriais, nutricionais e na textura de produtos lacteos, como o
leite liquido, o queijo e o iogurte (DE KRUIF et al., 2012).

Muitos modelos de estruturas micelares tém sido propostos, mas ainda séo
considerados imprecisos. O consenso € que a estrutura interna da micela de CN seja formada
principalmente por asi, asz, B-CN e nanoparticulas de fosfato de célcio coloidal. Contudo a «-
CN esté localizada preferencialmente na superficie micelar (DALGLEISH, 2011).

Dentre os modelos de estrutura micelar que sdo aceitos pela comunidade cientifica
destaca-se o proposto por Walstra (1999) (Figura 1). Nesse modelo a micela possui formato
esférico e sua superficie ndo se apresenta lisa. A micela é formada de subunidades menores,
denominadas submicelas, constituidas principalmente por caseina. As submicelas permanecem
ligadas por aglomerados (clusters) de fosfato de célcio que servem como “cimento’ para manter
as submicelas ordenadas. As submicelas se agregam até a formacdo completa da micela, em
que a k-caseina se posiciona na superficie. A porcdo C-terminal da k-caseina projeta-se para
fora da micela formando uma camada esponjosa que previne a agregacdo de mais submicelas,
finalizando o crescimento micelar, e € também responsavel pela estabilidade da micela contra
floculacéo no leite devido a repulsdo eletrostatica e impedimento estérico (WALSTRA, 1999;
SGARBIERI, 2005).

O elevado teor de prolina torna as estruturas secundarias ou terciarias das CN pouco
organizadas. 1sso explica a estabilidade destas proteinas contra desnaturacdo pelo calor, porém
torna-as mais susceptiveis a proteolise. As regides polares e apolares das cadeias peptidicas da
CN néo sdo uniformemente distribuidas, conferindo-lhes uma estrutura anfifilica (DE KRUIF;
GRINBERG, 2002).
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)’-"’x’: Cadeia peptidica saliente

Fosfato de calcio

Figura 1. Corte transversal da micela de caseina no modelo de submicelas
Fonte: Walstra, 1999

Os conteudos de prolina e de fosfato, constituem a base para a capacidade de caseinas
formarem micelas. Os grupos fosfato sdo esterificados nas caseinas via o grupo hidroxila da
serina. Estes residuos de fosfoserina se ligam ao calcio, que por sua vez se unem ao fosfato de
calcio coloidal. Estas ligacdes contribuem para unir as caseinas e formar as micelas. As
concentracdes de proteinas e célcio geralmente encontradas no leite causam a precipitacdo de
as1-CN, asz-CN, e B-CN pela ligacdo do célcio aos residuos de fosfoserina (HALLEN, 2008).

A «-CN, no entanto possui apenas um grupo fosfoserina, tornando-a insoltvel ao célcio,
0 que permite sua interacdo e consequente estabilizacdo das outras caseinas para dar inicio a
formacdo de micelas e propiciar um estado coloidal estavel (FARRELL et al., 2006).

O interesse na caseina micelar mantém-se constante ao longo dos anos, e pesquisas
sobre o assunto continuam a ser realizadas, uma vez que muitas das propriedades
tecnologicamente importantes do leite, por exemplo, a cor branca, a estabilidade ao calor, ao
etanol e a coagulacao pelo coalho séo devidos as propriedades das micelas de caseina (FOX;
BRODKORB, 2008).

2.3 Processo de coagulacéo do leite

Dentre os derivados do leite o queijo se destaca como um dos produtos mais
consumidos no mundo. Este produto lacteo constitui uma boa fonte de proteina, vitaminas e
minerais, particularmente de célcio e de fésforo, que sdo componentes essenciais na
alimentacdo humana. O queijo pode ser consumido como o componente principal de uma

refeicdo, como sobremesa, como lanche, como condimento, ou como ingrediente alimentar.
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Apesar de existirem mais de 500 tipos de queijo, novas variedades continuam a ser
desenvolvidas para atender a demanda por alimentos saudaveis (EL-BAKRY; SHEEHAN,
2014).

O coalho é um complexo enzimatico, constituido por uma mistura de enzimas
proteoliticas, que tem sido utilizado na industria de queijos ha muitos anos. Por definicdo o
coalho é o extrato obtido do abomasso de jovens vitelos abatidos, sendo constituido
principalmente por quimosina (E.C 3.4.23.4) e pepsina (E.C 3.4.23.1). A quimosina representa
mais de 90% do rendimento total de enzima extraida do estbmago de bezerros jovens, porém
no animal adulto tende a desaparecer, enquanto a concentracdo de pepsina aumenta (ANDREN,
2011).

A quimosina bovina continua sendo considerada como coagulante padrdo, devido a
sua alta especificidade para clivar a ligacéo fenilalanina (105) e metionina (106) da k-caseina o
que resulta em uma alta razdo entre a atividade coagulante e a atividade proteolitica
(HAYALOGLU et al., 2014; CORRONS et al., 2012). Coalhos microbianos sao proteinases
asparticas derivadas de fungos ou fontes bacterianas, tais como Rhizomucor pusillus, R. miehei,
Endothia parasitica, Aspergillus oryzae e Irpex lactis, e tem especificidade comparavel com a
quimosina, mas com maior estabilidade térmica (MAZORRA-MANZANO et al., 2013).

Quimosinas recombinantes obtidas de fungos e bactérias tém sido utilizadas em escala
comercial para fabricacdo de queijos. As proteases coagulantes de R. miehei tém sido expressas
em A. oryzae e a quimosina de bezerro foi adicionada geneticamente em espécies de
Kluyveromyces lactis, A. nidulans, A. niger e Trichoderma reesei (PANAYOTOV et al., 2013;
YEGIN; DEKKER, 2013). A protease aspartica de P. ostreatus expressa em Pichia pastoris
exibiu elevada atividade coagulante, conforme relatado por Yin et al. (2014).

A qualidade de enzimas utilizadas na fabricacdo de queijo influencia na
biotransformacdo dos componentes do leite e no processo de formacéo do coalho, determinando
as propriedades organolépticas do produto lacteo acabado (ABDELGAWAD et al., 2014).

A coagulacdo enzimatica do leite, que é uma etapa fundamental no processo de
fabricacdo de queijos, pode ser dividida em etapas. A primeira etapa a ser executada é a
desestabilizacdo da estrutura micelar das caseinas do leite, por enzimas proteoliticas
coagulantes. Neste processo a quimosina cliva a k-caseina especificamente entre as unidades

de fenilalanina (105) e metionina (106), resultando em duas fracGes, a para-k-caseina insoluvel
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que permanece associada a micela de caseina, e um caseinomacropeptideo (CMP) soluvel que
se difunde no soro do leite (YEGIN et al., 2011).

Na etapa ndo enzimatica, a k-caseina perde a capacidade de estabilizar a estrutura
micelar e as fracdes a e  precipitam, na presenca de célcio, formando o paracaseinato de calcio.
O célcio ajuda na coagulacao por criar condi¢Ges isoelétricas e por agir como uma ponte entre
as micelas. A coagulagdo se d& quando aproximadamente 86% da k-caseina foi hidrolisada.
Esta fase é sensivel a temperatura, pH do meio e concentragio de ions Ca** (BADGUJAR;
MAHAJAN, 2014; THORN et al., 2015).

Os requisitos para a selecdo de novas fontes de proteases coagulantes sdo as
propriedades enzimaticas especificas que devem ser semelhantes aos da enzima padréo, a
quimosina, ou seja, devem apresentar elevada atividade de coagulacao do leite e baixa atividade
proteolitica, que poderia resultar na proteolise inespecifica de caseina. Um dos principais
indices utilizados na selecdo de novas proteases coagulantes é a razdo coagulante, entre a
atividade coagulante e a proteolitica (SHAMTSYAN et al., 2014).

2.4 Fontes de enzimas coagulantes

A atividade coagulante representa a especificidade da atividade proteolitica, ou seja,
esta relacionada com a clivagem da ligacdo fenilalanina (105) - metionina (106) da caseina. Ja
a atividade proteolitica envolve a hidrolise inespecifica de qualquer ligacdo peptidica da caseina
que o coagulante possa apresentar. Portanto, o valor da razdo coagulante deve ser sempre alto
para que ndo ocorra protedlise inespecifica excessiva durante a producdo de queijos, formacao
de estruturas de gel fracas, alta perda de proteina/gordura para o soro e baixo rendimento de
matéria seca nos queijos (CIPOLAT-GOTET et al., 2012; BARSTING et al, 2014).

As proteases coagulantes podem ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e
microbianas (Quadro 3). A elevacdo da producdo mundial de queijo, a escassez e o elevado
preco do coalho tradicionalmente extraido de bezerros, a rejeicdo das proteases geneticamente
modificadas e alteracdo do estilo de vida dos consumidores tem incentivado a busca por novas
fontes de enzimas, destacando-se o interesse por coagulantes microbianos (EL-BAKY et al.,
2011; LEITE JUNIOR; TRIBST; CRISTIANINI, 2014; WANG et al., 2015).
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Quadro 3. Fontes de proteases coagulantes.

Fontes

Referéncias

VEGETAIS

Actinidia deliciosa

Grozdanovic et al. (2013)

Artocarpus altilis

Soares et al. (2015)

Balanites aegyptiaca

Beka et al. (2014)

Bromelia hieronymi

Bruno et al. (2010)

Calotropis procera

Oseni; Ekperigin (2013)

Citrus aurantium

Mazorra-Manzano et al. (2013)

Cryptostegia grandiflora

Freitas et al. (2016)

Cucumis melo

Mazorra-Manzano et al. (2013)

Cynara scolymus

Esposito et al. (2016)

Euphorbia nivulia

Badgujar; Mahajan (2014)

Ficus religiosa

Kumari et al. (2012)

Helianthus annuus

Assia et al. (2016)

Zingiber officinale

Gagaoua; Hoggas; Hafid (2015)

ANIMAIS

Bubalus bubalis

Ahmed et al. (2013)

Camelus dromedarius

Saliha et al. (2011)

Capra hircus

Kumar et al. (2006)

Crustaceans Munida

D’ Ambrosio et al. (2003)

MICROBIANAS

Bactérias
Bacillus licheniformis Ahmed; Helmy (2012)
Bacillus sp. Lemes et al. (2016)

Bacillus stearothermophilus

Ahmed et al. (2016)

Bacillus subtilis

Narwal et al. (2017)

Paenibacillus spp.

Hang et al. (2016)

Pediococcus acidilactici

Imdakim et al. (2015)

Fungos
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)

Rhizomucor miehei

Hayaloglu; Karatekin; Gurkan (2014); Foda et al. (2012)

Rhizomucor nainitalensis

Khademi et al. (2013)

Rhizopus microsporus

Sun et al. (2014)

Rhizopus oryzae

Kumar et al. (2005)

Thermomucor 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)

Pleurotus ostreatus

Yin et al. (2014); Lebedeva; Proskuryakov (2009)

Schizophyllum commune

Okamura-Matsui et al. (2001)

Termitomyces clypeatus

Majumder; Banik; Khowala (2015)
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As preparacgdes enzimaticas oriundas de plantas apresentam alta atividade proteolitica
originando peptideos de cadeia curta em grande quantidade, condicdo que interfere na textura
e no sabor do queijo e, por isso, sdo considerados inadequados para serem utilizados na industria
de laticinios (GROZDANOVIC; BURAZER; GAVROVIC-JANKULOVIC, 2013).

Entre as diversas fontes de protease, espécimes de cogumelos (Figura 2) representam
uma fonte alternativa dessas enzimas devido ao comportamento fisioldégico, entre outros
fatores, como o padréo de crescimento e adaptacdo em diferentes condi¢fes de cultivo. Em
escala laboratorial ou em processos industriais, enzimas hidroliticas extracelulares, como as
proteases sdo obtidas por fermentacdo em meio liquido ou em matriz sélida e recuperadas no
final do bioprocesso (GUPTA et al.,, 2008; NAKAMURA et al., 2011). Estes aspectos
associados ao fato dos fungos serem fontes renovaveis de compostos bioativos determinam a

preferéncia por esses biocatalisadores aqueles de origem animal e vegetal (ORTIZ et al., 2016).

Figura 2. Agaricus vidoceosquamulosos: A- Basidioma; B- Lamelas; C- Basidio, corado com azul de lactofenol
(aumento de 400x); D- Basidiosporos corados com reagente de Melzer (aumento de 400x).
Fonte: préprio autor

2.5 Queijo Minas frescal

A Portaria N° 352 de 1997 e a Instru¢do Normativa n ° 04 de 2004 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) definem o queijo Minas frescal como como “o
queijo fresco obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou nio com acio de bactérias lacticas especificas. E
classificado um queijo semi-gordo, de muito alta umidade que deve ser consumido fresco”
(BRASIL, 2004).

O queijo minas frescal é um produto lacteo genuinamente brasileiro, sendo o quarto
tipo de queijo mais consumido no Brasil. O quantitativo de lipidios do queijo minas frescal
tradicional é inferior ao de outros queijos, como o requeijdo cremoso, o prato e o mucarela,
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justificando a expansdo de seu consumo entre os brasileiros que buscam alimentos mais
saudaveis (SPADOTI et al., 2016).

O processo de elaboragdo do queijo minas frescal é relativamente simples e sdo
utilizados equipamentos tradicionais, caracteristicas que contribuem para o aumento do nimero
de industrias produtoras deste derivado do leite. No comércio, o queijo minas frescal é vendido
em formato cilindrico, pesando de 0,3 kg a 5 kg (MAGENIS et al., 2014).

Pequenos e médios empresarios se destacam com o0s principais produtores de queijo
Minas frescal. Devido ao elevado contetdo de umidade, auséncia de conservantes quimicos,
falta de boas préaticas de fabricacdo e manipulacdo intensa, pesquisas tém demonstrado a
ocorréncia de elevada contaminagdo microbiana que resultam em intoxicagoes e infecgdes aos
consumidores (PINTO et al., 2011; MARTINS; REIS, 2012; VINHA et al., 2016; GARCIA et
al., 2017).

Estudos tém demonstrado diferencas na composicéo fisico-quimica e nutricional de
queijos Minas frescal produzidos no Brasil (RICARDO et al., 2011; MAGENIS et al., 2014;
OLIVEIRA; SILVA; PASCOAL, 2014; SANTOS et al., 2015). As variacOes observadas na
composicao centesimal de queijos Minas frescal ocorrem devido a diferengas no processamento
industrial relacionadas com a ndo padronizacdo dos fermentos, da utilizacdo de diferentes
temperaturas de coagulacdo do leite e a utilizacdo ou ndo de prensagem da massa coagulada
(BRIGIDO et al., 2004).

2.6 Processos fermentativos

Um processo importante para obtencdo de diversos bioprodutos continua sendo a
fermentacdo. Neste bioprocesso acompanha-se o desenvolvimento do micro-organismo e a
recuperacdo de diversos produtos, tais como biomassa, vitaminas, hormdnios, pigmentos,
enzimas, biosurfactantes e biopesticidas (RAJORIYA; GUPTA, 2016).

A fermentacdo semissdlida (FSs), ou em matriz sélida, é definida como o processo
fermentativo que envolve a utilizacdo de uma matriz s6lida em que ha auséncia ou baixa
quantidade de agua livre, no entanto, o substrato deve conter umidade suficiente para a
manutencdo do crescimento e do metabolismo do micro-organismo (SINDHU et al., 2015).

A FSs simula as condices de vida reais de fungos, constituindo um dos processos
biotecnoldgicos mais antigos utilizados na obtencdo de bioprodutos. Este processo tem sido
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utilizado na producdo de enzimas, metabdlitos, esporos e biomassa. No entanto, a aplicacéo
industrial de FSs ainda sofre devido a dificuldade de recuperagdo e purificacdo do produto
devido a heterogeneidade dos meios de fermentacgdo, dificuldade de producdo de biocompostos
em larga escala, perdas da enzima nos residuos solidos e a necessidade de longos periodos de
fermentacdo (UZUNER; CEKMECELIOGLUA, 2015).

Embora jé existam diversos formatos de fermentador, ainda ha dificuldade de separar
completamente o micélio dos substratos sélidos, a determinacdo direta da biomassa do fungo
tem sido estimada por métodos indiretos como, mudancas nos constituintes de biomassa
(quitina, glucosamina e ergosterol), variacdo de peso seco, bem como anélise digital de imagens
(ZHANG et al. 2013).

O método de fermentacdo submersa (FSm) tem sido utilizado com éxito para a
producdo de varios metabdlitos. Uma das principais vantagens de cultivos submersos é a base
tecnoldgica bem estabelecida para escalonamento de processos a nivel industrial, devido ao
controle de pH, temperatura, oxigénio e disponibilidade de nutrientes. Outra vantagem é que a
recuperacdo do produto é mais simples o que facilita as etapas posteriores de purificagdo do
bioproduto. A reprodutibilidade dos cultivos submersos muitas vezes ndo é contestada pela
heterogeneidade do meio de fermentacdo, uma vez que na maior parte utiliza fontes de carbono
e nitrogénio soluveis (HANSEN et al., 2015).

Para obtencdo de peptidases coagulantes produzidas por fungos filamentosos, tanto a
FSs como a FSm sdo bastante empregadas. A producdo de protease acida por Rhizopus oryzae
em FSs utilizando farelo de arroz como suporte foi relatada por Kumar et al. (2005). A enzima
foi purificada, caracterizada e demonstrou elevada atividade coagulante (760U/mL).

Vishwanatha et al. (2010) estudaram a producéo de proteases coagulante por A. oryzae,
utilizando FSs. Os resultados demonstraram que a enzima purificada apresentou elevada
atividade coagulante, baixa atividade proteolitica e pouca estabilidade térmica, reforcando a
utilidade potencial da enzima como um substituto para o coalho de vitelo na fabricacdo do
queijo.

Yegin et al. (2010) investigaram as condicdes de crescimento de Mucor mucedo em
cultivo submerso para avaliar a producdo de proteases coagulantes. A maxima atividade
coagulante foi verificada nas seguintes condi¢cdes: 48 h de fermentacdo, a 24 °C, utilizando
meio de cultivo com pH 4,5 e velocidade de agita¢do de 220 rpm. A glicose a 1 % foi a melhor

fonte de carbono e caseina a 0,5 % foi a melhor fonte de nitrogénio.
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A peptidase aspartica produzida por Piptoporus soloniensis em FSm, clivou a -
caseina de forma semelhante a quimosina, hidrolisou lentamente a p-caseina e foi considerada
como um possivel substituto da quimosina bovina (EL-BAKY et al., 2011).

Foda et al. (2012) utilizaram vinte residuos agroindustrais para a producéo de proteases
coagulantes por diferentes espécies de Rhizomucor. Dentre as espécies de fungos avaliadas
Rhizomucor miehei cultivado em farelo de trigo produziu peptidases com atividade coagulante
de 33.350 SU/g, umidade de 50%, a 40 °C, por 72 horas.

Os extratos de A. oryzae cultivado em mistura de farelo de trigo e arroz (7:3, m/m)
demonstraram atividade coagulante de 513,1 (U/gm), pH 7,5, 120 horas de incubacéo a 30 °C,
conforme relatado por Patil; Kulkarni; Kininge (2012).

Castro;Nishidi;Sato (2014) realizaram o estudo e a caracterizacdo biogquimica de
peptidases coagulantes de A. niger cultivado em farelos de trigo, soja e algodao. Os valores de
razdo coagulante foram, em ordem decrescente 15,24 (farelo de trigo), 6,24 (farelo de algodao)
e 0,38 (farelo de soja), suplementados com hemoglobina de sangue bovino. As proteases
apresentaram atividade 6tima na faixa de pH 3-4 e temperatura de 50 °C.

Nakamura et al. (2014) avaliaram 20 espécies de cogumelos comestiveis como fonte
de protease coagulante. Os macrofungos foram cultivados em matriz sélida contendo farelo de
trigo. Dentre as espécies estudadas, Hericium erinaceum apresentou significativa atividade
coagulante (241 U/mL). Contudo os extratos de Auricularia auricula-judae, Grifola frondosa,
Laetiporus sulphureus, L. edodes, P. ostreatus também coagularam o leite bovino.

Em estudo realizado por Shamtsyan et al. (2014) 11 espécies de cogumelos produziram
e excretaram protease coagulante em meio liquido. Atividade coagulante significativa foi
constatada para Coprinus lagopides (13,30 U/mL). Porém, Trametes suaveolens, Irpex lacteus,
Flammulina velutipes, G. frondosa, T. ochracea, Fomes fomentarius, G. lucidum, Bjerkandera
adusta, Panus conchatus e P. ostreatus também produziram coagulante, nas condi¢cdes
avaliadas.

Sun et al. (2014) investigaram a producdo de quimosina por Rhizopus microsporus
var. Rhizopodiformis, em cultivo submerso. As propriedades demonstradas pela quimosina
purificada, como a elevada atividade coagulante de 1.001 (U/mL), sugerem que esta protease
tem potencial para ser utilizada na inddstria de queijo.

Ayana; Ibrahim; Saber (2015) avaliaram o potencial de 15 espécies de fungos

pertencentes aos géneros Aspergillus, Hirsutella, Mucor, Penicillium e Trichoderma como
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produtores de peptidases coagulantes em meio liquido. Nas condigdes estudadas Mucor mucedo
se destacou como fonte de protease apresentando atividade coagulante de 3,51 (U/mL), apds
48 de incubacéo.

Majumder; Banik; Khowala (2015) usaram FSm para producdo de enzimas
coagulantes utilizando o fungo comestivel T. clypeatus. Os resultados encontrados
demonstraram que a enzima purificada pertencia ao grupo das metaloproteases e apresentava

elevada atividade coagulante (333,33 U/mL) e raz&o coagulante (64).

2.7 Residuos lignocelulésicos

A FSs é uma alternativa eficaz em relagdo a tecnologia de fermentacéo a base de meios
de cultura liquidos. Os substratos utilizados em FSs fornecem os nutrientes basicos para 0s
micro-organismos e servem como suporte para as células, fornecendo habitat adequado para
fungos produzirem biocompostos principalmente quando sdo utilizados residuos
agroindustriais (VELMURUGAN et al., 2011).

O reaproveitamento da biomassa remanescente dos processos empregados na
agricultura e agroindustria evita a acumulacdo dos residuos, contribui para o controle da
poluicdo, proporciona melhores condicdes de salde puablica, minimiza a dependéncia de
fertilizantes quimicos importados e viabiliza a sustentabilidade do crescimento da producéo
agricola (BRASIL, 2012a; ALANANBEH et al., 2014).

Muitos residuos lignocelulésicos, como palhas, cascas, caules, peddnculos, madeiras
de coniferas, farelo de trigo, soja, algod&o, arroz, bagaco de laranja, bagaco de cana, residuos
de industrias de polpa e papel tém sido usados como substratos para a producéo de enzimas,
devido a disponibilidade local e por representar uma fonte alternativa de baixo valor comercial
(SILVA et al., 2005; NUNES et al.,2013). Assim, pode-se, com seu aproveitamento, agregar
valor a estes produtos e reduzir custos de producdo das enzimas (POSTEMSKY;
DELMASTRO; CURVETTO, 2014).

A producéo e os residuos lignocelulésicos gerados em 2009, além da projecdo das
principais culturas cultivadas no Brasil para os anos de 2021/2022 estdo demonstrados no
Quadro 4.
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Quadro 4. Producédo e residuos lignocelulésicos gerados (2009) e projecdo para producdo (2021/2022) das
principais culturas produzidas no Brasil.

Pr_o dugdo total Residuos gerados/ano Projecédo para produgéo em
Produto colhida (toneladas) (toneladags) om 2009 | 209112000 (mFi)I tongladas)
em 2009
Soja 57.345.382 41.862.129 88.913
Milho 50.745.996 29.432.678 70.4
Cana-de-agucar (bagago e 671.394.957 201.418.487 ND
torta de filtro)
Feijdo 3.486.763 1.847.984 4.093
Arroz 12.651.774 2.530.355 15.2
Trigo 5.055.525 3.033.315 6.937
Café 2.440.057 1.220.029 70.6
Cacau 218.487 83.025 ND
Banana 6.642.739 99.640 689
Laranja 18.385.991 8.825.276 19.3
Uva 1.365.720 300.459 1.780

Fonte: BRASIL (2012a); BRASIL (2012b); ND = ndo determinado.

Segundo dados do Instituto de Pesquisa Econdmica e Aplicada (2012), na regido norte,
as atividades agricolas e agroindustriais proporcionaram a formacao de toneladas de residuos,
como por exemplo: soja (1.053.694), milho (738.670), cana de agucar (607.763), arroz
(191.879) e banana (12.193). Estes residuos quando descartados no ambiente se tornam
substratos para o desenvolvimento de micro-organismos oportunistas, proporcionando até o
crescimento de fitopatdgenos e patdgenos humanos, muitas vezes transmissores de doencas.

O acai € um dos frutos mais populares e consumidos na regido Norte, sendo o Estado
do Para o maior produtor deste fruto no Brasil. Porém, a semente, que € o principal subproduto
do processamento da industria do acai, ainda ndo possui tratamento adequado, sendo despejada
em lixdes ou nas préprias ruas (FARINAS et al., 2009).

Banana, goiaba e manga sdo frutos que geram consideraveis quantidades de residuos
durante seu processamento. A casca da banana corresponde a 40% do seu peso, gerando
anualmente 83.537 toneladas de residuos (ZHANG et al., 2005). No processamento da goiaba
as sementes e parte da polpa ndo utilizada, representam 19.000 toneladas de residuos por ano
(NASCIMENTO et al., 2010). No beneficiamento da manga h& o descarte do carogo e das
cascas, residuo que correspondente a 28-43% do peso total da fruta (KAUR et al., 2004).

Os residuos oriundos da agroindustria, como cascas e bagacos geralmente séo ricos
em fibras e compostos bioativos que podem ser utilizados pelos micro-organismos para seu

crescimento e producdo de diversas enzimas (PANDA et al., 2016).
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Stroparo et al. (2012) investigaram a producdo de hidrolases por espécies de
Aspergillus e Penicilium cultivados em residuos agroindustriais. Neste estudo foi verificada
producdo de xilanases por A. niger J4 cultivado em bagaco de malte. A excrecdo de
endoglucanases por P. miczynskii foi favorecida na presenga da casca de abacaxi. O farelo de
trigo induziu a sintese de amilase por A. niger J6.

Santos et al. (2012) avaliaram a producgédo de amiloglucosidase por A. awamori em
meio so6lido, utilizando como substrato residuo do processamento de batata e de cenoura. Os
autores concluiram que os meios de cultura utilizados podem ser considerados boas fontes para
a producdo de amiloglucosidase.

Oliveira et al. (2013) utilizaram residuos de levedo de cerveja para a producao de
enzimas lipoliticas por fermentacdo submersa, utilizando Candida guilliermondi e concluiram
que o levedo constitue uma alternativa viavel para a produgdo de lipases.

Residuos agroindustriais também podem constituir meios de cultivo liquidos para a
producdo de enzimas. Manera et al. (2011) concluiram que avaliaram o emprego de soro de
queijo e agua de maceracdo do milho na producdo de PB-galactosidase de Kluyveromyces
marxianus, por cultivo submerso, reduzem custos e propiciam a obtencéo de elevada atividade
enzimaticas.

A sintese de proteases por fungos filamentosos cultivados em residuos industriais
também é reportada na literatura cientifica. Cha et al., 2010 verificaram a producéo de proteases
por P. eryngii cultivado em bagaco de milho e verificaram que as proteases apresentaram
elevado grau de especificidade para a fibrina.

Zanphorlin et al. (2011) relatam a purificacdo de uma nova protease alcalina a partir
de um fungo termofilico, Myceliophthora sp, utilizando farelo de trigo como suporte no
processo fermentativo. Os estudos demonstraram inibicdo da enzima purificada por PMSF,
sugerindo que a enzima pertence a classe das serino-proteases.

Ravikumar et al. (2012) utilizaram a FSs para producdo de proteases por Pleurotus
sajor-caju. De todos os substratos testados, a farinha de milho foi considerada o melhor
substrato para a producdo de protease. Os outros substratos, farelo de trigo,
farelo de arroz e grama verde comparativamente proporcionaram menor producédo de protease.

Cunha et al. (2013) verificaram a producao de peptidases por Trichoderma auroviride

utilizando bagaco de cana de agucar. Oliveira et al. (2013) relataram a producao de proteases
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por Penicillium sp, empregando-se residuo de levedo de cerveja como meio de cultivo, em
fermentacdo submersa.

Castro et al. (2014) utilizaram os farelos de trigo, soja e algod&do como suporte para a
producédo de proteases por A. oryzae. Os resultados demonstraram que o farelo de trigo tem
grande potencial como substrato para producgéo de proteases por A. oryzae.

Fonseca et al. (2014) relataram que casca de cupuacu e semente de acai quando
suplementados com farelo de arroz, coroa e casca de abacaxi podem ser utilizados como
substratos, em fermentacdo semissOlida para producdo de enzimas proteoliticas por P.
ostreatoroseus.

Alecrim et al. (2015) utilizaram extratos obtidos de casca de cupuagu e semente de
acai para producdo, em cultivo submerso, de proteases coagulantes por A.flavo furcatis. Os
resultados relevaram que, dentre os residuos lignocelulésicos utilizados, a casca de cupuagu
suplementada com farelo de arroz foi o residuo que mais estimulou a producdo de proteases

coagulantes por A. flavo furcatis.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a producdo de proteases coagulantes por cogumelos comestiveis do acervo da
Colecdo de Cultura DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, utilizando
fermentacdo em meio liquido e em matriz solida para selecionar uma espécie fonte dessas

enzimas para fabricacdo de queijo em escala industrial.

3.2 ESPECIFICOS

1. Verificar o potencial de espécies de cogumelos comestiveis como fonte de proteases por

fermentacdo submersa para selecionar uma espécie proteolitica coagulante;

2. Produzir proteases coagulantes por fermentacdo semissolida utilizando engaco de banana
(Musa sp), exocarpos de cupuacu (Theobroma grandiflorum Willd ex-Spreng Schum) e
tucumd (Astrocarium vulgare Mart.), semente de acai (Euterpe oleracea Mart.) e serragem
de angelim (Hymenolobium sp. Ducke), suplementados com farelo de arroz (Oryza sativa
L.);

3. Avaliar a toxicidade in vitro do extrato coagulante selecionado;

4. Verificar, na fermentacdo em estado solido, a influéncia da idade, tamanho do inoculo,

tempo de fermentacao e pH do meio de cultivo na producéo de peptidases coagulantes;

5. Caracterizar as proteases quanto a temperatura e pH 6timos, estabilidade a temperatura e ao

pH e avaliar o efeito de ions e inibidores;

6. Produzir queijo do tipo Minas frescal para verificar a atividade coagulante da espécie

produtora dos maiores niveis enzimaticos;

7. Determinar a composicéo fisico-quimica e microbiol6gica do queijo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Organismos

Para caracterizar cogumelos comestiveis quanto a producdo de proteases e selecionar
uma espécie produtora de coagulante para a fabricacdo de queijo foram utilizadas culturas de
Pleurotus albidus DPUA1692, Auricularia mixotricha DPUA 1695, Ganoderma lucidum
DPUA 1694, Lentinus citrinus DPUA 1535, Lentinus crinitus DPUA 1693, Pleurotus
ostreatoroseus DPUA 1720, preservadas sob 6leo mineral, provenientes do acervo da Colecéo
de Culturas do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas-DPUA.
De cada cultura preservada sob 6leo mineral foram retirados fragmentos para inoculagdo em
Caldo Glicosado (LACAZ et al., 2002). Para obten¢do de cultura viavel, fragmentos da massa
micelial foram transferidos para BDA [agar batata dextrose adicionado de extrato de levedura
0,5% (p/v)], em placas de Petri. Os cultivos foram mantidos a 25 °C por oito dias para posterior

processamento e uso nos demais experimentos.

4.2 Producao de Protease por Fermentacdo Submersa

Para producao de proteases coagulantes das culturas de cada macrofungo obtidas no
item 4.1, foram retirados fragmentos miceliais de 5mm (&) para inoculagdo em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido [GYP (20 g de glicose, 5 g de extrato
de levedura, 15 g de peptona para cada 1000 mL de &gua)]. O meio liquido, pH 5,6 foi
suplementado com 0,5 % de gelatina (p/v). A fermentacéo foi realizada a 30 °C, 150 rpm. Apds
cinco dias, a biomassa foi separada por filtracdo sob vacuo em papel de filtro Whatman no 1,
seguindo as filtragbes em membrana de éster de celulose de 0,45 pum (&) e em membrana
polietersulfonica de 0,22 pum (&), respectivamente. No extrato bruto foi determinada a atividade

proteolitica e coagulante.

4.2.1 Determinacdo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada segundo Leighton et al., (1973). Como
substrato foi utilizado 250 pL de azocaseina 1% (p/v), em tampé&o Tris-HCl a 150 pL do extrato
enzimatico bruto. A mistura-reacdo mantida durante 60 minutos a 25 °C e a rea¢do interrompida
pela adi¢do de 1,2 mL de acido tricloroacético 10% (p/v), procedendo-se a centrifugacdo a 4°C
(8.000xg/5 minutos). Do sobrenadante recuperado foi retirado 1,2 mL para homogeneizagéao

com 1,4 mL de NaOH 1M. O branco foi preparado mantendo-se nas mesmas condicGes da
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amostra. Uma unidade de atividade de proteases foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para produzir varia¢do de absorbancia igual a 0,1 em 60 minutos.

4.2.2 Determinagao da atividade coagulante

Com a finalidade de selecionar a espécie promissora quanto ao potencial coagulante,
foram seguidas as metodologias de Kumar et al. (2005) e Palheta (2010). Como substrato foram
utilizados 10 g de leite em pé desnatado dissolvidos em 100 mL de solucdo de CaCl, 0,05 M.
O pH dessa mistura foi ajustado para 5,8 utilizando-se solucdo de NaOH ou HCI 0.1 N, se
necessario. Em seguida a mistura foi incubada a 40 °C e, ap6s 15 minutos, foram retirados 5
mL para ser acondicionados em tubo de ensaio acrescido de 0,5 mL do extrato enzimatico bruto.

O inicio da coagulacdo foi acompanhado com um cronémetro observando-se
periodicamente a formacdo de pequenos codgulos na parede dos tubos de ensaio e o tempo
inicial da coagulagéo registrado em segundos. Os experimentos foram realizados em triplicata,
em banho-maria. A unidade de atividade de coagulagéo (U) foi definida como a quantidade de
enzima que coagula 1,0 mL de leite, em 40 minutos, a 40 °C. A atividade coagulante e a razdo
coagulante (R) foram calculadas utilizando as equacfes 1 e 2, respectivamente (ALECRIM et
al., 2015).

Equacao 1: Equagcao 2:

2400x 5 R = Atividade coagulanta

u/mL =

T Atividads proteclitica

TxE

Onde: onde S é o volume de leite, T € o tempo necessario para formacgéo do coagulo e
E é 0 volume da enzima.
4.3 Producao de coagulante em Fermentacéo no Estado Sdélido

O cogumelo que produziu proteases com atividade e razdo coagulante significativas
evidenciadas pela formacédo de coagulo forte, com separacédo de soro foi utilizada para producédo

de coagulante em matriz sélida.
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4.3.1 Selecao do substrato para producéo de coagulante em matriz solida

Os residuos lignocelulésicos para os cultivos no estado sélido foram higienizados e
desidratados, no laboratorio de Micologia da Ufam. Para avaliar o substrato indutor da sintese
de protease com elevada razdo coagulante, a fermentacdo em matriz solida foi realizada
utilizando 20 g de cada mistura de residuo, conforme citado na tabela 1. O pH de cada mistura
foi ajustado para 6,0 e a umidade corrigida para 60 %. Em seguida, cada mistura foi
acondicionada em tubos de borosilicato (200 mm x 25 mm) formando uma coluna de 130 mm
e os frascos foram esterilizados a 121 °C por 60 minutos. Apds resfriamento dos meios de
cultivo foram adicionados trés discos miceliais de 5 mm (&) e o bioprocesso conduzido por 15
dias a 25 °C, no escuro.

Tabela 1. Residuos Lignocelulésicos (RL) utilizadas na fermentacdo em matriz sélida para crescimento e produgdo
de coagulante por cogumelos

Residuos lignocelulésicos Concentrac6es (%, p/p)
EB 100
EB:FA 90:10
EB:FA 80:20
EC 100
EC:FA 90:10
EC:FA 80:20
ET 100
ET:FA 90:10
ET:FA 80:20
SA 100
SAFA 90:10
SAFA 80:20
SE 100
SE:FA 90:10
SE:FA 80:20

EB: engaco de banana; EC: exocarpo de cupuagu; ET: exocarpo de tucuma;
FA: farelo de arroz; SA: semente de acai; SE: serragem de angelim

Apo0s constatar qual substrato estimulou a excrecdo de peptidases com significativa
razdo coagulante e visando obter maior quantitativo de enzimas para as analises subsequentes
foram utilizados 200 g de residuos (pH 6,0, umidade 60 %) no bioprocesso. Em seguida cada
mistura foi acondicionada em sacos de polietileno para esterilizacdo a 121 °C durante 1h.
Posteriormente foram adicionados dez discos miceliais de 5 mm (&) e a fermentacdo em estado
solido conduzida por 15 dias, a 25 °C, no escuro. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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4.3.2 Extracdo e Filtracdo do extrato enzimatico

As proteases produzidas por fermentagdo semissolida foram extraidas a 30 °C, em dgua
destilada esterilizada na razdo 1: 5 (substrato:agua, p/v), mantendo-se 150 rpm. Apés 30
minutos o extrato bruto foi recuperado por filtracdo sob vacuo em papel de filtro Whatman N°
1, seguindo as filtracbes em membrana de éster de celulose (0,45 um, Merck®) e em membrana
polietersulfonica (0,22 um, Kasvi®), respectivamente. A determinacdo da atividade coagulante

foi realizada como descrito no item 4.2.2.

4.4 Teste de toxicidade
4.4.1 Linhagem e condicdes de cultivo

Neste estudo foram utilizados fibroblastos humanos (MRC5) mantidos em meio de
cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com Soro Fetal Bovino a
10 % (v/v) e os antibioticos Ampicilina-Estreptomicina a 1% (p/v). As células foram

acondicionadas em estufa com CO,a 5%, a 37 °C.

4.4.2 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro
A citotoxicidade do extrato do cogumelo selecionado foi avaliada conforme

metodologia descrita por Ahmed; Cogal; Walsh (1994). As células foram transferidas para
placas com 96 pocos na concentracéo de 0,5 x 10* células por poco. Esta placa foi mantida a 37
°C com COz a 5%, por 24 horas. Ap0s este periodo as células foram tratadas na concentragéo
Unica de 200 pg/ml de extrato do cogumelo, durante 72 horas. Como controle positivo foi
utilizado doxorrubicina (20uM ou 34pug/mL) e como controle negativo foi utilizado DMSO
0,1% (v/v). Trés horas antes do final de cada tempo de tratamento foi acrescentado 10 pL do
Alamar Blue 0,4% (v/v) na concentracdo de 0,02% (v/v) por poco e a leitura das placas realizada
em Leitor de microplaca na regido de fluorescéncia em 465 nm e 540 nm. As imagens foram
capturadas utilizando o programa Zen 2 da Carl Zeiis Microscopio Gmbh Company® e 0s
dados analisados no programa GraphPad prism 6.0. Neste teste 0 Alamar Blue (resazurina) de
cor azul e nao fluorescente, é reduzido a resofurina, de cor rosa e fluorescente, pelas células

viaveis.
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4.5 Avaliacéo dos parametros de fermentacgdo para producéo de proteases em meio
liquido e matriz solida

Para avaliar a influéncia da idade na producdo de proteases, em meio liquido, pela
espécie de cogumelo selecionada, foram utilizadas culturas com 2, 5, 8, 12 e 15 dias, cultivadas
em BDA suplementado com extrato levedura a 0,5% (p/v). Na analise de volume de in6culo
foram utilizados discos miceliais equivalentes a 2%, 4%, 10%, 20% e 40% (m/v).

Os parametros utilizados na avaliagdo das condi¢cBes Otimas de producdo de
coagulante, em matriz sélida foram: influéncia da idade do in6culo (4, 7, 10, 13 e 16 dias),
tamanho do in6culo (0,5%, 1,0%, 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10%), pH inicial do meio de cultivo (5,
6, 7, 8, 9, 10) e tempo de fermentacéo (6, 8, 10, 12, 14, 16 dias).

4.6 Determinacéo do efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da protease
e do coagulante

Para avaliacdo do pH Otimo, as atividades proteolitica e coagulante foram
determinadas em 25 °C e 40 °C, repesctivamente, utilizando as seguintes solu¢des tampéo a 0,1
M: acetato de sddio (5 e 6), Tris-HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10). A temperatura 6tima foi
determinada pela incubacdo do extrato bruto em diferentes temperaturas que variaram de 30 a
80 °C.

Nos estudos de avaliacdo da estabilidade ao pH, o extrato bruto foi diluido (1:1) nas
seguintes solucbes tampdo a 0,1 M: acetato de sodio (5 e 6), Tris-HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH
(9 e 10) e mantidos a 25 °C por 24 horas. Apos este periodo foram determinadas as atividades
proteolitica e coagulante, nas condi¢des 6timas de pH e temperatura. Na estabilidade térmica,
0 extrato foi incubado em diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C, por 1 hora. Em
sequida, foram determinadas as atividades proteolitica e coagulante, nas condi¢fes 6timas de

andlise. Os resultados foram expressos em atividade relativa em todos os experimentos.

4.7 Efeito de inibidores de proteases e ions metéalicos na atividade proteolitica e
coagulante

O efeito de inibidores na atividade proteolitica e coagulante foi investigado utilizando
10 mM de fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF), 10 mM de acido etileno-diaminotetracético
(EDTA), 10 mM de acido iodoacético e 0,1 mM de Pepstatin, na mistura reacional. Os ions

metéalicos utilizados na concentracdo de 10 mM, na mistura reacional foram CaCly, CuSOsa,
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FeSOs, MgSOs, MnSOs4, ZnSO4, NaCl e KCI. As amostras foram incubadas nas condicdes
6timas de pH e de temperatura. A atividade enzimatica residual foi comparada com o controle

que foi incubado sem os inibidores e os ions metalicos e correspondeu a 100 % de atividade.

4.8 Producao de queijo em escala semi-industrial com proteases coagulante de cogumelo

O queijo Minas frescal elaborado com coagulante de P. albidus foi produzido de
acordo com a metodologia utilizada na Fabrica de Laticinios Uirapuru, localizada no Km 24 da
BR 174 — Am. O queijo foi produzido substituindo-se o coagulante comercial pelo extrato

coagulante produzido por cogumelo em fermentacdo semissélida.

4.8.1 Determinacédo da composicéo centesimal do queijo

O queijo foi submetido a analise de composicao centesimal, como citado a seguir:
e Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulacdo de ar a 105 °C (método
gravimetrico) até obtencédo de peso constante (A.O.A.C., 2005);
e Proteina total: determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo 0 método micro
Kjeldahl, aplicando o fator de converséo 6,38 (A.O.A.C, 2005);
e Cinzas: determinadas por incineracdo do material em mufla a 550 °C até obtencéo de peso
constante (A.0.A.C., 2005);
e Lipidios: obtido com misturas de solventes a frio segundo o método Bligh and Dyer
(A.0.A.C., 2005);
e Carboidratos totais: estimados por diferenca entre o somatério das porcentagens de umidade,
umidade, proteina, lipidios, cinzas (TACO, 2011);
e Energia: a energia total metabolizavel = (4kcal/g de proteina) + (4kcal/g carboidratos totais)

+ (9kcal/g de lipidios), conforme preconizado pela TACO (2011).

4.8.2 Andlise microbiolégica do queijo

A andlise microbioldgica do queijo Minas frescal foi realizada conforme preconizado
pela RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001, seguindo as metodologias descritas por Silva et al.
(2010). Os micro-organismos analisados foram: Staphylococcus aureus coagulase positivo,

Coliformes a 45°C e Salmonella sp.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Em todos os experimentos, os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05) utilizando programa Minitab, versdo
16.0 (Minitab, 2010). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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7. RESULTADOS

Capitulo 1

Pedido de registro de propriedade intelectual

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que Pleurotus albidus sintetiza
coagulante do leite bovino com caracteristicas bioquimicas adequadas para utilizagcdo na
industrias de laticininios. Neste contexto, foi submetido ao Instituto Nacional da Propriedade
Intelectual (INPI) o pedido de registro de propriedade intelectual da invencdo Producéo e
extragdo de coagulante do leite bovino utilizando o cogumelo comestivel Pleurotus albidus,
numero de pedido: BR 10 2017 014665 0, protocolo 870170047468, em 06 de julho de 2017.
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Capitulo 2

Artigo aceito para publicacao no Boletim do
Museu Paraense Emilio Goeldi.
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Acid proteases from Amazonian edible mushroom for industrial aplicability
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Resumo

As proteases constituem um grupo de enzimas que apresentam elevada aplicabilidade em
diversos setores industriais e sdo obtidas de fontes animais, vegetais e microbianas. Dentre os
fungos, os cogumelos tém se destacado como fonte de proteases com potencial biotecnologico.
O objetivo deste trabalho foi investigar a producédo de proteases por cogumelos utilizando a
fermentacdo em meio liquido. A cultura matriz foi preparada em agar batata dextrose acrescida
de extrato de levedura 0,5% (p/v) e o bioprocesso foi conduzido durante cinco dias, a 150 rpm,
25°C. Azocaseina 1% (p/v) foi utilizada como substrato para avaliar a atividade proteolitica dos
cogumelos. Dentre as espécies avaliadas, P. albidus foi a produtora significativa de proteases
(34,00 U/mL) e a sintese dessas enzimas foi estimulada pela idade e volume do indculo. Essas
enzimas mostraram atividade 6tima em pH 5 a 60°C, estabilidade em pH (5-8), temperatura de
30°C até 60°C. As proteases foram classificadas como cisteino e serinoproteases.

Palavras chave: proteases, basidiomicetos, fermentacdo submersa.
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Abstract

Proteases are a group of enzymes that have high applicability in many industrial areas and can
be obtained from animal, plant and microbial sources. Among the fungi sources, mushrooms
have been noticed as proteases producer with biotechnological potential. The aim of this study
was to investigate the protease production by mushrooms in liquid fermentation. The main
culture was prepared in potato dextrose agar with 0.5 % (w/v) yeast extract. The fermentation
was carried out for five days, 150 rpm at 25°C. Azocasein 1% (p/v) was used as substrate to
evaluate the proteolytic activity of mushrooms. Among the species evaluated, P. albidus was
the significant producer of proteases (34,00 U/mL) and the synthesis of these enzymes was
stimulated by the age and inoculum volume. The proteases from P. albidus showed optimum
activity at pH 5.0 and 60°C with stability at pH 5-8 and from 30°C until 60°C. They were

classified as cysteine and serine proteases.

Keywords: protease, basidiomycetes, submerged fermentation.

INTRODUCAO

As proteases constituem um grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise de proteinas
em peptideos (Rajput et al., 2016; Silva et al., 2016). Estes biocatalisadores séo classificados
de acordo com o mecanismo de acédo (exo e endopeptidases), condigdes 6timas de pH (acidas,
neutras e basicas), aminoacidos e ions metalicos presentes no sitio ativo (serinoprotease,
cisteinoprotease, aspartatoprotease, treoninoprotease, glutaminoproteases e metaloproteases) (;
Liet al., 2013; Inacio et al., 2014).

A evolucéo organica ocorrida no sitio catalitico das proteases contribuiu para que essas
enzimas participassem de reacGes bioquimicas relacionadas com funcBes metabdlicas e
reguladoras essenciais em processos bioldgicos, por isso as enzimas proteoliticas sdo
encontradas em todos 0s organismos vivos (Erjavec et al., 2012; Saboti¢ & Kos, 2012; Suganthi
et al., 2013).

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais,
representando mais de 70 % do mercado global e sdo amplamente utilizadas na producéo de
queijos, amaciamento de carnes, producdo de hidrolisados protéicos, em produtos de

panificacdo, elaboracdo de detergentes, formulacdes médicas, beneficiamento do couro e da
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seda, tratamento de &guas residuais e na recuperacao da prata (Srilakshmi et al., 2014; Bano et
al., 2016).

Dentre as fontes de protease, 0S micro-organismos sao considerados excelentes
produtores devido ao elevado rendimento de enzimas proteoliticas purificadas e a sua ampla
gama de propriedades bioquimicas e cataliticas. Além disso, tais enzimas sdo geralmente
extracelulares, facilitando sua recuperacdo no final do bioprocesso (Ortiz et al., 2016). Muitas
espécies de micro-organismos sdo comumente reconhecidas como GRAS (Generally Regarded
As Safe), ndo sdo tdxicos e nem patogénicos, por isso sdo investigados para aplicacdo na
industria de alimentos, inclusive quanto a producédo de proteases (Malik & Shinde, 2016).

Os fungos representam fonte potencial de proteases devido a sua ampla diversidade
bioquimica, susceptibilidade a manipulacdo genética, alta produtividade de biocompostos
extracelulares facilmente recuperados quando cultivados em meio liquido ou matriz solida.
Dentre os fungos, cogumelos tém se destacado como fonte de proteases: Cordyceps sobolifera
(Wang et al., 2012), Pleurotus sajor-caju (Ravikumar et al., 2012), Flammulina velutipes
(Iketani et al., 2013), Hypsizygus ulmarius (Shivashankar & Premkumari, 2014), Pleurotus
ostreatoroseus (Fonseca et al., 2014), Lentinus citrinus (Machado et al., 2016), P. eryngii (Bano
et al., 2016), Russula brevipes (Rajoriya & Gupta, 2016).

A demanda por proteases com especificidade e estabilidade em vastas faixas de pH e
temperatura, retencdo da atividade na presenca de ions metélicos, tensoativos, solventes
organicos e oxidantes estimula a busca por novas fontes enzimaticas, em especial, as de origem
microbiana (Nair & Geethu, 2015). O objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo de enzimas
proteoliticas por cogumelos e selecionar uma espécie produtora de proteases com potencial

biotecnologico.

MATERIAL E METODOS
COGUMELQOS

Nesta pesquisa foram avaliados seis cogumelos (Auricularia mixotricha DPUA 1695,
Ganoderma lucidum DPUA 1694, Lentinus citrinus DPUA 1535, Lentinus crinitus DPUA
1693, Pleurotus albidus DPUA 1692 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720) provenientes do

acervo da Colecdo de Culturas do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do
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Amazonas-DPUA. De cada cultura preservada sob 6leo mineral foram transferidos fragmentos
para Caldo Glicosado para obtencdo de cultura viavel (Lacaz et al., 2002). Fragmentos da massa
micelial foram transferidos para BDA (&gar batata dextrose) adicionado de extrato de levedura
0,5% (p/v), em placas de Petri. Todos os cultivos foram mantidos a 25 °C por oito dias para uso

nos demais experimentos.

FERMENTACAO SUBMERSA

Para producéo de proteases cinco fragmentos miceliais de 5mm de didmetro foram
inoculados em frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 ml de meio liquido GYP (20 g de
glicose, 5 g de extrato de levedura, 5 g de peptona para cada 1000 mL de agua destilada),
suplementado com gelatina a 0,5% (p/v), pH 5,6. A fermentacéo foi realizada a 30 °C, 150 rpm.
Apos cinco dias, a biomassa foi separada por filtracdo sob vacuo em papel de filtro Whatman
n° 1, seguindo as filtragdes em membrana de éster de celulose de 0,45 pm e em membrana
polietersulfonica de 0,22 um. A partir do extrato bruto foi determinada a atividade proteolitica,

em triplicata.

AVALIACAO DA INFLUENCIA DA IDADE E DO TAMANHO DO INOCULO NA
SINTESE DE PROTEASE

Para avaliar a influéncia da idade e do tamanho do indculo na producéo de proteases
pela espécie de cogumelo selecionada foram utilizadas culturas com 2, 5, 8, 12 e 15 dias. De
cada cultura foram retirados discos miceliais equivalentes a 2%, 4%, 10%, 20% e 40% (m/v)
para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de GYP, suplementado com gelatina a
0,5% (p/v), pH 5,6. A fermentacéo foi realizada a 30 °C, 150 rpm. Apds cinco dias, a biomassa

foi separada por filtracdo, conforme descrito no item anterior.

ATIVIDADE PROTEOLITICA

A atividade proteolitica foi determinada segundo Leighton et al. (1973) utilizando
azocaseina a 1% como substrato enzimatico. Uma unidade de atividade de proteases foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir variacdo de absorbancia igual

a 0,01 em 60 minutos.
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DETERMINAQAO DO EFEITO DO pH E DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E
ESTABILIDADE DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Para ensaio do pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada a 25 °C em diferentes
valores de pH utilizando as seguintes solugdes tampdo a 0,1 M: acetato de sodio (5 e 6), Tris-
HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10). A temperatura 6tima foi determinada pela incubagdo do
extrato bruto em diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C. Para estabilidade ao pH,
0 extrato bruto foi diluido (1:1) nas seguintes solucbes tampdo a 0,1 M: acetato de sddio (5 e
6), Tris-HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10) e mantidos a 25 °C por 24 horas. Na estabilidade
térmica, o extrato foi incubado em diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C por 1
hora (Merheb-Dini et al., 2010). Os resultados foram expressos em atividade relativa em todos

0S experimentos.

EFEITO DE INIBIDORES E [ONS METALICOS NA ATIVIDADE PROTEOLITICA

O efeito de inibidores na atividade proteolitica foi investigado utilizando 10 mM de
fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF), 10 mM de &cido etileno-diaminotetracético (EDTA),
10 mM de acido iodoacético e 1 mM de Pepstatin A, na mistura reacional. Os ions metalicos
utilizados na concentracdo de 10 mM, na mistura reacional, foram: CaCly, CuSOa, FeSQa,
MgSOas, MnSOa, ZnSOs4, NaCl e KCI. As amostras foram incubadas nas condi¢des Otimas de
pH e de temperatura. A atividade enzimatica residual foi comparada com o controle que foi

incubado sem os inibidores ou ions metalicos que correspondeu a 100 % de atividade.

ANALISE ESTATISTICA
Em todos os experimentos, os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05) utilizando programa Minitab, verséo

16.0 (Minitab, 2010). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DE PROTEASES POR ESPECIES DE COGUMELQOS COMESTIVEIS POR
FERMENTACAO SUBMERSA

Nas condicbes de fermentacdo em meio liquido, todos os cogumelos excretaram
proteases. P. albidus, L. crinitus e G. lucidum sintetizaram maiores quantitativos de proteases,
em ordem decrescente, 34,00 U/mL, 27,20 U/mL e 23,50 U/mL, respectivamente. P.
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ostreatoroseus demostrou os menores valores de atividade proteésica (1,90 U/mL) (Tabela 1).
Estudos tém demostrado que espécies de cogumelos pertencentes ao género Pleurotus séo
eficientes na producédo de proteases em diferentes condicdes de cultivo. Genier et al. (2015) e
Campos et al. (2010) relataram valores de 70 U/mL e 0,45 U/mL, respectivamente, de atividade
proteolitica por P. ostreatus utilizando cultivo submerso. Fonseca et al. (2014) utilizaram
cultivo semissélido para producdo de proteases por P. ostreatoroseus e verificaram valores de
7,89 U/mL e 4,50 U/mL de atividade proteéasica, na presenca e auséncia de luz, respectivamente.
Ravikumar et al. (2012) relataram valores de atividade de aproximadamente 45 U/mL de
atividade proteolitica de P. sajor-caju, em cultivo semissélido. As diferencas no quantitativo
de proteases produzidas por basidiomicetos ocorrem porque este organismos utilizam rotas
metabdlicas distintas, de acordo com o seu curso de vida. As diferencas desenvolvidas entre as
espécies durante a evolucdo resultaram em diferengas genotipicas que influenciam na sintese

de enzimas proteoliticas (Kudryatseva et al., 2008).

Tabela 1. Producdo de proteases por cogumelos comestiveis pertencentes a Colecdo DPUA.

Cogumelos Atividade proteolitica (U/mL)
Auricularia mixotricha DPUA 1695 2,70 £ 0,00°
Ganoderma lucidum DPUA 1694 23,50 + 0,00°¢
Lentinus citrinus DPUA 1535 19,30 + 0,01¢
Lentinus crinitus DPUA 1693 27,20 + 0,02°
Pleurotus albidus DPUA 1692 34,00 + 0,002
Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 1,90 + 0,00

Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P < 0.05)

Neste estudo, P. albidus expressou os valores significativos de proteases e foi
selecionado para caracterizacdo dos parametros que influenciaram na producdo e atividade de
proteases.

INFLUENCI:IA DO TAMANHO E DA IDADE DO INOCULO NA ATIVIDADE
PROTEOLITICA

A figura 1 demonstra a influéncia do tamanho do in6culo na atividade de proteases por
P. albidus. Com in6culo de 10 % de volume foi verificada a producdo maxima de protease por
P. albidus (54 U/mL). Quando utilizados indculos de 2% e 40%, foram observadas atividades
proteoliticas de 20,5 U/mL e 21 U/mL, respectivamente. Estes dados demonstram que a
utilizacdo de indculo reduzido ou elevado ndo favoreceu a sintese de proteases por P. albidus.

Estudos revelaram que o tamanho do in6culo é um parametro que influencia na producéo de
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proteases, independente da espécie avaliada e do bioprocesso, por exemplo, maior atividade
proteolitica de Rhizopus oligosporus M30 e R. arrhizus M26 foi determinada quando utilizado
indculo de 10% e 5% (v/v), respectivamente (Irfan et al., 2011). R. oryzae produziu maiores
quantidades de proteases quando foi empregado in6culo de 2% (v/v) (Mushtaq et al., 2015).
Indculo de 3% (v/v) proporcionou maior atividade proteolitica por P. sajor-caju, em

fermentacgdo semissolida (Ravikumar et al., 2012).
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Figura 1. Efeito do tamanho do indculo na atividade proteolitica de P. albidus.

O efeito da idade do indculo na atividade proteolitica de P. albidus esta demonstrado
na figura 2. A maxima atividade (80,33 U/mL) foi determinada com inoculo de 5 dias de
crescimento. Com a utilizacdo de indculos de 8, 12 e 20 dias foram verificadas reducfes de
28,57 %, 47,40 % e 77,39 % nas atividades proteoliticas, respectivamente. Boukhalfa-Lezzar
et al. (2014) também verificaram que Aspergillus oryzae NRRL 2220 produziram maior
quantitativo de protease utilizando indculo com cinco dias idade. Zhou et al. (2009), Rani et al.
(2012), Prasad & Raju (2013), determinaram maior atividade de proteases por Laccocephalum
mylittae, A. flavus AS2 e R.oligosporus NCIM 1215 utilizando indculo com 4 dias de

crescimento dessas espécies.
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Figura 2. Efeito da idade do in6culo na atividade proteolitica de P. albidus.

EFEITO DO pH E DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA
ATIVIDADE PROTEOLITICA

A figura 3 mostra o efeito do pH na atividade proteolitica do extrato bruto de P.
albidus. A enzima demonstrou maior atividade em pH 5, seguido de decréscimo de atividade
nos valores de pH superiores, apresentando somente 23,70 % de atividade em pH 10.
Geralmente enzimas de fungos apresentam atividade 6tima em pH acido (Merheb et al., 2007).
Em pH 5 as proteases de P. eryngii, Mucor mucedo DMS 809 e Termitomyces clypeatus MTCC
5091 apresentaram maiores atividades cataliticas, conforme descrito por Cha et al. (2010),
Yegin et al. (2012) e Majumder et al. (2015), rescpectivamente. Vannabun et al. (2014)
relataram que em condicdes fora do pH 6timo ocorre perda de atividade enzimatica devido a
alteracdes da conformacdo da proteina causada pela repuls@o de cargas. Nessas condicGes as
distribuicdes de carga da superficie protéica e as conformacdes sdo alteradas e enzimas nao

conseguem se associar com o substrato corretamente.
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Figura 3. Efeito do pH na atividade proteolitica de P. albidus.

O efeito da temperatura na atividade enzimatica esta demonstrado na figura 4. A
atividade das proteases foi determinada em todas as temperaturas avaliadas, porém a maxima
atividade catalitica foi verificada em 40 °C, seguido de decréscimo de atividade nas
temperaturas mais elevadas. O valor de temperatura 6tima encontrado no presente estudo esta
de acordo com aqueles reportados para outros fungos filamentos. Guan et al. (2011) e Moom
et al. (2014) relataram que as serinoproteases de Pholiota nameko e as metaloproteases
fibrinoliticas de Lyophyllum shimeji, respectivamente, agiram otimamente na temperatura de
40 °C. As proteases alcalinas de Myceliophthora sp apresentaram atividade 6tima nas
temperaturas de 40-45 °C, conforme relatado por Zanphorlin et al. (2011). As proteases de
Piptoporus soloniensis apresentaram maior atividade catalitica na faixa de temperatura entre 35
a 40 °C (El-Baky et al., 2011). A velocidade de reacdo aumenta a medida que a temperatura
inicialmente aumenta, devido ao aumento da energia cinética da reacdo de moléculas. No
entanto, como a temperatura é aumentada a energia cinética da enzima ultrapassa a barreira de
energia, resultando na quebra das ligacbes de hidrogénio e hidrofobicas fracas que mantém a
estrutura da enzima. Nestas condicdes de temperatura, a enzima € desnaturada resultando na
perda de atividade catalitica (Daniel et al., 2010; Oueslati & Mounirhaouala, 2014).
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Figura 4. Efeito da temperatura na atividade proteolitica de P. albidus.

Os resultados relacionados a estabilidade do extrato bruto em diferentes valores de pH
estdo demonstrados na figura 5. As proteases de P. albidus apresentaram elevada estabilidade,
retendo, em média, 90,30 % de atividade entre pH de 5 a 8. Em pH 9 e 10, foi verificada perda
de atividade de 25,80 % e 36,80 % respectivamente. As proteases de Thermomucor indicae-
seudaticae N31, reportadas por Merheb-Dini et al. (2010), apresentaram estabilidade entre pH
5e 7, retendo 65-70 % de atividade. As proteases fibrinoliticas de A. oryzae KSK-3 estudadas
por Shirasaka et al. (2012) foram mais ativas na faixa de pH entre 4 e 9. As serinoproteases de
A. fumigatus demonstraram estabilidade entre pH de 7 a 11, com valores de atividades residuais

acima de 50 %, conforme relatado por Hernandez-Martinez et al. (2011).
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Figura 5. Efeito do pH na estabilidade da atividade proteolitica de P. albidus.

65



A estabilidade do extrato bruto de P. albidus em diferentes temperaturas esta
demonstrada na figura 6. As proteases exibiram maior estabilidade nas temperaturas entre 30
°C a 60 °C, retendo, em média 86,70 % de atividade. Na temperatura de 80 °C foi verificado
decréscimo acentuado na acdo catalitica em que a enzima reteve apenas 25,45 % de atividade
relativa. Similar estabilidade a temperatura foi descrita por Moon et al. (2014) e Shankar et al.
(2011) para os fungos Lyophyllum shimeji e Beauveria sp., respectivamente. Em estudo
realizado por Kumaran et al. (2011) as proteases de G. lucidum VK12 apresentaram estabilidade
térmica até 55 °C. Choi et al. (2011) verificaram que as proteases de Cordyceps militaris
apresentaram estabilidade na faixa de temperatura entre 20 °C a 40°C, porém foram

completamente inativadas a 50 °C.
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Figura 6. Efeito da temperatura na estabilidade da atividade proteolitica de P. albidus.

EFEITO DE INIBIDORES E IONS METALICOS NA ATIVIDADE PROTEOLITICA

O efeito de inibidores estd demonstrado na figura 7. A protease ndo foi sensivel aos
inibidores de metaloproteases (EDTA) e aspartatoproteases (pepstatin A), retendo 93 % e 92 %
de atividade, respectivamente. Estes resultados indicam a auséncia de ions metalicos e residuos
de &cido aspartico no centro catalitico da enzima. Porém, PMSF e acido iodoacético foram os
inibidores que mais reduziram a atividade proteolitica, ambos causaram inibicao de 30 %. Estes
resultados sugerem a presenca de serinoproteases e cisteinoproteases no extrato bruto de P.
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albidus. Majumder et al. (2014) também relataram que as proteases presentes no extrato bruto
do cogumelo T. clypeatus foram sensiveis a inibidores de serinoproteases (PMSF) e de
cisteinoproteases (E-64 e iodoacetamina). Estes autores sugeriram a presenca de proteases com
grupos cisteina-serina cruzados, em funcdo da sua susceptibilidade a inibidores de cisteina e
serina proteases. Na literatura cientifica h4 poucos estudos reportando a presenca de
cisteinoproteases em extratos de fungos filamentosos. Como exemplo pode ser citado o estudo
realizado por Shin & Choi (1998) que purificaram e caracterizaram uma cisteinoprotease de P.
ostreatus. Contudo a producdo de serinoproteases por fungos tem sido reportada em varios
estudos, como os de Cha et al. (2010), Choi et al. (2011), Guan et al. (2011), Iketani et al.
(2013) e Zhang et al. (2010).
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Figura 7. Efeito de inibidores na atividade proteolitica de P. albidus.

Os resultados referentes ao efeito de ions metalicos na atividade das proteases estdo
demonstrados na figura 8. Os ions Fe?* exerceram forte influéncia, causando aumento de 7
vezes na atividade catalitica, em relagio ao controle. Os ions Mn?* elevaram em 16 % atividade
proteolitica. Contudo, Cu®*, Na?*, Mg?*, K*, Zn?*, Ca** promoveram discreta inibicdo e a
enzima reteve, em ordem decrescente, 91,50 %, 90,30 %, 88,85 %, 87,65 %, 87,15 % e 80,60
% de atividade proteolitica, respectivamente. Sun et al. (2014) também relataram incremento
na atividade catalitica de R. microsporus var. rhizopodiformis F518 na presenca de Fe?*e Mn?*.
Zhang et al. (2010) verificaram que os fons Fe?* elevaram em 62,5 5% a atividade da alcalina
protease produzida pelo cogumelo Helvella lacunosa. Os ions Mn?* estimularam em 54,10 %

as proteases produzidas por A. oryzae, conforme reportado por Shirazaka et al. (2012). Dentre
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os fons que inibiram discretamente a atividade proteolitica de P. albidus, Ca* foi 0 que mais
se sobressaiu. Resultados semelhantes foram relatados por Zheng et al. (2011) e Zhang et al.
(2010) para as proteases dos cogumelos T. albuminosus e Hypsizigus marmoreus,
respectivamente.
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Figura 8. Efeito de ions metalicos na atividade proteolitica de P. albidus.

CONCLUSAO

Auricularia mixotricha, Ganoderma lucidum, Lentinus citrinus, L. crinitus, Pleurotus
albidus e P. ostreatoroseus sdo fontes de enzimas proteoliticas. Destes macrofungos, P. albidus
sintetizou valor significativo de proteases, sendo a producao destes biocompostos influenciada
pelo tamanho e idade do indculo. Em meio de cultivo liquido, P. albidus produz protease acida,
termoestavel, do tipo cisteino e serinoprotease, caracteristicas bioguimicas que indicam a sua

aplicacdo na industria alimenticia, farmacéutica, téxtil e quimica.
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Researches have been done to discover new sources of microbial proteases with milk-clotting activity
to replace the traditional renmet from calves. The aim of this study was to select a species of edible
mushroom as milk-clotting enzymes producer using the submerged fermentation technelogy. From the
six species evaluated, Pleurotus albidus was the one that expressed the highest wvalue of coagulant
ratio (21.60). The milk-clotting enzymes showed maximum activity at §0°C and pH 6.0. lodoacetic acid
presented the highest inhibition in proteclytic activity suggesting the presence of cysteine proteases in
the crude extract from P. albidus. The enzymes did not present toxic action against human fibroblasts
[MRCS) in the analyzed conditions and, for that reason, can be suitable to applications in food industry.
This is the first report of milk-clotting enzymes production by the edible mushroom P. aibidus

Key words: Pleurcfuz aibidus, milk-clotting, submerged fermentation.

INTRODUCTION

Froteolylic enzymes represent 685% of worldwide encouraged the search of new milk-cloting sowrces,

enzymes industry market and, among them, chymosin especially the ones from microbial source (Ahmed et &l
has great spplication in dairy industry acting in the cassin 2010; El-Baky et al, 2011; Leite Jlimior et al, 2014,
peptides linkages during the cheese making (Yin et al, Viiang =t al., 2015)
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Resumo

Pesquisas tém sido realizadas para descoberta de novas fontes de proteases microbianas com
atividade coagulante do leite bovino, em substituicdo aos coalhos tradicionais. Este estudo foi
realizado com objetivo de selecionar uma espécie de cogumelo produtora de proteases
coagulantes utilizando a tecnologia da fermentacdo submersa. Entre as seis espécies avaliadas,
Pleurotus albidus expressou o maior valor de razdo coagulante (21,60). As enzimas coagulantes
apresentaram maxima atividade na temperatura de 60 °C e pH 6. Acido iodoacético demonstrou
maior inibicdo na atividade proteolitica sugerindo maior quantitativo de cisteinoproteases no
extrato bruto de Pleurotus albidus. Os coagulantes de Pleurotus albidus ndo apresentaram
toxicidade contra fibroblastos humanos (MRC5) nas condi¢cGes analisadas e podem ser
aplicados na industria de alimentos. Essa é a primeira publicacdo reportando a producdo de
coagulante por P. albidus.

Palavras chave: Pleurotus albidus, coagulante, fermentacdo submersa

INTRODUCAO

As proteases representam 65% do mercado mundial e dentre essas enzimas a
qguimosina tem ampla utilizacdo na industria de laticinios para coagular a caseina durante a
fabricacdo do queijo (Yin et al., 2014). A elevacdo da producdo mundial de queijo, a escassez
e o0 elevado preco do coalho tradicional associado a rejeicdo das proteases geneticamente
modificadas tem incentivado a busca por novas fontes de enzimas coagulantes, em especial as
de origem microbianas (Ahmed et al., 2010; El-Baky et al., 2011; Leite Janior; Tribst;
Cristianini, 2014; Wang et al., 2015).
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As proteases microbianas apresentam vantagens em relacdo as de origem vegetal e
animal por que os micro-organismos expressam maior diversidade bioquimica, facilidade de
manipulacdo genética e menores custos de producdo (Erjavec, 2012)

Membros da diversidade microbiana, os fungos tém muitas vantagens considerando
que sdo normalmente GRAS (Geralmente Considerado como Seguro) e as suas enzimas
extracelulares séo facilmente recuperados em bioprocessos (Sandhya et al., 2005). Dentre 0s
fungos, os cogumelos se destacam como produtores de proteases coagulantes, sendo a
fermentacdo submersa (FSm) um dos métodos mais utilizados para producdo dessas enzimas.
As principais vantagens encontradas com a FSm s&o o controle de pardmetros do processo, tais
como pH, temperatura, transferéncia de oxigénio e umidade, além da facilidade de controlar a
producdo em grande escala (Sandri et al., 2015; Uzuner e Cekmecelioglu, 2015; Sandhya et al.,
2005).

Devido as propriedades nutricionais e medicinais dos cogumelos, tem crescido a
utilizagdo desses macrofungos na industria de alimentos e farmacéutica. Dentre as 7,000
espécies de cogumelos que apresentam niveis variaveis de comestibilidade, apenas 2,000 sdo
consideradas seguras. Contudo um namero reduzido de espécies de cogumelos sao
consideradas perigosas porque produzem substancias toxicas, maleficas a saude humana,
inclusive podendo ser letal ao individuo (Jo et al., 2014).

O objetivo desse estudo foi investigar proteases coagulantes de cogumelos para
selecionar uma espécie fonte dessas enzimas com caracteristicas para futura aplicacdo na
industria de queijo. Este € o primeiro estudo reportando as caracteristicas das proteases

coagulantes de Pleurotus albidus.

MATERIAIS E METODOS
Cogumelos

Pleurotus albidus DPUA1692, Auricularia mixotricha DPUA 1695, Ganoderma
lucidum DPUA 1694, Lentinus citrinus DPUA 1535, Lentinus crinitus DPUA 1693, Pleurotus
ostreatoroseus DPUA 1720, do acervo da Colecdo DPUA, da Universidade Federal do
Amazonas foram avaliados quanto a producdo de proteases coagulantes. Para obtencdo de

cultura viavel, do cultivo de cada espécie foram transferidos fragmentos micelial para superficie
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de 4gar BDA [4gar batata dextrose adicionado de extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placas de

Petri. As culturas foram mantidas a 25 °C por 12 dias.

Meio de fermentacéo e condicdes de cultivo

Para producdo de proteases coagulantes os cogumelos foram cultivados em meio
liquido (g/L de agua destilada): glicose (20), extrato de levedura (5), peptona de carne (5),
gelatina (5), pH 5,6. A fermentacéo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
50 mL de meio esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Apds resfriamento, em cada frasco foi
inoculado com 10 discos miceliais de 5mm de didmetro. A fermentagéo foi conduzida a 30 °C,
a 150 r.p.m. em agitador orbital (Nova Tecnica, modelo 712, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil).
Apobs 120 h, a biomassa foi separada do extrato bruto por filtragdo a vacuo utilizando papel de
filtro Whatman n.1 e em membrana de celulose (0,45um). Nos extratos recuperados foi
determinada a atividade proteolitica, atividade coagulante e razdo coagulante.

Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada segundo Leighton et al. (1973). Na mistura
reacional foi utilizado 250 pL de azocaseina 1% (p/v), em tampéo Tris-HCI para cada 150 pL
do extrato enzimatico bruto. A reacdo, incluindo o branco, foi incubada a 25 °C e, apds 60
minutos adicionado 1,2 mL de &cido tricloroacético 10% (p/v). O residuo remanescente foi
separado por centrifugacdo a 4 °C (8.000xg/5 minutos). Do sobrenadante foi retirado 800 L e
adicionado em 1,4 mL de NaOH 1M. A leitura foi realizada em 440 nm. Uma unidade de
atividade de protease foi definida como a quantidade de enzima necessaria para causar um
aumento de 0,1 na absorbancia em 1 hora a 440 nm, nas condic@es de ensaio. Todas as amostras

foram preparadas em triplicata.

Atividade coagulante

A atividade coagulante foi determinada de acordo com Arima et al. (1970). Como
substrato foi utilizada solucdo de leite em p6 desnatdo 10 % (p/v) dissolvida em 100 mL de
solucéo de CaCl. 0,05 M, pH 5,8. Resumidamente, 5 mL da solucéo de leite foram distribuidos
em tubos de ensaio e incubados em banho maria a 40 °C por 15 minutos. O extrato enzimatico
foi adicionado ao leite e a contagem do tempo reacional foi iniciada. O tempo de coagulacédo

foi registrado quando foi observada a formacdo de coagulos na parede dos tubos de ensaio. Os
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experimentos foram realizados em triplicata. Uma unidade de atividade coagulante (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de coagular 1 ml de substrato em 40 minutos a 40
°C. A atividade coagulante foi calculada de acordo com Shata (2005): U = 2400/T x S/E, onde
T é o tempo necessario para formacdo do coagulo, S é o volume de leite e E é o volume da
enzima.

Para selecionar uma cepa e caracterizar suas enzimas, as amostras foram agrupadas
em trés classes de acordo com a forca de compactagdo do coagulo do leite e separacdo do soro
do leite no tubo de ensaio: forte coagulacdo do leite (coagulo distinto e soro abundante), fraca
coagulacdo do leite (formacdo de coagulos sem separacdo clara do soro de leite) e leite sem

coagulacdo (coagulo e soro de leite ausente) (Alecrim et al., 2015).

Efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da enzima coagulante

Para ensaio do pH 6timo, a atividade coagulante foi determinada a 40 °C em diferentes
valores de pH utilizando as seguintes solu¢des tamp&o a 0,1 M: acetato de sodio (5 e 6), Tris-
HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10). A temperatura 6tima foi determinada pela incubagédo do
extrato bruto em diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C. Para estabilidade ao pH,
0 extrato bruto foi diluido (1:1) nas seguintes solucfes tampdo a 0,1 M: acetato de sodio (5 e
6), Tris-HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10) e mantidos a 25 °C por 24 horas. Na estabilidade
térmica, o extrato foi incubado em diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C por 1
hora. Leite em p6 desnatado (10g) dissolvido em solucéo 0,05 M de CaCly, pH 5,8 foi utilizado
como substrato. Todas as analises foram realizadas em triplicata. As atividades relativas foram

determinadas nas condicdes Otimas de pH e de temperatura.

Efeito de inibidores de proteases e ions metalicos na atividade coagulante

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi investigado utilizando 10 mM de
fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF), 10 mM de acido etileno-diaminotetracético (EDTA), 10
mM de &cido iodoacético e 0,1 mM de Pepstatin, na mistura reacional. Os ions metéalicos
utilizados na concentracdo de 10 mM, na mistura reacional foram CaCl,, CuSOas, FeSOs,
MgSOas, MnSOa, ZnSOa4, NaCl e KCI. As amostras foram incubadas nas condi¢des otimas de
pH e de temperatura. A atividade enzimatica residual foi comparada com o controle que foi
incubado sem os inibidores e os ions metalicos e correspondeu a 100 % de atividade. Todas as

amostras foram preparadas em triplicata.

79



Teste de toxicidade in vitro

Todos os testes de toxicidade foram realizados no Laboratoério de Atividade Bioldgica,
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas.

Linhagem e condicdes de cultivo

Neste estudo foram utilizados fibroblastos humanos (MRC5) mantidos em garrafas de
cultura contendo meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado
com Soro Fetal Bovino (SFB) 10% (p/v) e antibiético Ampicilina-Estreptomicinal% (p/v). As
células foram acondicionadas em estufa com 5% de CO», a 37° C. O modelo de estudo
proporcionou a comparacao do efeito citotdxico do extrato de Pleurotus albidus, em diferentes
concentracgdes, sobre linhagens de fibroblastos humanos MRC5.

Avaliacao da citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade dos extratos de Pleurotus foi avaliada pelo teste do Alamar Blue,
conforme metodologia descrita por Ahmed, Cogal e Walsh (1994). Neste teste o Alamar Blue
(resazurina) de cor azul e nao fluorescente, é reduzido a resofurina, de cor rosa e fluorescente,
pelas células viaveis. As células foram transferidas para placas com 96 pocos na concentracao
de 0,5 x 10* células por pogo. Esta placa foi mantida em estufa a 37°C com 5% de CO durante
24 horas. Apos este periodo as células foram tratadas na concentracdo unica de 200 pg/ml de
extrato de Pleurotus durante 72 horas. Como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina
(1720 uM). Os pocos controle negativo receberam DMSO (diluente da amostra) a 0,1%. Trés
horas antes do final de cada tempo de tratamento foi acrescentado 10 pL do Alamar Blue na
concentracdo de 0,02% e foi realizada a leitura das placas em Leitor de microplaca na regido
da fluorescéncia nos comprimentos de onda em 465 nm e 540 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicata e os dados foram analisados no programa GraphPad prism 6.0. As

imagens foram capturadas pelo programa Zen 2 da Carl Zeiis Microscopio Gmbh Company®.
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Andlise estatistica

Em todos os experimentos, os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparados pelo teste de Tukey (P <0,05) utilizando programa Minitab, versdo
16.0 (Minitab, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade de enzimas utilizadas na fabricagdo de queijo influencia na
biotransformacdo dos componentes do leite e no processo de formagéo do coalho, determinando
as propriedades organolépticas do produto final. Proteases com atividade semelhante aos de
coalhos comerciais foram identificadas em basidiomicetos (Shamtsyan et al., 2014).

Outro fator importante parametro é a razdo coagulante. A relacdo entre a atividade
coagulante e proteolitica associado a especificidade enzimatica sdo fatores que influenciam na
escolha de uma nova protease coagulante (Alecrim et al., 2015).

Entre os seis cogumelos estudados, G. lucidum e P. albidus, nas condicdes de cultivo,
foram as espécies que produziram proteases coagulantes. Os valores de atividade coagulante e
razdo coagulante foram mais significativos para P. albidus (73,39 U/mL e 21,60,
respectivamente). Na investigacao realizada por Shamtsyan et al. (2014) foi verificada atividade
coagulante (5,40 U/mL) e razdo coagulante (79,00) para C. lagopides. A. flavo furcatis DPUA
1493 apresentaram atividade coagulante (68,61 U/mL) e razdo coagulante (1,81), conforme
relatado por Alecrim et al (2015). O coagulante de T. clypeatus apresentou atividade coagulante
(333,33 U/mL) e razédo coagulante (64,70), de acordo com Majumder et al. (2015).

Nesta pesquisa foi observada a formacdo de coagulo forte, com separacdo de soro,
quando proteases coagulantes de P. albidus foram adicionadas ao leite desnatado (Figura 1),
resultado que indica a potencial aplicacdo desses biocatalisadores na industria de laticinios na
fabricacdo de queijo. Essa propriedade de coagulacdo também foi notada por Alecrim et al.
(2015), na pesquisa realizada com Aspergillus flavo furcatis, uma linhagem do bioma

amazoénico.
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Figura 1. Atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

O estudo das condic6es Otimas de pH, temperatura e perfil de estabilidade podem ser
utilizados na indicacdo da aplicacdo industrial de enzimas (Castro e Sato, 2013). O efeito do
pH na atividade de enzimas coagulantes de P. albidus estd mostrado na figura 2. O aumento
do pH do leite foi acompanhado de perda de atividade coagulante. A enzima exibiu 100 % de
atividade em pH 6, seguida de decréscimo nos pH subsequentes apresentando 19,37% de
atividade relativa em pH 10.

Pediococcus acidilactici SH também exibiu maxima atividade coagulante em pH 6,
porém a elevacdo dos valores de pH para 7 e 8 diminuiu a atividade coagulante em 54% e 21
%, respectivamente (Imdakim et al., 2015). Vishwanatha (2010) verificou maior valor de
atividade coagulante da enzima purificada de Aspergillus oryzae MTCC 5341 em pH 6,3,
seguido de reducdo da atividade coagulante em pH superiores. Vannabun et al. (2014) relataram
que em condi¢des fora do pH 6timo ocorre perda de atividade enzimatica devido a alteracGes
da conformacéo da proteina causada pela repulsdo de cargas. Nessas condicGes as distribuicdes
de carga da superficie proteica e as conformacdes sdo alteradas e enzimas ndo conseguem se
associar com o substrato corretamente. Segundo Vasconcelos et al. (2004) o pH pode
influenciar no rendimento da coagulacéo do leite, sendo que na faixa de pH de 5,7 a 6,2, 0s
coalhos de origem microbiana apresentam maior atividade proteolitica em relacdo aos coalhos

de bezerro e genéticos.
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Figura 2. Efeito do pH na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

A temperatura exerceu forte influéncia na atividade das proteases coagulantes de P
albidus (Figura 3). Nas condigdes de analise, a atividade otima foi determinada a 60 °C, seguida
de decréscimo nas temperaturas superiores. As proteases coagulantes de Rhizopus oryzae
(Kumar et al., 2005), Penicillium oxalicum (Hashem, 1999) e Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis (Sun et al., 2014) tambem expressaram 6tima a 60 °C. Segundo Dybowska &
Fujio (1996) em altas temperaturas 0 processo de coagulacido desacelera. A elevagdo da
temperatura do leite afeta a taxa de agregacédo proteica, aumenta a velocidade de formacgédo do
gel (McMahon et al., 1984) e causa 0 encolhimento da matriz proteica devido ao aumento de
interacoes hidrofobicas (Ahmed e Helmy, 2012). O fator responsavel pelo aumento do tempo
de coagulacdo do coalho de leite aquecido é o complexo formado entre a x-caseina e [-
lactoglobulina, ou uma a-lactaloumina, embora as alteragdes no equilibrio de sal tambem

estejam envolvidas (Balcones et al., 1996).
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Figura 3. Efeito da temperatura na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

A figura 4 mostra a estabilidade das proteases coagulantes de P. albidus em diferentes
valores de pH. Essas enzimas apresentaram atividade em todas as condic6es de estudo, porém
a reduzida estabilidade foi observada com o aumento dos valores de pH. As maiores atividades
coagulantes foram verificadas em pH 4. Em pH 5 e 6 a enzima apresentou 51,34 % e 30,82 %
de atividade, respectivamente. A maior perda de atividade coagulante foi verificada em pH 10
no qual a enzima apresentou apenas 11,21 % de atividade relativa. Resultados semelhantes
foram relatados por Merheb-Dini et al. (2010) com as enzimas de Thermomucor indicae-
seudaticae N31 e, ainda verificaram maior atividade de coagulacdo do leite em pH 3,5. Yegin
(2012) reportaram, no estudo com proteases coagulantes de Mucor mucedo DSM 8009,
estabilidade enzimatica na faixa de pH entre 5,0-5,5, mas em valores de pH superiores a 6,0

ocorreu diminuicdo acentuada da atividade coagulante.
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Figura 4. Efeito do pH na estabilidade das proteases coagulantes do extrato bruto de P. albidus.

Os diferentes niveis de resisténcia ao tratamento térmico demostrados por enzimas
coagulantes varia de acordo com a origem da proteina (Hayaloglu et al., 2014). A figura 5
mostra a estabilidade do extrato bruto para diferentes valores de temperatura. Apos 1 hora de
incubacdo a 40 °C a enzima apresentou maior atividade coagulante, mas a 50 °C houve
decréscimo de 34 %. Nas temperaturas de 60, 70 e 80 °C foram verificadas perdas de atividade
de 72,71 %, 75,85% e 78,80 %, respectivamente. A protease coagulante de Termitomyces
clypeatus MTCC 5091, estudada por Majumder et al., (2015) foi moderadamente estavel entre
35 °C e 50 °C, retendo mais de 80% da sua atividade e, com decréscimo rapido com 0 aumento
da temperatura. Alecrim et al (2015) verificou que o extrato bruto de Aspergillus flavo furcatis
demonstrou estabilidade térmica superior a 70 % entre as temperaturas de 40 a 60 °C, porém

em temperaturas superiores houve decréscimo de atividade de até 28 %.

85



120

100 -

80 -

40

Atividade relativa (%)
(o))
o

20 -

0 T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 5. Efeito da temperatura na estabilidade das proteases coagulantes de P. albidus.

O efeito de ions metéalicos e inibidores na atividade coagulante esta demonstrado na
Tabela 1. O fon Zn?* elevou a atividade coagulante em 78 %. Os ions Mn?*, Fe?* e Cu?*
causaram reducdo de 97,60 %, 78,75 % e 35 %, respectivamente. Os ions Mg?*, Ca?*, Na* e K*
inibiram completamente a enzima (Figura 5). Sun et al., (2014) verificaram que os fons Zn*?
elevaram em 12 % a atividade da protease coagulante de Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis. Ahmed e Helmy (2012) verificaram que os ions Zn?* elevaram a atividade das
proteases coagulantes de Bacillus licheniformis 5A5 em 67,7 %. Por outro lado os ions Cu?* e
Mg?* estimularam as proteases coagulantes de Penicillium oxalicum, conforme reportado por
Hashem (2000). Segundo Merheb-Dini et al. (2009) os ions podem se ligar em residuos de
aminoacidos e modificar a estrutura das proteinas influenciando positivamente ou

negativamente na atividade proteolitica.

Nos testes utilizando diferentes inibidores, os resultados demonstraram a presenca de
diferentes grupos de proteases coagulantes de P. albidus, com maior prevaléncia de cisteino-
proteases. As proteases coagulantes de P. albidus mantiveram estabilidade frente ao EDTA
retendo 93,70 % de atividade coagulante. Pepstatin A e PMSF causaram inibicdo de 35 % e
49,50%, respectivamente. Porém, na presenca de acido iodoacético o coagulante reteve apenas

38 % de atividade (Figura 6). Estes resultados demonstraram os grupos SH provavelmente
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podem estar envolvidas no mecanismo catalitico e sugere que as proteases coagulantes de P.

albidus pertencem a familia das cisteina proteases.

Tabela 1. Efeito de ions e inibidores na atividade coagulante de P. albidus.

Reagentes Concentragdo (mM) Atividade relativa (%)
Controle — 100 £ 0,00
Zn?* 10 178 £ 0,20
Mn?2* 10 98 £0,17
Fe?* 10 79+£0,04
Cu® 10 35+0,02
Mg?* 10 0+0,00
Na* 10 0+0,00
Ca? 10 0+0,00
K* 10 0+0,00
EDTA 10 94 +£0,13
Pepstatin A 1 65 + 0,22
PMSF 10 51+0,29
Acido iodoacético 10 38 +0,20

Apo0s 72 h de tratamento com os extratos de P.albidus a viabilidade celular da MRC-
5 foi superior a 100% e as células ndo apresentaram alteracbes morfologicas quando
comparadas ao controle negativo DMSO. Como controle positivo de morte celular foi utilizada
a doxorrubicina, o qual apresentou 23% de viabilidade celular quando testada a 20uM ou
34pg/mL (Figura 6). Estes resultados demonstram que o extrato coagulante de P. albidus ndo
apresenta toxicidade e pode ser utilizado com seguranca na industria de alimentos. Al-Temimay
et al. (2015) e Lai et al. (2013) relataram que os extratos de P. ostreatus e Hericium erinaceus
ndo apresentaram citotoxicidade contra linhagens celulares de fibroblastos MRC-5. O extrato
aquoso aquecido Lignosus rhinocerotis também ndo foi toxico para fibroblastos MRC-5,

conforme demonstrado por Lau et al. (2013).
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Figura 6: Citotoxicidade do extrato coagulante de P. albidus em fibroblastos humanos (MRC-5) ap6s 72 horas
de tratamento. A: MRC-5 ap6s tratamento com DMSO, Extrato coagulante de P. albidus PASUB,
Doxorrubicina. B: Viabilidade celular do extrato de P. albidus, DMSO - Dimetilsulféxido (controle negativo,
0,01%) e DOXO - Doxorrubicina (controle positivo, 20uM ou 34ug/mL).

CONCLUSAO

Dos seis macrofungos avaliados, Pleurotus albidus, uma espécie de cogumelo
comestivel ndo toxica, nativa do ecossistema amazonico, sintetiza coagulante do leite bovino.
Este coagulante expressa atividade étima em pH 6 a 60 °C e tem maior estabilidade em pH 4,0

a 40 °C, com predominio de cisteino-protease.
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Resumo

Nos ultimos anos os cogumelos tém se destacado como fonte de coagulantes do leite bovino.
Neste estudo foi avaliada a sintese de coagulante por Pleurotus albidus cultivado em residuos
agroindustriais da Amazonia. Parametros que afetam a producdo de coagulante por Pleurotus
albidus, como pH inicial do meio de cultivo, idade e tamanho do inoculo e tempo de
fermentacdo também foram investigados. O coagulante obtido nas condicGes Otimas de
producdo foi avaliado quanto ao pH e temperatura 6timos, estabilidade ao pH e a temperatura,
efeito de ions e inibidores. Pleurotus albidus sintetizou proteases com elevada razéo coagulante
(14,58), formacao de soro abundante e forte coagulacéo nas seguintes condicdes: in6culo com
10 dias de cultivo, pH 6 do meio, tamanho do inoculo de 2,5% durante 10 dias de bioprocesso.
O coagulante exibiu maxima atividade catalitica em pH 5, a 55 °C, com estabilidade até 45 °C,
sendo completamente inibido por acido iodoacético. Pleurotus albidus é uma fonte potencial
de coagulante que pode ser aplicada na inddstria de laticinios, em especial na fabricacdo de
queijo.

Palavras chave: cogumelo comestivel, protease, fermentacdo, caracterizacdo, otimizacéo

INTRODUCAO

Os coalhos sdo proteinases extraidas do abomasso de bezerros tradicionalmente
utilizados na elaboracdo de queijos. A desestabilizacdo das micelas, com consequente
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agregacao e formacdo da coalhada resulta da clivagem da ligagcdo Phe105-Met106 na cadeia da
K-caseina pela quimosina (Hang et al., 2016; Guleria et al., 2016).

Outras fontes de coagulantes sdo 0s vegetais, as bactérias e fungos. Dentre os de
origem vegetal tem destaque Ficus religiosa, Cucumis melo e Artocarpus altilis (Kumari et al.,
2012; Mazorra-Manzano et al., 2013; Soares et al., 2015). Porém, os extratos de plantas sdo
considerados inadequados porque possuem elevada atividade proteolitica que afeta o sabor e
textura dos queijos (Grozdanovic et al., 2013).

A diversidade bioquimica, a facilidade de manipulacdo genética e a recuperagdo de
compostos bioativos no final do bioprocesso qualificam os fungos como fontes renovaveis e
eficientes de coagulantes (Ayana et al., 2015; Daudi et al., 2015). Neste contexto, os cogumelos
sdo fontes promissoras de coagulantes com caracteristicas apropriadas para producdo de
queijos, isto €, elevada atividade coagulante e baixa atividade proteolitica (Shamtsyan, 2016).

Coprinus lagopides (Shamtsyan et al., 2014), Hericium erinaceum NBRC 100328
(Nakamura et al., 2014), Schizophyllum commune (Okamura-Matsui et al., 2001),
Termitomyces clypeatus MTCC 5091 (Majumder et al., 2015) sdo espécies de cogumelos
comumente exploradas em bioprocessos a baixo custo e em tempo reduzido de producéo.
Estudos tém demonstrado a utilizacdo de coagulantes obtidos de fungos macroscépicos para
elaboracao de queijos (Sathya et al., 2009; Alves et al., 2013; Bensmail et al., 2015).

A tecnologia da fermentacdo em estado sélido (FSS) promove a sintese de coagulantes
por fungos em elevada concentracdo, com baixo consumo energético. FSS mimetiza as
condicdes desejaveis para o crescimento do organismo em residuos lignoceluloliticos, condicéo
que proporciona reducdo do custo final do bioprocesso e minimizam o impacto ambiental
(Benluvankar et al., 2015; Sindhu et al., 2015).

Residuos agroindustriais amazénicos como exocarpo de cupuacu e semente de acai
sdo usados para producdo de proteases e crescimento de cogumelos (Fonseca et al., 2015;
Machado et al., 2016). Neste estudo, o coagulante de P. albidus DPUA 1692 cultivado em
residuos lignocelulésicos da Amazonia foi caracterizado parcialmente e utilizado na fabricagédo

de Queijo Minas frescal.
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METODOLOGIA

Cogumelo e manutencédo da cultura estoque

Pleurotus albidus DPUA 1692 foi cultivado em BDA [&gar batata dextrose adicionado
de extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placas de Petri. Os cultivos, mantidos a 25 °C por 10
dias, na auséncia de luz. A cultura estoque de P. albidus foi mantida em BDA com extrato de
levedura 0,5% (p/v), em tubos de ensaio a 4 ° C para uso posterior.

Fermentagdo em matriz sélida

Para producdo de coagulante em matriz s6lida P.albidus foi cultivado em residuos
agroindustrias da Amazénia: engaco de banana (Musa sp), exocarpos de cupuacu (Theobroma
grandiflorum Willd ex-Spreng Schum) e tucuma (Astrocarium vulgare Mart.), semente de acai
(Euterpe oleracea Mart.) e serragem de angelim (Hymenolobium sp. Ducke), suplementados
com farelo de arroz (Oryza sativa L.) (Tabela 1). O pH de cada mistura de residuo foi ajustado
para 6,0 e a umidade corrigida para 60 %. Em seguida, cada mistura foi acondicionada em sacos
de polietileno para esterilizacdo a 121 °C, 1 atm, por 1 hora. Posteriormente foram adicionados
cinco discos miceliais de 5mm e o bioprocesso conduzido por 10 dias, a 25 °C, na auséncia de

luz. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 1. Residuos lignocelulésicos (RL) utilizados na fermentacdo em matriz sélida para producdo de coagulante
por P. albidus

Residuos lignocelulésicos Concentrac6es (%, p/p)
EB 100
EB:FA 90:10
EB:FA 80:20
EC 100
EC:FA 90:10
EC:FA 80:20
ET 100
ET:FA 90:10
ET:FA 80:20
SA 100
SAFA 90:10
SAFA 80:20
SE 100
SE:FA 90:10
SE:FA 80:20

EB: engaco de banana; EC: exocarpo de cupuagu; ET: exocarpo de tucuma;
FA: farelo de arroz; SA: semente de acai; SE: serragem de angelim
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As proteases coagulantes produzidas por fermentagdo em matriz solida foram
extraidas com agua destilada esterilizada na razdo 1: 5 (substrato:agua, p/v), mantendo-se 150
rpm, a 30 °C. Apds 30 minutos o extrato bruto foi recuperado por filtragdo sob vacuo em papel
de filtro Whatman n° 1, seguindo as filtracGes em membrana de éster de celulose (0,45 pum) e

em membrana polietersulfonica (0,22 um), respectivamente.

Avaliacao de parametros de fermentacgdo para producéo de coagulante por P. albidus

Para avaliar os parametros que influenciam na producdo de proteases coagulantes em
matriz sélida por P. albidus foram realizadas as seguintes analises: idade do in6culo (4, 7, 10,
13, 16 dias), tamanho do in6culo (0,5%, 1,0%, 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10%, m/v), pH inicial do
meio de cultivo (5, 6, 7, 8, 9, 10) e tempo de fermentacdo (6, 8, 10, 12, 14, 16 dias).

Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada segundo Leighton et al. (1973). Na mistura
reacional foi utilizado 250 pL de azocaseina 1% (p/v), em tampéo Tris-HCI para cada 150 pL
do extrato enzimatico bruto. A reacdo, incluindo o branco, foi incubada a 25 °C e, apds 60
minutos adicionado 1,2 mL de &cido tricloroacético 10% (p/v). O residuo remanescente foi
separado por centrifugacdo a 4 °C (8.000xg/5 minutos). Do sobrenadante foi retirado 800 L e
adicionado em 1,4 mL de NaOH 1M. A leitura foi realizada em 440 nm. Uma unidade de
atividade de protease foi definida como a quantidade de enzima necessaria para causar um
aumento de 0,1 na absorbancia em 1 hora a 440 nm, nas condi¢cGes de ensaio. Todas as amostras

foram preparadas em triplicata.

Atividade coagulante

A atividade coagulante foi determinada de acordo com Arima et al. (1970). Como
substrato foi utilizada solucdo de leite em p6 desnatdo 10 % (p/v) dissolvida em 100 mL de
solucéo de CaCl. 0,05 M, pH 5,8. Resumidamente, 5 mL da solugéo de leite foram distribuidos
em tubos de ensaio e incubados em banho maria a 40 °C por 15 minutos. O extrato enzimatico
foi adicionado ao leite e a contagem do tempo reacional foi iniciada. O tempo de coagulacédo
foi registrado quando foi observada a formacdo de coagulos na parede dos tubos de ensaio. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Uma unidade de atividade coagulante (U) foi

definida como a quantidade de enzima capaz de coagular 1 ml de substrato em 40 minutos a 40

98



°C. A atividade coagulante foi calculada de acordo com Shata (2005): U = 2400/T x S/E, onde
T é o tempo necessério para formacdo do coagulo, S é o volume de leite e E é o volume da
enzima.

A baixa atividade proteolitica, elevada atividade coagulante do leite e a classificacdo
do coagulo foram os pardmetros utilizados na selecdo do residuo lignoceluloliticos e nos

estudos dos parametros que influenciam na sintese de coagulante por P. albidus.

Efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da enzima coagulante

Para ensaio do pH étimo, a atividade coagulante foi determinada a 40 °C em diferentes
valores de pH utilizando as seguintes solugdes tampéo a 0,1 M: acetato de sédio (5 e 6), Tris-
HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10). A temperatura étima foi determinada pela incubacéo do
extrato bruto em diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C. Para estabilidade ao pH,
0 extrato bruto foi diluido (1:1) nas seguintes solu¢fes tampdo a 0,1 M: acetato de sodio (5 e
6), Tris-HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10) e mantidos a 25 °C por 24 horas. Na estabilidade
térmica, o extrato foi incubado em diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C por 1
hora. Leite em pd desnatado (10%, p/v) dissolvido em solucdo 0,05 M de CaCl,, pH 5,8 foi
utilizado como substrato. Todas as analises foram realizadas em triplicata. As atividades

relativas foram determinadas nas condi¢des 6timas de pH e de temperatura.

Efeito de inibidores de proteases e ions metalicos na atividade coagulante

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi investigado utilizando 10 mM de
fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF), 10 mM de acido etileno-diaminotetracético (EDTA), 10
mM de &cido iodoacético e 0,1 mM de Pepstatin, na mistura reacional. Os ions metéalicos
utilizados na concentracdo de 10 mM, na mistura reacional foram CaCl,, CuSOas, FeSOs,
MgSOas, MnSOs, ZnSOa4, NaCl e KCI. As amostras foram incubadas nas condi¢des otimas de
pH e de temperatura. A atividade enzimatica residual foi comparada com o controle que foi
incubado sem os inibidores e os ions metalicos e correspondeu a 100 % de atividade. Todas as

amostras foram preparadas em triplicata.
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Elaboracao de queijo utilizando coagulante de P. albidus

O queijo Minas frescal elaborado com coagulante de P. albidus foi produzido de
acordo com a metodologia utilizada na Fabrica de Laticinios Uirapuru, localizada no Km 24 da
BR 174 — Am.

Anélise da composicdo centesimal do queijo

A umidade do queijo minas frescal foi determinada em estufa de circulacéo de ar
forcado, a 105 °C até peso constante. O quantitativo de proteina foi determinado pelo método
Kjeldahl (fator = 6,38). A fracdo mineral foi avaliada por incineragdo da amostra em forno
mufla (550 °C). Os lipidios foram determinados utilizando o método de Bligh e Dyer e 0s
carboidratos foram calculados por diferenca das demais fracoes centesimais (AOAC, 2005). O
valor caldrico foi determinado de acordo com o fator de conversdo de Atwater (NEPPA,
2006).

Analise microbiologica do queijo Minas frescal

As analises microbioldgicas de Coliformes a 45°C, Staphylococcus aureus coagulase
positiva, Salmonella sp. foram realizadas de acordo Silva et al. (2010), conforme preconizado

na RDC N° 12, de 2001 que regulamenta os padrdes microbiologicos para alimentos.

Analise estatistica

Em todos os experimentos, os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparados pelo teste de Tukey (P <0,05) utilizando programa Minitab, versao
16.0 (Minitab, 2010).

RESULTADOS

O wuso de residuos agroindustriais como substratos para producdo proteases
coagulantes por fungos tem demonstrado eficacia. A fermentacdo em matriz solida utilizando
exocarpos, sementes, bagacos e farelos é considerada uma tecnologia ecoamigavel e
economicamente vantajosa, pois sdo obtidos elevados rendimentos de bioprodutos a baixo
custo, além de reduzir a poluicdo causada pelo descarte inadequado de residuos no ambiente
(Inécio et al., 2015; Silva et al., 2016).
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As caracteristicas bioquimicas dos coalhos influenciam nas propriedades de

coagulacdo do leite, rendimento, sabor e textura do queijo. Os coagulantes comerciais se

caracterizam por possuirem elevada razdo coagulante, ou seja, alta atividade coagulante e baixa

atividade proteolitica (Shamtsyan et al., 2014).

Neste estudo, a razdo coagulante (atividade coagulante/atividade proteolitica) e a forca

da coagulacdo foram os principais parametros utilizados para selecionar os residuos

lignoceluldsicos indutores da sintese de coagulante por P. albidus. Nas condi¢des avaliadas, P.

albidus produziu e excretou proteases com diferentes perfis de coagulacdo (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade coagulante, razdo coagulante e classificacdo da coagulacdo das proteases produzidas por P.

albidus em diferentes residuos lignoceluldsicos.

Residuos Atividade

lignocelul6sicos coagulante Razdo Classifica(;z§~o da

(%, plp) (UimL) coagulante coagulacéo
EB (100) N.D N.D Sem coagulacéo
EB:FA (90:10) 46,33 +0,28' 5,67 +0,23¢% Fraca coagulagdo
EB:FA (80:20) 35,16 + 0,28 3,64 + 0,25 Fraca coagulagdo
EC (100) 21,51 +0,02' 6,81 + 0,58¢ Fraca coagulacdo
EC:FA (90:10) 68,83 + 0,289 5,54 + 0,28 Forte coagulacdo
133,66 + 0,28° 6,57 +0,41¢ Forte coagulagio

EC:FA (80:20)

ET (100) 108,16 + 0,76
ET:FA (90:10) 99,66 + 0,57¢
ET:FA (80:20) 145,33+ 0,28°

SA (100) N.D
SA:FA (90:10) 58,33 £0,57"
SA:FA (80:20) 114,00 + 0,86°

SE (100) N.D
SE:FA (90:10) 25,66 +0,57¢

75,16 + 0,27

SE:FA (80:20)

4,88 +0,079¢f
3,80 + 0,03%f
5,19 +0,01%¢
N.D
14,58 +0,14%
11,22 +0,39°
N.D
11,87 + 0,50°

5,50 + 0,225

Forte coagulacdo
Forte coagulacdo
Forte coagulacdo
Sem coagulacdo
Forte coagulacdo
Forte coagulacdo
Sem coagulacdo
Fraca coagulacéo

Forte coagulacdo

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P < 0.05)

Os valores significativos de atividade coagulante foram, em ordem decrescente,
145,33 U/mL, 133,66 U/mL e 114,00 U/mL quando P. albidus foi cultivado em exocarpo de

tucumd, exocarpo de cupuacu e semente de acai suplementados com 20 % de farelo de arroz,
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respectivamente. Contudo, ndo foi observada sintese de coagulante por P. albidus cultivado em
exocarpo de banana, semente de acgai e serragem sem suplementacdo. P. albidus quando
cultivado em semente de acai suplementada com 10 % de farelo de arroz produziu peptidases
que expressaram significativa razdo coagulante (14,58), formacgéo de soro abundante e forte
coagulacdo (Figura 1). Baseado nestas caracteristicas este coagulante foi selecionado para os
estudos subsequentes de caracterizagdo enzimatica.

Figura 1. Coagulacdo do leite bovino usando enzimas de P. albidus cultivado em semente de acai suplementada
com farelo de arroz (90:10, p/p), em triplicata.
Fonte: préprio autor.

Residuos agroindustriais tém sido utilizados como substratos para producdo de
enzimas coagulantes por fungos. T. indicae-seudaticae N31 produziu coagulante com elevada
atividade coagulante baixa atividade proteolitica quando cultivado em farelo de trigo (Merheb-
Dini et al., 2010). O extrato proteolitico de A. oryzae NCIM 1032 cultivado em uma mistura de
farelo de trigo e farelo de arroz (7:3, p/p) apresentou elevada razdo coagulante, ap6s 120 horas
de fermentacdo, conforme descrito por Patil et al. (2012). Exocarpo de cupuagu, semente de
acai e farelo de arroz foram utilizados como substratos naturais para producao de coagulantes
por diferentes espécies de Aspergillus conforme relatado por Alecrim et al. (2015).

H& poucos estudos reportando as condi¢bes ambientais ideais para producdo de
enzimas coagulantes por cogumelos comestiveis. Contudo é conhecido que temperatura,

umidade, pH, tamanho do indculo, fontes de nitrogénio e carbono sdo fatores que afetam a
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producédo de enzimas por micro-organismos. Nesse sentido é importante conhecer as condi¢fes
ambientais em que 0s micro-organismos produzem quantitativo maximo de enzimas de
interesse comercial para que se possa viabilizar a producdo desses biocatalisadores em escala
industrial (Gais et al., 2009; Narwal et al., 2017).

O tamanho do inéculo é um fator biol6gico que estd associado com a producdo de
biomassa e enzimas proteoliticas em processos fermentativos. Indculos concentrados
favorecem a formagdo de biomassa microbiana em excesso (Ravikumar et al., 2012;
Vijayaraghavan et al., 2014). Neste contexto os nutrientes presentes no meio de cultivo séo
consumidos rapidamente afetando a producdo de metabdlitos. Por outro lado a utilizacdo de
reduzidos volumes de in6culos pode dificultar o crescimento microbiano e a sintese de
proteases (Sher et al., 2012; Bensmail et al., 2015). A influéncia do tamanho do indculo na
sintese de coagulante por P. albidus cultivado em semente de agai com farelo de arroz (90:10,
p/p) esta demonstrada na figura 2. Nas condi¢des avaliadas P. albidus produziu coagulante em
todos os volumes de indculo testados. Contudo os niveis significativos de atividade coagulante
(42,60 U/mL), com forte coagulacéo do leite foram verificados com 2,5 % de inoculo. Sathya
et al. (2009) relataram que o in6culo de 30% favoreceu a producdo de coagulante por M.
circinelloides cultivado em casca de gréo indiano. Os tamanhos de indculo de 5% e 10% foram
considerados como 0timos para producéo de proteases por R. arrhizus-M26 e R .oligosporus-
M30, respectivamente (Irfan et al., 2011). Maxima producédo de protease alcalina por uma
espécie mutante de A. flavus AS2 foi verificada com a utilizacdo de 10% de volume de inoculo
(Rani et al., 2012).
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Atividae coagulante (U/mL)
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0 2 4 6 8 10 12
Tamanho do inéculo (%)

Figura 2. Efeito do tamanho do in6culo na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.
103



O tempo de fermentacdo influencia na producdo de enzimas proteoliticas. De acordo
com o0 micro-organismo e as condicdes de cultivo utilizadas no bioprocesso o tempo de
fermentacdo para producéo 6tima de peptidases varia de 1 dia até semanas (Sharma et al., 2017).
Neste estudo P. albidus excretou coagulante em todos tempos de fermentacdo analisados
(Figura 3). O valor significativo de coagulante foi verificado no décimo dia de fermentagdo
(35,10 U/mL). No décimo sexto dia de fermentacdo foi observado o menor valor de atividade
coagulante (19,00 U/mL). Nos estudos de otimizacdo dos parametros de produtividade de
coagulantes do leite por P. oxalicum foi verificado que este fungo sintetiza maior quantitativo
de coagulante ap6s 8 dias de cultivo em matriz s6lida (Hashem 1999). P. sajor-caju produziu
quantidade significativa de proteases no quarto dia de cultivo em farinha de milho (Ravikumar
etal., 2012). A. oryzae NCIM 1032 sintetizou quantitativo significativo de coagulante no quinto
dia de cultivo em matriz solida constituida por uma mistura de farelo de trigo e farelo de arroz
(Patil et al., 2012). O decréscimo de atividade coagulante por fungos apds o tempo étimo de
fermentacao estaria associado com a reducéo dos nutrientes do meio de cultivo e a producéo de
compostos toxicos que influenciariam diretamente na sintese de enzimas e no crescimento do

fungo (Bensmail et al., 2015).
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Figura 3. Efeito do tempo de fermentagéo na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

O pH do meio de cultivo influencia na producédo de coagulantes por diferentes espécies
de fungos. Nas condic@es avaliadas, P. albidus excretou protease com significativa atividade
coagulante (46,00 U/mL) em meio de cultivo com pH 6, conforme demostrado na figura 4. Este

valor de pH foi determinado como 6timo para sintese coagulante por R. stolonifer cultivado
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em matriz sélida (Gais et al., 2009). Bano et al. (2016) verificaram significativa producdo de
protease por P.eryngii em pH 6,5. A. niger MTCC 281 produziu significativo quantitativo de
protease quando cultivado em residuo de Punica granatum, pH 5 (Santhi, 2014). As
modificagdes de pH durante o bioprocesso interferem no crescimento do micro-organismo e na
producédo de enzimas, devido a alteracfes em processos cataliticos e de transporte de nutrientes

pela membrana celular (Bensmail et al., 2015).
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Figura 4. Efeito do pH inicial do meio de cultivo na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.
A 1dade do Inoculo e outro fator biologico que afeta a sintese de protease por fungos

filamentosos. Neste estudo, P. albidus excretou quantitativo significativo de coagulante,
quando utilizado indculo com 10 dias de idade (Figura 5). R. arrhizus M-26 cultivado em
farinha de soja sintetizou maior quantitativo de proteases quando foi utilizado in6culo com 8
dias de idade (Irfan et al., 2011). Rani et al. (2012) e Prasad, Raju (2013) relataram que o indculo
de 4 dias de idade favoreceu a maxima producéo de protease por A. flavus AS2 e R. oligosporus
NCIM 1215, respectivamente.

105



a o =~ o
o O o o

N W
o O

Atividade coagulante (U/mL)
N
o

=
o

o

0 5 10 15 20
Idade do inéculo (dias)

Figura 5. Efeito da idade do in6culo na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

O coagulante obtido nas condicdes 6timas de cultivo foi caracterizado parcialmente
quanto ao pH e temperatura 6timos, estabilidade ao pH e a temperatura, efeito de ions e
inibidores. Nas condicdes avaliadas, a protease coagulante de P. albidus demonstrou atividade
otima em pH 5,0 (Figura 6). Houve decréscimo de atividade coagulante com a elevagédo dos
valores do potencial hidrogenidnico. Em pH 9 o coagulante de P. albidus apresentou 39 % de
atividade e em pH 10 a enzima foi completamente inibida. Lebedeva; Proskuryakov (2009),
Yegin et al. (2012) e Majumder et al. (2015) verificaram que proteases coagulantes de P.
ostreatus, M. mucedo DSM 809 e T. clypeatus MTCC 5091, respectivamente, também
apresentaram atividade 6tima em pH 5. Modificacdes no pH podem alterar as cargas elétricas
de aminodacidos presentes no sitio ativo enzimatico ou modificar as estruturas secundaria ou
terciaria das enzimas, condicdes que afetam a ligacdo da enzima com o substrato, resultando
em perda de atividade catalitica (Oueslati A, Mounirhaouala, 2014, Ahmed et al., 2016).
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Figura 6. Efeito do pH na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

A atividade coagulante de P. albidus aumentou com o incremento da temperatura. O
valor significativo de atividade coagulante (222 U/ mL) foi verificado em 55 °C. Na
temperatura de 50 °C o coagulante de P. albidus apresentou 62,76 % de atividade relativa e em
60 °C a atividade foi completamente inibida (Figura 7). Merheb-Dini et al. (2010) verificaram
elevacdo da atividade coagulante das proteases de T. indicae-seudaticae N31 com incremento
da temperatura até 70 °C. O coagulante de C. lagopides exibiu atividade 6tima na faixa de 34-
37 °C (Shamtsyan et al., 2014). A atividade coagulante maxima de P. soloniensis foi verificada
entre 35-40 °C, conforme descrito por EI-Baky et al. (2011). As proteases de T. clypeatus
MTCC 5091 exibiram atividade maxima em 45 °C de acordo com a pesquisa realizada por
Majunder et al. (2015). Segundo Ahmed et al. (2016) a taxa de agregacéo proteica e a dureza

do gel sdo afetadas com a elevacédo da temperatura.
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Figura 7. Efeito da temperatura na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

O estudo da estabilidade enzimatica € importante porque auxilia no conhecimento da
estrutura da enzima, indica sua aplicacdo industrial e influencia na escolha do processo
biotecnologico para escalonamento de producdo a nivel industrial (Jurado et al., 2004). As
proteases coagulantes de P. albidus apresentaram reducao de atividade com a elevacao do pH.
A atividade coagulante significativa de 100 % foi verificada em pH 5. Em pH 6, 7 e 8 a enzima
reteve atividade coagulante superior a 50 %. Em pH 10 ndo foi verificada atividade coagulante
(Figura 8). Kumar et al. (2005) relataram que a peptidase coagulante de R. oryzae manteve 96
% de estabilidade na faixa de pH 5,5a 7,5. As proteases de R. microsporus var. rhizopodiformis
retiveram atividade na faixa de pH 2-8 (Sun et al., 2014). A. flavo furcatis produziu proteases
com estabilidade de 76-88 % na faixa de pH entre pH 4.0 e 6.0, conforme verificado por
Alecrim et al. (2015).
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Figura 8. Efeito do pH na estabilidade da atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

As proteases coagulantes de P. albidus foram estaveis na faixa de 30 °C a 45 °C,
exibindo atividade superior a 85 %. Na faixa de temperatura de 30-40 °C sdo produzidos
diversos tipos de queijo: cheddar (31,11 °C), coalho (35 °C), Camembert (32 °C — 35 °C), prato
(35 °C), gouda (31,6 °C), queijo azul (28,88-32,22 °C) e Minas frescal (34 °C - 38 °C). Nesta
faixa de temperatura, o coagulante de P. albidus exibiu estabilidade media superior a 90 %,
demonstrando o potencial do extrato deste cogumelo como fonte de proteases coagulantes para
producdo de diferentes tipos de queijo. Apos incubacdo a 50 °C e 55 °C, por 1 hora, a enzima
perdeu 67 % e 81 % de atividade, respectivamente. Na temperaura de 60 °C a enzima foi
completamente inibida (Figura 9). As proteases coagulantes de T. clypeatus MTCC 5091 foram
estaveis na faixa de 35 a 50 °C (Majunder et al., 2015). Sun et al. (2014) e EI-Baky et al.(2011)
relataram que as proteases de R. microsporus var. rhizopodiformis e P. soloniensis se
mantiveram estaveis até 40 °C por 30 minutos e foram inativadas a 55 °C e 60 °C,

respectivamente.
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O efeito de ions e inibidores na atividade coagulante nas proteases de P. albidus obtidas

por fermentagdo em matriz solida estdo demonstrados na tabela 3. Os ions Zn?* e K*

estimularam a atividade coagulante de P. albidus em 42 % e 5 %, respectivamente. Fe?* e Mg?*

reduziram a atividade coagulante em 32 % e 11 %, respectivamente. Ca?* e Mn?* nio afetaram

a atividade enzimatica. Os coagulantes de Amylomyces rouxii também foram estimulados na

presenca de Zn?* e K*, conforme relatado por Yu; Chou (2005). Os ions Zn?* estimularam em

12% a atividade coagulante das proteases de R. microsporus var. rhizopodiformis (Sun et al.,

2014). Segundo Merheb-Dini (2010) os ions podem se ligar aos residuos de aminoacidos e

alterar a conformacéo proteica resultando em alterac6es na atividade catalitica de proteases.

Tabela 3. Efeito de ions e inibidores na atividade coagulante do extrato bruto de P. albidus.

Reagentes Concentracdo (mM) Atividade relativa (%)
Controle — 100 £ 0,01
Ca** 10 100 + 0,03
Cu? 10 0,00 £ 0,00
Fe 10 68 £ 0,01
K* 10 105 + 0,02
Mg? 10 89 £0,01
Mn?* 10 100 + 0,02
Na* 10 95 + 0,00
Zn%* 10 142 + 0,00
EDTA 10 87 +0,6
Acido iodoaético 10 0,00 + 0,00
PMSF 10 80+0,9
Pepstatin A 1 62+0,3
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Baseado nos amino&cidos presentes no sitio ativo ou na necessidade de ions metalicos
para atividade catalitica, as proteases podem ser classificadas em seis grupos principais:
serinoprotease (serina), cisteinoprotease (cisteina), aspartatoprotease (&cido aspartico),
treoninoprotease (treonina), glutaminoproteases (acido glutdmico) e metaloprotease (ions
metalicos) (Li et al., 2013; Hsiao et al. 2014). Segundo Kumar et al. (2005) os inibidores de
protease sao utilizados para verificar qual grupo esté presente no sitio ativo da enzima. Dentre
as substancias inibidoras, &cido iodoacético reprimiu completamente as proteases coagulantes,
sugerindo a presenca de cisteino proteases no sitio ativo da protease presente no extrato bruto
de P. albidus. Na presenca de EDTA, pepstatin A e PMSF foi observada inibi¢do de 13 %, 38
% e 20 %, respectivamente. Estudos tém demonstrado que proteases coagulantes sintetizadas
por cogumelos pertencem a diferentes grupos cataliticos. As peptidases coagulantes de P.
soloniensis foram inibidas por pepstatin A e foram classificadas como peptidases asparticas
(El-Baky et al., 2011). Majunder et al. (2015) verificaram que as proteases coagulantes de T.
clypeatus retiveram 11,9 % de atividade na presenca de EDTA, sendo entdo classificadas no
grupo das metaloproteases. Lebedeva e Proskuryakov (2009) relataram que as proteases
coagulantes de P. ostreatus pertencem as classes das metalo proteases e serino proteases.

As composicdes centesimais dos queijos Minas frescal elaborados com coagulante
comercial e com coagulante de P. albidus estdo demonstradas na tabela 4. Nas condicGes
analisadas, foi verificada diferenca nos conteudos de cinzas, carboidratos e no valor energético
entre 0 queijo elaborado com o coagulante de P. albidus em comparacdo com o queijo obtido
com o coagulante comercial . O queijo elaborado com coagulante de P. albidus apresentou 55
% de umidade, sendo classificado como de muita alta umidade, estando de acordo com a
legislacdo vigente que preconiza valor igual ou superior a 55% de umidade. O quantitativo das
demais fraces centesimais foram, em ordem descrescente: lipidios (20%), proteinas (17,20 %),
cinzas (4%) e carboidratos (3,80 %), sendo determinado o valor energético em 264 kcal/100g.
Ricardo et al. (2011) verificaram valores de umidade de 68,96% a 34,66% em queijos Minas
frescal comercializados em Londrina-PR. Magenis et al. (2014) reportaram valores de umidade
(55,05%), lipidios (22,27%) e proteinas (16,79%) para amostras comerciais de queijo Minas
frecal. Piazzon-Gomes et al. (2010) verificaram que os queijos Minas frescal elaborados com
coagulante comercial apresentaram a seguinte composicdo centesimal: umidade (59,57%),
proteinas (14,98%), lipidios (18,10%), cinzas (2,79%) e carboidratos (4,57%). Oliveira et al.

(2014) relataram que a média do valor energético de queijo Minas frescal ¢ de 218,4
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(Kcal/100g), resultado inferior ao reportado para 0 mesmo produto elaborado com coagulante
de P. albidus. De acordo com Brigido et al. (2004) as variacdes observadas na composicéo
centesimal de queijos Minas frescal ocorrem devido a diferengas no processamento industrial
relacionadas com a ndo padronizacdo dos fermentos, da utilizacdo de diferentes temperaturas

de coagulacéo do leite e a utilizacdo ou ndo de prensagem da massa coagulada.

Tabela 4. Composicao centesimal do queijo Minas frescal produzido com coagulante de P. albidus.

Parametros Queijo Minas frescal elaborado Queijo Minas frescal elaborado
com coagulante comercial com coagulante de P. albidus
(9/1009) (9/1000)

Umidade 55,00 % + 0,5% 55,00 + 0,22

Lipidios 20,00 + 0,82 20,00+ 1,32
Proteinas 18,05 +0,9? 17,20 + 0,202

Cinzas 4,20 + 0,022 4,00 + 0,05°
Carboidratos 2,75 +0,08° 3,80 £ 0,002

Valor calérico (Kcal/100g) 263,20 + 0,05° 264 +0,08?

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P < 0.05)

De acordo com a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, o queijo Minas frescal deve
apresentar as seguintes padrdes de contagem microbioldgica: coliformes termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva (maximo de 5,0x102 UFC/g), Salmonella sp (auséncia/25g).

As analises microbioldgicas do queijo Minas frescal produzido com coagulante de P.
albidus demonstraram auséncia de Salmonella sp. e Staphylococcus aureus coagulase positivo,
mas foi verificada a presenca de coliformes termotolerantes (1,8 x 10 UFC/g), porém este valor
estd em conformidade com os padroes microbioldgicos estabelecidos pela legislacéo brasileira.
Rossi et al. (2010) ndo observaram contaminacdo por Salmonella sp. e Staphylococcus
coagulase positiva em amostras de queijos Minas Frescal comercializados em supermercados
da regido Extremo-Oeste de Santa Catarina. Martins e Reis (2012) verificaram que 52,5% e
45,0% de amostras de queijos Minas frescal estavam em desacordo com a legislacdo para a
contagem coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva, respectivamente.
Brant et al. (2007) relataram que 60% das amostras de queijo Minas frescal analisadas estavam

em desacordo com a legislacéo.
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CONCLUSAO

Pleurotus albidus sintetiza protease com elevada razdo coagulante quando cultivado
em residuo lignocelulésico (semente de acai suplementada com farelo de arroz), utilizando
indculo com 10 dias de cultivo, pH 6, indculo 2,5%, durante 10 dias de bioprocesso. O
coagulante expressa atividade 6tima em pH 5, a 55 °C, estabilidade a 45 °C, com predominio
de cisteino proteases. Queijo Minas frescal foi elaborado com sucesso utilizando coagulante de
Pleurotus albidus, demonstrando o potencial biotecnolégico deste cogumelo comestivel para

aplicacdo na industria de laticinios.
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8. CONCLUSAO

Das espécies de macrofungos avaliados, Pleurotus albidus, uma espécie de cogumelo
comestivel ndo toxica, nativa do ecossistema amazénico, sintetiza coagulante do leite bovino
com elevada razdo coagulante, tanto em meio de cultivo liquido como em matriz sélida. Em
meio liquido, o coagulante de Pleurotus albidus expressa atividade 6tima em pH 6 a 60 °C e
tem maior estabilidade em pH 4,0 a 40 °C, com predomininio de cisteino-protease. Em matriz
solida, constituida por semente de acai suplementada com farelo de arroz (90:10, p/p), pH 6,0,
utilizando como inoculo com 10 dias de cultivo, discos miceliais equivalente a 2,5%, durante
10 dias, o coagulante apresenta atividade 6tima em pH 5 a 55 °C, estabilidade a 45 °C, com
predominio de cisteino proteases. O queijo Minas frescal elaborado com o coagulante de
Pleurotus albidus apresenta caracteristicas nutricionais semelhantes aos queijos do mesmo tipo
disponiveis comercialmente, com qualidade microbioldgica atendendo a legislacao nutricional.

Pleurotus albidus possui potencial biotecnélogico para aplicacdo na industria de laticinios.
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