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RESUMO

Espécies de fungos ja estdo disponiveis no mercado e os cogumelos tém sido reportados
como produtores de enzimas coagulantes do leite para producéo de queijos. O objetivo
do presente trabalho foi investigar o crescimento de Pleurotus florida DPUA 1534 e
Pleurotus ostreatus DPUA 1533 em substrato vegetal para selecionar uma espécie com
potencial proteolitico coagulante para fins de aplicacdo na industria de alimentos. Nos
resultados do crescimento micelial vertical, embora P. florida DPUA 1534 e Pleurotus
ostreatus DPUA 1533 tenham colonizado os residuos naturais testados, P. florida
DPUA 1534 foi a espécie que apresentou crescimento significativo (p>0,05) ao final de
15 dias, dado que determinou a escolha dessa espécie para producdo dos basidiomas. Na
producdo o substrato formulado a base de casca de cupuacu suplementado com farelo de
arroz 20%, indculo de 20 discos miceliais (@= 10 mm) resultou na melhor eficiéncia
bioldgica (14,2%) e as demais analises foram realizadas do cogumelo de P. florida
DPUA 1534 produzido nessas condicdes. A analise dos basidiomas mostrou em
destaque a seguinte caracteristica nutricional de P. florida DPUA 1534, proteinas
(25,94%), carboidratos (49,72%), ferro (89,82%) e zinco (85,08%), além da presenca de
todos os amino&cidos essenciais. No extrato bruto dos basidiomas de P. florida DPUA
1534 a atividade coagulante e a razdo foi de 67,68 UAC e 2,15, respectivamente. A
atividade 6tima foi demonstrada em pH 7,0 a 40 °C. O extrato enzimatico mostrou-se
estavel entre 25 °C e 40 °C, e na faixa de pH entre 4 a 10 apresentou cerca de 80 a 90%
de atividade nos primeiros 90 minutos de incubacdo. O extrato enzimatico mostrou
susceptibilidade aos inibidores das classes de serino-protease (90%), metaloprotease
(93%), cisteino-protease (92%) e protease aspartica (94%). O composto mais eficaz foi
Pepstatin A, sugerindo a presenca de protease aspartica, enzimas que apresentam
residuos asparticos no sitio ativo, indicando a possibilidade de sua aplicacdo na
indGstria de laticinios. Em relagdo a toxicidade os resultados demonstraram que P.
florida DPUA 1534 produz proteases com atividade bioldgica frente a Artemia salina
(CLso= 25,5u0) e apresentou atividade hemolitica em sangue de carneiro comercial em
ordem crescente em relacdo a concentracdao do extrato (0,2 a 1,0 mL), com CLso=
363,88ug e CLso= 241,519 apds 1h e 24h de incubacdo, respectivamente. O teste in
vivo indicou que o extrato quando administrado na dose de 1000 mg.Kg™ em ratos
Wistar, ndo ocorreu 6bito ou sinais clinicos de toxicidade em nenhum dos animais
tratados, ndo promoveu alteragbes significativas dos pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos quando comparados ao grupo controle, e as analises histoldgicas revelaram
que ndo houve toxicidade aguda nas condicGes do experimento. Portanto, o extrato de P.
florida DPUA 1534 apresentou potencial para utilizagdo como coagulante do leite.

Palavras-chave: Cogumelo, Fermentacdo, Residuos vegetais, Valor nutricional,
Coagulante, Toxicidade.



ABSTRACT

Fungal species are already available in the market and the mushrooms have been
reported as producers of milk coagulating enzymes for cheese production. The objective
of this study was to investigate the growth of Pleurotus florida DPUA 1534 and
Pleurotus ostreatus DPUA 1533 in vegetable substrate to select a species with potential
proteolytic coagulant for the application in the food industry. The results of vertical
mycelial growth, although P. florida DPUA 1534 and P. ostreatus DPUA 1533 have
colonized natural residues tested, P. florida DPUA 1534 was the species that showed a
significant increase (p> 0.05) after 15 days given that determined the choice of this
species for the production of the mushroom. In producing the substrate formulated
based on cupuagu bark supplemented with rice bran 20%, 20 mycelial inoculum discs
(@ = 10 mm) resulted in better biological efficiency (14.2%) and the remaining analyzes
were performed with P. florida DPUA 1534 produced under those conditions. The
analysis showed the mushroom highlighted in the following nutritional characteristics
P. florida DPUA 1534 proteins (25.94%), carbohydrate (49.72%), iron (89.82%) and
zinc (85.08%) and the presence of all essential amino acids. In the crude extract of the
mushroom P. florida DPUA 1534 to coagulant activity and the AUC ratio was 67.68
and 2.15, respectively. Optimum activity was shown at pH 7.0 at 40 ° C. The enzyme
extract was stable between 25 ° C and 40 ° C and at pH between 4 and 10 showed about
80 to 90% of activity in the first 90 minutes of incubation. The enzymatic extract
showed susceptibility to inhibitors of the serine protease class (90%), metalloprotease
(93%), cysteine proteases (92%) and aspartic protease (94%). The most effective
compound was Pepstatin A, suggesting the presence of aspartic protease enzymes
showing aspartic residues in the active site, indicating the possibility of its application in
the dairy industry. Regarding toxicity results showed that P. florida DPUA 1534
produces proteases with biological activity on Artemia salina (LCsp = 25,5ug) and
showed hemolytic activity in blood of sheep trading in ascending order with respect to
extract concentrations (0, 2 to 1.0 mL), LCso = 363,88ug and LCsp = 241,51pg after 1h
and 24h of incubation, respectively. The in vivo test indicated that the extract when
administered at a dose of 1000 mg.Kg-1 in rats, no deaths or clinical signs of toxicity in
any of the treated animals did not cause significant changes in haematological and
biochemical parameters when compared to the group control, and histological analyzes
revealed no acute toxicity under the experimental conditions. Therefore, the extract of
P. florida DPUA 1534 showed potential for use as coagulating milk.

Keywords: Mushroom, Fermentation, Vegetable waste, Nutritional value, Coagulant,
Toxicity.
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As proteases constituem o grupo mais importante entre as enzimas industriais,
sendo responsaveis por cerca de 60% do total das enzimas comercializadas em todo
mundo para utilizacdo nos setores alimenticios, farmacéuticos e de detergentes. Dois
ter¢os das proteases produzidas industrialmente tém origem microbiana (PALHETA et
al, 2011; KIRSCH, 2011).

As proteases coagulantes do leite podem ser de origem animal, como a
quimosina e a pepsina, extraida do quarto estbmago de bezerros; de origem vegetal,
como a cardosina extraida da flor do cardo — Cynara sp.; ou de origem microbiana
como quimosina obtida de organismos geneticamente modificados, como
Kluyveromyces lactis e Aspergillus niger (GHORAI et al 2009; KUMARI et al, 2012;
SHAH et al, 2014).

Quimosina (EC 3.4.23.4), extraida do quarto estbmago de bezerros, € a protease
preferida na producdo do queijo devido a sua alta especificidade pela caseina
caracteristica que proporciona que essa enzima seja a mais utilizada na coagulacdo do
leite (JACOB et al, 2011).

Um grande numero de enzimas proteoliticas de origem microbiana atuam de
forma semelhante a quimosina na sua capacidade de clivar a ligacdo peptidica
Fenilalanina;os-Metinonina;ps da k-caseina, o que desencadeia a desestabilizacdo das
micelas da caseina, promovendo a coagulacdo do leite (FARSHAD et al, 2013; SILVA
et al, 2014).

Os micro-organismos representam uma fonte atrativa de protease pela
possibilidade de cultivo em grandes quantidades, em um tempo relativamente curto, por
métodos estabelecidos de fermentacdo (GUPTA et al., 2002;YU et al, 2013).

Basidiomicetos sdo fungos pertencentes ao Filo Basidiomycota, popularmente
conhecidos como cogumelos, os quais desempenham papel fundamental na ciclagem de
nutrientes e manutencdo dos ecossistemas, atuando na degradacdo da matéria organica.
Realizam a bioconversao, transformando os residuos lignocelulosicos em alimento com
alto valor protéico e possuem compostos bioativos com propriedades medicinais
reconhecidas pelas culturas orientais (GUILLAMON et al, 2010; JACOB et al, 2011).

Diferente de outros cogumelos, cogumelos ostras (Pleurotus spp.) sdo faceis,
rapidos e baratos para cultivar, pois requerem pouco tempo de preparacdo e baixa
tecnologia de cultivo. Tradicionalmente, o cultivo é realizado em substrato compostado,
esterilizado (axénico), ou ainda, em substrato natural, apenas pasteurizado (MANDEEL
et al, 2005; AVENDANO-HERNANDEZ & SANCHEZ, 2013).
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Diversos tipos de residuos lignoceluldsicos sdo utilizados para o cultivo de
Pleurotus spp.,tais como: palhas de varios cereais, residuos de algod&o, bagaco de cana-
de-agUcar, serragens, polpa e casca de frutas, restos de papel, folhas de bananeira, polpa
de café, entre outros Estes residuos, na maioria das vezes, s&o combinados a outras
fontes nutricionais, destacando-se os farelos e a uréia (LOPEZ et al, 2008; ROMERO et
al, 2010; HERNANDEZ & LOPEZ, 2010)

Os cogumelos durante a colonizagédo de substrato natural fazem a bioconverséo
de residuo lignoceluldsico, processo econémico que disponibiliza nutriente e contribui
para limpeza ambiental, caracterizando-se como uma tecnologia limpa (MOHAMED et
al, 2014).

O Brasil apresenta grande potencial para a busca de novos extratos enzimaticos
microbianos, considerando a quantidade e variedade inigualaveis de produtos naturais,
uma vasta biodiversidade microbiana a ser explorada, para aplicacdo imediata ou apds
melhoramento genético, visando a producdo de enzimas por processos fermentativos,
transformando residuos em produtos Uteis de maior valor agregado (ZIMMER et al,
2009).

Em virtude da grande demanda do consumo de queijos, preocupacdes éticas
associadas com a producdo de coalhos extraidos do abomaso de bezerros, alto preco,
além de questdes religiosas e culturais, varias pesquisas tém buscado encontrar
coagulantes substitutos (BRUNO et al, 2010; FAO, 2010; JACOB et al, 2011; ADRIO
& DEMAIN, 2014).

Nesse contexto, considerando a caréncia de proteases coagulantes no mercado,
as propriedades bioquimicas dos cogumelos e a disponibilidade de substratos naturais
na Amazbnia, este estudo teve como objetivo encontrar uma fonte alternativa
sustentavel de protease coagulante para a industria de laticinios a partir da producao de

cogumelos do género Pleurotus.

13



1.1 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar o crescimento de Pleurotus florida DPUA 1533 e de Pleurotus
ostreatus DPUA 1534 para selecionar uma espécie com potencial proteolitico

coagulante com fins de aplicagdo na industria de alimentos.

Objetivos especificos

e Auvaliar o crescimento micelial in vitro de Pleurotus florida DPUA 1534 e
Pleurotus ostreatus DPUA 1533 em diferentes residuos naturais e selecionar
uma entre estas duas espécies a que melhor apresenta potencial proteolitico
coagulante para producao em escala laboratorial;

e Investigar a producdo da espécie de cogumelo selecionada associada a producéo
de protease coagulante em residuos vegetais por fermentacdo semi-solida;

e Caracterizar 0 extrato bruto quanto aos parametros: atividade de protease
coagulante, efeito da temperatura, do pH e de inibidores;

¢ Avaliar a toxicidade do extrato coagulante in vitro e in vivo.

14
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2.1 Proteases

Enzimas sdo de grande importancia no desenvolvimento de bioprocessos
industriais. Suas aplicacdes acorrem nos mais diferentes segmentos industriais,
incluindo o de couro, téxtil, farmacéutico, biocombustiveis, detergentes, alimentos e
bebidas, entre outros. O mercado mundial para enzimas industriais alcancou US$ 3,3
bilhGes em 2010 e ¢ estimado que atinja um valor de US$ 4,4, bilhdes em 2015. Estima-
se que o0 uso de enzimas na industria de alimentos e bebidas alcance valor em torno de
US$ 1,3 bilhdes em 2015 (SANCHEZ e DEMAIN, 2011; ADRIO e DEMAIN, 2014).

As proteases apresentam sua maior aplicacdo nas industrias de detergentes e
alimentos. Na industria de detergentes, as proteases sao aplicadas como ingrediente na
producdo de detergentes com a finalidade de remogdo de residuos de alimentos, sangue
e secrecBes corporais. Na industria de alimentos sdo reconhecidamente o grupo de
enzimas com maior aplicacdo, possuindo papel fundamental na fabricacdo de cervejas,
na maturacdo de queijos, no amaciamento de carnes, na producdo de hidrolisados
funcionais protéicos com a finalidade de melhorar o sabor e a qualidade do produto, na
panificacdo, na fabricacdo de adocantes artificiais, como 0 aspartame e na recuperagéo e
aproveitamento de residuos e subprodutos (RAO et al, 1998; KOBLITZ, 2010;
NOVOZYMES, 2012).

Na industria de laticinios, as proteases sdao empregadas na coagulacdo do leite
para producdo de queijos, promovendo a hidrélise da ligacdo peptidica entre os residuos
fenilalanina (Phe 105) e metionina (Met 106) da k-caseina presente no leite (BRUNO et
al, 2010).

As enzimas proteoliticas (EC 3.4) pertencem ao grupo de hidrolases que
catalisam a reacao de hidrolise das ligagdes peptidicas das proteinas e podem apresentar
atividade sobre ligacOes éster e amida. A Unido Internacional de Bioquimica (IUB)
classifica as enzimas proteoliticas em seis grupos de acordo com o tamanho molecular,
propriedades elétricas, com sua especificidade ao substrato e modo de acdo. S&o
classificadas pelo modo de acdo em exopeptidases (atuam nas extremidades da cadeia
polipeptidicas) e endopeptidases (agem nas liga¢fes no interior da cadeia protéica). As
proteases exopeptidases dividem-se em: aminopeptidases, carboxipeptidases, serina-
proteases, cisteina-proteases ou proteases sulfidricas, proteases asparticas ou acidas e
metalo-proteases (BEYNON e BOND, 1996; KOBLITZ, 2010).
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As proteases tém importante papel em todos os processos fisioldgicos, desde a
quebra geral de proteina a regulacdo da morte celular programada (POZA et al., 2001).
Executam uma grande variedade de funges fisiologicas complexas. Sua importancia
em conduzir o metabolismo essencial e as fungdes regulatorias se torna evidente a partir
da sua ocorréncia em todos 0s organismos vivos existentes. De um modo geral,
proteases extracelulares catalisam a hidrolise de proteinas em moléculas menores para
consequente absorcdo pela célula, enquanto as intracelulares possuem um papel vital na
regulacdo do metabolismo (RAO et al., 1998). As proteases podem ser obtidas por
fontes vegetal, animal e microbiana, uma vez que se encontram em todos oS
organismos, conduzindo fungdes metabdlicas e essenciais.

As proteases vegetais sdo muito utilizadas na industria de alimentos e estdo
presentes em maior concentracdo em frutos verdes. A papaina, bromelina e a ficina
estdo entre as mais importantes cisteina-proteases (WISEMAN, 1991; MAZORRA-
MANZANO et al, 2013).

As proteases animais ocorrem em tecidos especificos dos animais e apresentam
grande importancia industrial. As mais importantes sao as gastricas, pepsina e renina, e
as pancreaticas, tripsina e quimiotripsina (RAO et al., 1998).

As proteases de origem microbiana sdo preferidas devido ao seu rapido
crescimento, ao pequeno espaco requerido para o cultivo e a grande variedade catalitica
que dispdem (RAO et al., 1998). As proteases microbianas, em geral, sdo mais estaveis
gue as homologas de plantas e animais, além do seu processo de producdo ser mais facil
e seguro (WISEMAN, 1991).

Os micro-organismos representam uma fonte atrativa de protease pela
possibilidade de cultivo em grandes quantidades, em um tempo relativamente curto, por
métodos estabelecidos de fermentacdo. Além disso, as proteases microbianas tém uma
vida mais longa e podem ser armazenadas sob condicdes ideais sem perda significativa
da atividade (YOUSIF et al 1996).

2.2 Aspectos gerais de Pleurotus florida e Pleurotus ostreatus

Fungos do género Pleurotus estdo incluidos no filo Basidiomycota (CARLILE
et al., 2001; WBSTER e WEBER, 2007), abrangendo diversas espécies, sendo todas
comestiveis, bastante versétil e adaptavel a diversas condigdes ecoldgicas, conhecidos

pelos orientais como Hiratake e Shimeji, também chamado de cogumelo gigante,
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caetetuba e internacionalmente como cogumelo ostra “Oyster mushroom” (BONONI et
al., 1999). Possuem basidiocarpo de 6 a 10 cm, formando uma “pétala” ou “leque” e
nascem em cachos, eles dificilmente apresentam estipe e quando apresenta, a mesma é
diminuta (FERREIRA, 1998). As espécies de Pleurotus apresentam uma grande
variedade de cores, que vao do branco ao azul escuro, marrom, amarelo, rosa, variando
de acordo com a espécie, incidéncia de luz durante a frutificacdo, natureza do substrato
e tempo de incubagéo.

De acordo com Bano; Rajarathnam (1998) e Chang; Miles (2004), o género
Pleurotus apresenta a seguinte classificacdo botanica:

Reino: Fungi

Divisdo: Eumycota

Subdivisdo: Basidiomycetes

Oredem: Agaricales

Familia: Pleurotaceae

Género: Pleurotus

A maioria das espécies e linhagens utilizadas para o cultivo no Brasil foram
introduzidas da Europa e da Asia (BONONI et al., 1995). Entre as espécies de Pleurotus
mais conhecidas estdo P. florida e P. ostreatus (Figura 1), além de P. citrinopileatus, P.
ostreatoroseus, P. pulmonarius e P. eryngii (KUES; LIU, 2000). Estes cogumelos
apresentam as seguintes caracteristicas genéricas:superficie lisa, pileo carnoso, as vezes
membranaceo e nao pigmentado (PEREIRA e PUTZKE, 1989).

Ocorre naturalmente em florestas temperadas, subtropicais e tropicais, podendo
ser saprofito ou parasita em plantas previamente debilitadas, decompondo madeira e
outros residuos vegetais (ZADRAZIL e KURTZMAN, 1984).

Figura 1. Pleurotus ostreatus DPUA 1533 (A) e Pleurotus florida DPUA 1534 (B).
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A producédo de varias espécies de Pleurotus no Brasil teve inicio na década de 70
com linhagens trazidas da Italia. Na década de 80 seu cultivo tornou-se mais intenso,
utilizando substrato enriquecido com farelos e esterilizado em autoclaves e cultivado de
forma totalmente climatizada (SOUZA, 2008).

Os cogumelos do género Pleurotus apresentam elevado valor gastrondmico e
sdo bastante versateis, adaptavel a diversas condi¢bGes ecoldgicas, tém excelentes
caracteristicas organolépticas e nutricionais, constituindo em excelente alimento a ser
incorporado na dieta. Contém baixas quantidades de lipidios, elevado teor de fibras,
além de apresentar mais proteina que a maioria dos vegetais, possui todos 0s
aminoacidos essenciais, e sdo ricos em vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina e &cido
ascorbico) e minerais, como calcio, potassio, iodo e fésforo (CHANG; MILES, 1989;
YILDIZ et al, 2002). O teor de proteina bruta do cogumelo na base seca varia de 8,9 a
38,7%, de 15 a 50%, e em média 19,8%, valores obtidos com o fator N x 4,38 (BANO;
RAJARATHNAM, 1982; LAU, 1982; MAZIERO, 1990; RAMOS et al., 2007).

A presenca de altos teores de potéssio, juntamente com baixos niveis de sodio,
torna esses alimentos apropriados para pessoas com hipertensdo (MANZI et al., 1999;
AGRAHAR-MURUGKAR; SUBBULAKSHMI, 2005). Os cogumelos comestiveis
cozidos ou processados sdo nutricionalmente uma boa opc¢do para vegetarianos, e sao
adequados para pacientes diabéticos e cardiacos (BREENE, 1990). Além disso, podem
acompanhar qualquer tipo de carne ou simplesmente ser um ingrediente principal de
uma receita (MOLENA, 1986).

Pertencem ao grupo denominado de “fungos de podriddo branca”, por crescerem
em troncos de arvores ou madeira morta, produzirem um micélio branco e degradarem
tanto a lignina, um polimero fendlico recalcitrante encontrado nos vegetais, como a
celulose. Para tanto, possuem um complexo enzimatico lignocelulolitico Unico com
enzimas como celulase, ligninase, celobiase, lacase e hemicelulase que fazem com que
estes fungos degradem uma grande variedade de residuos lignocelulosicos e residuos
organicos, o que faz esses fungos serem mais utilizados que os outros fungos
decompositores na aplicacdo de processos biotecnologicos baseados em materiais
lignoceluldsicos (BONONI e TRUFEM, 1995; EICHLEROVA et al., 2000; ROSADO
etal., 2002; CABRERA et al., 2002; BONATTI et al., 2004; PERALTA, 2008).

Devido a este complexo enzimatico, além da aplicacdo direta como fonte de
alimento de alto valor nutritivo (BONATTI et al., 2004) os fungos do género Pleurotus

podem ser utilizados também em diferentes areas, como por exemplo, na industria de
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farmacos, na biorremediacao de solos contaminados por hidrocarbonetos aromaticos, na
degradacdo de poluentes ambientais e no tratamento de efluentes industriais
(MARQUEZ-ROCHA et al., 2000, REDDY et al., 2003, ELISASHVILI et al., 2007).

Variaveis como a espeécie, a idade ou estagio de desenvolvimento do cogumelo,
condicdes pos-colheita, a composicdo do substrato, bem como o método de cultivo
determinam as diferencas observadas na composi¢cdo quimica dos basidiocarpos,
principalmente no contetido de proteinas, minerais e nos constituintes de aroma e sabor
(CRISAN; SANDS, 1978; CHANG; LAU; CHO, 1981; BANO; RAJARATHNAM,
1988).

Os fungos do género Pleurotus apresentam algumas vantagens de cultivo em
relacdo ao género Agaricus e outros cogumelos comestiveis: sdo pouco exigentes em
relacdo ao substrato e de bom desenvolvimento em condigdes rusticas (SCHMIDT et
al., 2003). Além disso, apresentam crescimento mais rapido, sdo mais agressivos na
competicdo com outros organismos, tém capacidade de crescimento numa grande
amplitude térmica, podendo ser cultivados em todo o territério nacional, por tolerarem
temperaturas elevadas. Estes fungos, também requerem uma tecnologia de producéo
menos complexa e apresentam um ciclo produtivo reduzido, caracteristicas desejaveis e
determinantes na viabilidade técnica e econémica de um cultivo industrial (CHANG;
HAYES, 1978; CHANG; QUIMIO, 1984).

Diversos tipos de residuos lignocelulésicos sdo indicados para o cultivo de
Pleurotus spp., tais como: palhas de varios cereais, residuos de algoddo, bagaco de
cana-de-acgUcar, serragens, polpa e casca de frutas, restos de papel, folhas de bananeira,
polpa de café, entre outros (EIRA, 2003; RAGUNATHAN, SWAMINATHAN, 2003;
JOB, 2004; MODA ET AL., 2005; MOLINA, 2005).

Estes residuos, na maioria das vezes, sdo combinados a outras fontes
nutricionais, destacando-se os farelos e a uréia (LI et al., 2001; EIRA, 2003; MODA et
al.,2005). Segundo Mandeel et al. (2005), diferente de outros cogumelos, cogumelos
ostras (Pleurotus spp.) sdo faceis, rapidos e baratos para cultivar, pois requerem pouco
tempo de preparacdo e baixa tecnologia de cultivo. Tradicionalmente, o cultivo é
realizado em substrato compostado, esterilizado (axénico), ou ainda, em substrato
natural, apenas pasteurizado.

Na producdo de cogumelos, varias etapas devem ser seguidas (Figura 2), sendo

que estas vao desde a obtencdo do inoculo até a comercializagdo do produto. As
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condicdes de cultivo sdo fatores determinantes na eficiéncia da producdo (HOLTZ,
2008; STURION, 1994; ROYSE, 2002).

Figura 2. Etapas do processo de cultivo de Pleurotus.

| Substrato Picado |
Imersdo em dagua fria por
aproximadamente 12 horas

i

Drenagem do excesso de dgua

Suplementacdo com
farelo de arroz
N
Esterilizagdo do substrato acondicionado
em pacotes de prolipropileno

Inoculagdo do substrato
e incubagdo a 25-30 °C

Perfuracdo dos pacotes plasticos |

Transferéncia dos pacotes a sala de frutificacdo (25 a
30°C, 90 a 95% de umidade relativa do ar e 12h/luz)

Colheita |

Fonte: HOLTZ, 2008

Outro fator que interfere no cultivo de cogumelos é a selecdo de substratos para
producdo, em que material adequado, tanto bioldgico quanto o custo do meio de cultura
sdo fundamentais para o sucesso do bioprocesso. O cultivo de cogumelos, além de ser
uma forma de diminuir os impactos ambientais provocados pelo acimulo de residuos
agroindustriais no ambiente, possibilita a pratica de técnicas que viabilizam a obtencéo
de um retorno econdmico, social e ambiental, caracterizando-se como uma tecnologia
limpa (TISDALE et al., 2006).

Uma grande variedade de compostos bioativos, isolados de varias espécies de
cogumelos, tem sido identificados (WASSER, 2002). Muitos desses compostos séo
terpendides, esterdis, acidos graxos, proteinas, lectinas, proteoglicanas e polissacarideos
(LIU et al., 2007; MORADALI et al., 2007).

Reduzir custos de producdo é uma forma de ampliar o uso de enzimas em

processos industriais. A otimizacdo da fermentagéo e do processo de producéo é alvo de
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extensa pesquisa e, nesse sentido, 0 uso de residuos agroindustriais como substratos
alternativos em processos fermentativos vem sendo estudado por diversos pesquisadores
(BONFA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007). Tais processos permitem agregar valor
aos residuos, diminuem os custos de producdo, além de removerem do ambiente
material potencialmente poluente (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). Além disso,
0 substrato residual, com alta digestibilidade e rico em nutrientes, pode ser utilizado na
alimentacdo de ruminantes e suinos, podendo também ser aproveitado como fertilizante
ou na producdo de biogas (MANSUR et al., 1992; BUSWELL; CHANG, 1993).

A biotransformacdo de residuos agroindustriais por fungos é uma alternativa
biotecnoldgica para obtencdo potencial de produtos com alto valor agregado e
subprodutos de interesse econémico como as enzimas.

Pleurotus florida e Pleurotus ostreatus estdo entre as espécies apontadas como
as mais apropriadas para cultivo em regides subtropicais e tropicais (CASTRO, 2003).

Os corpos frutiferos de P. florida geralmente apresentam colora¢do branca,
creme, marrom clara ou amarela, dependendo das condic¢des de cultivo. Os cogumelos
cultivados em temperatura elevada apresentam pileo branco (KINUGAWA et al., 1997).
Abaixo de 9°C é marrom brilhante e a 25°C, é creme ou branca (ZADRAZIL;
GRABBE, 1983). Esta espécie é capaz de frutificar em temperaturas acima de 25°C, o
que torna esta caracteristica desejavel em condicBes tropicais (EGER; EDEN;
WISSING, 1976; EGER, 1978).

Os corpos frutiferos de P. ostreatus apresentam coloracdo que variam de acordo
com a linhagem ou variedade, podendo ser brancas, amarelas, marrons, cinza, preta ou
azuis. Este cogumelo apresenta pileo carnoso, haste curta e cilindrica e de coloracdo
cinza claro a escuro. Espécie tipica de regides temperadas, possuindo pileo de coloragédo
escura azul-acinzentada e necessita de temperatura mais baixas para frutificacdo, entre
15 a 20°C (GUNDE-CIMERMAN, 1999; KUES; LIU, 2000; SOUZA, 2006).

Os fungos do género Pleurotus apresentam algumas vantagens de cultivo em
relacdo a outros cogumelos comestiveis: sdo pouco exigentes em relagdo ao substrato e
de bom desenvolvimento em condi¢6es rasticas (SCHMIDT et al., 2003). Além disso,
apresentam crescimento mais rapido, sdo mais agressivos na competicdo com outros
organismos, tém capacidade de crescimento numa grande amplitude térmica, podendo
ser cultivados em todo o territorio nacional, por tolerarem temperaturas elevadas. Estes
fungos, também requerem uma tecnologia de producdo menos complexa e apresentam

um ciclo produtivo reduzido, caracteristicas desejaveis e determinantes na viabilidade
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técnica e econdmica de um cultivo industrial (CHANG; HAYES, 1978; CHANG,;
QUIMIO, 1984).

2.3 Bioprocessos de producéo

Fermentacdo € um processo que acompanha o desenvolvimento dos micro-
organismos, sendo uma ferramenta importante na obtencdo de diversos produtos, tais
como enzimas, vitaminas, hormonios, pigmentos, biosurfactantes, biopesticidas, entre
outros (SCHMIDELL et al, 2001; PANDEY, 2003).

Os processos microbianos de produgdo enzimatica ocorrem sob fermentacdo
submersa (FS) ou fermentagdo semi-sélida ou sélida (FSS) (CASTRO et al., 2010).

Fermentacdo submersa (FS) baseia-se no processo em que 0 micro-organismo se
desenvolve em meio de cultura com excesso de agua sob agitacdo. As fermentacGes sdo
conduzidas em biorreatores agitados e aerados mecanicamente. A fermentagéo
submersa é o0 processo mais utilizado na producdo comercial de enzimas, pois com o
desenvolvimento de novos equipamentos houve também o maior nimero de pesquisas e
instrumentacGes para controle do processo, tornando-o mais acessivel, somada a
facilidade de monitoramento (KIRK et al., 2002). A fermentacdo submersa apresenta
outras vantagens quando comparada a fermentacdo semi-solida, como: facilidade de
controle dos parametros fisico-quimicos; melhor absor¢do de nutrientes e recuperacdo
de metabdlitos e reducdo da possibilidade de degradacdo do produto, principalmente
enzimas de baixa termoestabilidade (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010).

No processo de fermentacdo semi-sélida (FSS) ocorre o crescimento de micro-
organismos sobre ou dentro de particulas em matriz so6lida, onde a quantidade de liquido
apresenta um nivel de atividade de &gua que possa garantir o crescimento e
metabolismo dos micro-organismos, mas ndo exceda a maxima capacidade de ligagdo
da agua com a matriz solida (PINTO et al., 2006). A fermentagdo semi-solida, utilizada
industrialmente, apresenta algumas vantagens quando comparada a fermentacdo
submersa, como menor geracdo de efluentes, diminui¢do do risco de contaminacdo do
meio e menor exigéncia de agua quando (SANTQOS, 2006). Além disso, as condicdes de
cultivo sdo mais parecidas com o habitat natural dos fungos filamentosos, com isto o0s
fungos estdo mais adaptados para crescer e excretar maior quantidade de enzimas
(PANDEY et al., 1999). A concentracdo dos produtos apds extragdo é bem maior que 0s

obtidos no processo de fermentagdo submersa. Este processo desperta maior interesse
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econémico em regifes com abundancia em biomassa e residuos agroindustriais, que
representam material barato e abundante (CASTILHO et al., 2000).

No cultivo de basidiomicetos em meio liquido, a biomassa produzida pode ser
diretamente usada como inoculo em novos processos produtivos (MAZIERO et al.,
1999; ROSADO et al., 2003). A vantagem do micélio obtido em meio liquido € que ele
pode ser facilmente manuseado e homogeneizado (PAPAGIANNI, 2004).

Processos fermentativos semi-sdlido e submersos tém sido utilizados com
sucesso para estudar a producdo de proteases fungicas (MACCHIONE et al.,2008;
MERHEB et al., 2007; MERHEB-DINI et al., 2010; MERHEB-DINI et al., 2009;
SANDHYA et al., 2005; POZA et al.,2003; FERNANDEZLAHORE et al., 1999;
KHAN et al., 1979; SRINIVASAN et al., 1964).

2.4 Proteases coagulantes

Na industria de laticinios as proteases sdo de fundamental importancia na
fabricagdo do queijo. O queijo € um produto lacteo nutritivo de interesse econdémico

significativo, sendo quase um terco de toda a producéo de leite consumido desta forma

(KETHIREDDIPALLLI et al, 2010)-

Coalhos e coagulantes sdo preparacdes de enzimas proteoliticas que tém sido
utilizadas na inddstria de laticinios ha muitos anos, sendo a aplicagdo mais antiga de
enzimas. Coalho é definido como o extrato de abomaso de animais ruminantes e do
nome coalho derivou a palavra renina para a enzima que coagula o leite, hoje conhecida
como quimosina (EC 3.4.23.4) (ANDREN, 2002). O coalho contém aproximadamente
80% de quimosina e 20% de pepsina bovina. Quando o coalho é extraido de animais
adultos, essa proporc¢do se inverte, ocorrendo predominancia de pepsina em detrimento
da quimosina (FOLEGATTI, 1994).

Devido a sua especificidade pela ligacdo Phejgs-Metips da «-caseina, a
quimosina se mostra mais eficiente na coagulacdo do leite e producéo de queijos quando
comparada & pepsina, que apresenta acdo proteolitica generalizada, podendo
comprometer o rendimento, sabor e aroma do queijo. Qutras proteases de origem
diferente do abomaso de ruminantes, mas que também apresentam capacidade de
coagular o leite sio denominados coagulantes (ANDREN, 2002; FOLEGATTI, 1994;
MAZORRA-MANZANO et al, 2013).
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A renina é a principal enzima utilizada na producéo de queijos. Esta presente no
coalho de animais ruminantes e € tradicionalmente obtida do quarto estbmago de
bezerros em lactagio (D’AMBROSIO et al., 2003; KUMAR et al. 2005).

Os coagulantes microbianos conhecidos e caracterizados usados para fabricacdo
de queijos sdo de origem fungica. Duas espécies relatadas de fungos zigomicetos,
Rhizomucor pusillus e Rhizomucor miehei, secretam proteases asparticas, também
conhecidas como renina de mucor. Estas enzimas possuem alta atividade coagulante do
leite e baixa atividade proteolitica, sendo consideradas como substitutas da quimosina
de bezerro na industria de queijos. Rhizomucor miehei é o mais freqlientemente
utilizado devido a suas caracteristicas serem muito similares a quimosina de bezerro
(RAO, et al, 1998; HARBOE & BUDTZ, 1999; JACOB et al, 2011).

Atualmente, a maioria dos coagulantes comercializados na industria de laticinios
¢ oriunda de fontes recombinantes ou de origem microbiana, e apenas 20-30% séo de
fonte natural (estbmago de bezerros). O decréscimo do suprimento de coalho natural e o
crescimento da producdo mundial de queijos nos Ultimos anos tém levado ao aumento
da demanda de novos coagulantes substitutos, motivando a busca de novas fontes de
proteases com propriedades semelhantes ao coalho (JACOB et al, 2011; MAZORRA-
MANZANO et al, 2013).

Um substituto adequado deve possuir intensa atividade coagulante e baixa
atividade proteolitica para minimizar a dissolu¢do do coagulo (HASHEM, 1999). Na
Tabela 1 encontram-se alguns exemplos de novas proteases coagulantes de origem

microbiana descobertas a partir de pesquisas recentes (JACOB et al, 2011).
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Tabela 1. Proteases microbianas identificadas a partir de pesquisas recentes.

Micro-organismos

Propriedades

Referéncia

Pleurotus sajor-caju

Atividade coagulante na manufatura de
queijos

Moharib (2007)

Mucor bacilliformis

Alta similaridade estrutural a quimosina
bovina

Menor termoestabilidade que a protease
de Rhizomucor miehei

Machalinski et al.
(2006)
Venera et al. (1997)

Thermoascus aurantiacus

Hidrélise enzimatica da caseina bovina
diferiram dos padroes de protedlise
gerada pela quimosina bovina

Merheb et al. (2007)

Thermomucor indicae-seudaticae
N31

Extrato bruto enzimatico apresentaram
alta coagulacéo do leite e

baixas  atividade proteolitica e
termoestabilidade

Merheb-Dini et al.
(2010)

Metschnikowia reukaufii

Atividade coagulante do leite
Clonado com sucesso em Escherichia
coli

Chi et al. (2009)
Li et al. (2009)

Myxococcus xanthus

Massa molecular: 40kDa, mais alta
atividade coagulante em pH 6 e 37°C,
rendimento aceitavel e propriedades de
coalhada em experimentos de manufatura
de queijos

Poza et al. (2003)

Enterococcus faecalis

Clonado com sucesso em Escherichia
coli

Enterococcus  faecalis  semelhantes
padrdes eletroforéticos de hidrolisado j-
caseina como Rhizomucor miehei,
efetivamente aplicados em fabricacdo de
queijos Camembert

Poza et al. (2004)
Sato et al. (2004)

Nocardiopsis sp.

Extratos extracelular com capacidade de
coagulacdo do leite

Otimizacéo da producdo de enzimas por
fermentacdo

Cavalcanti et al.
(2004)
Cavalcanti et al.
(2005)

Bacillus subtilis

Razdo de coagulagdo do leite e atividade
proteolitica

comparaveis com proteases flngicas
comerciais,

mas alta termoestabilidade

Dutt et al. (2008,
2009),
Shieh et al. (2009)

Bacillus licheniformis

Apresenta uma cinética

coagulacdo do leite

tipica de

Ageitos et al. (2007)

Fonte: JACOB et al, 2011

Os substitutos do coalho de origem microbiana sdo mais interessantes tendo em
vista sua constante disponibilidade, baixo custo devido a possibilidade de utilizag&o de
substratos facilmente disponiveis para fermentacdo, apresentar maior aceitacdo entre

pessoas cujos habitos alimentares e crencas religiosas sdo contra o consumo de produtos
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contendo derivados de animais sacrificados (SARDINAS, 1968; TUBESHA, AL-
DELAIMY, 2003; YU, CHOU, 2005).

A razdo entre as atividades coagulante e proteolitica € um indice utilizado para
caracterizar substitutos de coalho. A atividade coagulante representa a especificidade da
atividade proteolitica, ou seja, esta relacionada com a clivagem da ligacdo Pheigs-Met;gs
da caseina. Por sua vez, a atividade proteolitica representa a capacidade de hidrolise de
qualquer ligagdo peptidica da caseina que o coagulante possa apresentar e, por isso, é
considerada uma atividade generalizada, inespecifica (FEIJOO-SIOTA e VILLA, 2011;
JACOB et al, 2011).

Desta forma, o valor da razdo emtre as atividades coagulante e proteolitica deve
ser sempre alto, ou seja, o0 coagulante deve exibir maior afinidade pela ligagédo Phejgs-
Met;ps durante a etapa de coagulacdo do leite, 0 que implica em evitar protedlise
inespecifica excessiva durante a producdo de queijos, prevenindo assim formacao de
estruturas de gel fracas, alta perda de proteina/gordura para o soro e baixo rendimento
de matéria seca nos queijos. Além disso, previne a hidrolise excessiva durante a
maturacdo assegurando uma correta relacdo entre proteina intacta e peptideos, com
consequente sabor, aroma e textura tipicos deste tipo de queijo (GUINEE,
WILKINSON, 1992; SOUSA et al, 2001; MAZORRA-MANZANO et al, 2012).

2.5 Leite

Segundo o Artigo 475, do Decreto no 30.691 de 29/03/1952 do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que regulamenta a inspecao industrial e
sanitaria de produtos de origem animal, o leite é o produto oriundo da ordenha completa
e ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas leiteiras sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que
proceda (BRASIL, 2002).

Segundo Behmer (1999) que leite € uma emulsdo de cor branca, ligeiramente
amarelada, de odor suave e gosto adocicado. Do ponto de vista fisico-quimico, o leite é
uma mistura homogénea de varias substancias como: lactose, glicerideos, proteinas,
sais, vitaminas e enzimas, destas algumas estdo em emulséo (a gordura e as substancias
associadas), algumas em suspensdo (as caseinas ligadas a sais minerais) e outras em
dissolugdo verdadeira (lactose, vitaminas hidrossoliveis, proteinas do soro)
(ORDONEZ, 2005).
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Vaérios fatores intrinsecos e extrinsecos podem afetar a qualidade final do leite.
Os fatores intrinsecos incluem a raca do animal, o periodo de lactagdo, o nimero de
paricOes, a dieta e o estado de satde do animal. Os fatores extrinsecos, por sua vez, sdo
aqueles capazes de afetar a qualidade do produto apos sua produgdo, como por exemplo,
0 manejo e a higiene da ordenha, a velocidade e a temperatura de resfriamento, o
transporte e o armazenamento do leite antes de seu processamento (WALSTRA et al,
2006).

O leite bovino contém em média 87,1% de agua, 4,0% de gordura, 3,3% de
proteina, 4,6% de lactose e 0,7% de cinzas (WALSTRA et al., 2006). Sua composic¢éo é
um importante parametro basico de qualidade. A variagdo é acompanhada da alteracdo
das caracteristicas sensoriais (cor, gosto, aroma, textura), nutricionais (valor energético)
e tecnologicas do leite, ou seja, alteracdes da composicdo do leite afetam sua capacidade
de ser transformado em produtos lacteos seguros e que mantenham as caracteristicas
fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais durante a vida de prateleira. Antunes
(2003) afirma que a composigédo aproximada do leite pode variar em razdo da estagéo do
ano e reflete diferencas entre racas, estagio de lactacdo e o sistema de alimentacéo.

As proteinas do leite (Tabela 2) sdo veiculos naturais, que fornecem
micronutrientes essenciais (calcio e fésforo), aminoacidos, assim como componentes do
sistema imune (imunoglobulinas e lactoferrina), para o recém-nascido (LIVNEY, 2010).
As proteinas do leite se apresentam na fase micelar, composta por caseinas e na fase
sollvel, composta pelas proteinas do soro (PARK et al, 2007; MICHAELIDOU, 2008).
As caseinas representam cerca de 80% do total protéico e as proteinas do soro somam
ao redor de 20% do total de proteinas. A proporcao entre caseinas e proteinas do soro
afeta as caracteristicas biologicas do leite e suas caracteristicas tecnoldgicas, pois suas
diferentes proteinas possuem comportamentos distintos frente aos diversos processos
empregados na fabricacdo dos produtos lacteos (FOX e McSWEENEY, 1998;
WALSTRA et al, 2006).
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Tabela 2- Principais proteinas do leite

Proteinas Quantidade no leite (g/L)
CASEINAS 24-28
Ols1 12-15
Ols2 3-4
B 9-11
K 3-4
PROTEINAS DO SORO 5-7
B-lactoglobulina 2-4
o-lactalbumina 1-1,5
Albumina sérica 0,1-0,4
Imunoglobulinas 0,6-1,0
lactoferrina ~0,1

PROTEINAS DA MEMBRANA

DOS GLOBULOS DE GORDURA ~0,4

Total de proteinas do leite 30-35

Fonte: LIVNEY (2010).

A caseina é dividida em trés fracfes principais conhecidas como alpha (a), beta
(B) e kappa (x) caseina, as quais diferem na sua estrutura e peso molecular
(PHADUNGATH, 2005; FARRELL JR et al., 2006; VACLAVIK e CHRISTIAN,
2007; GOSH et al., 2009). A caseina pode ser definida como uma proteina micelar
precipitada por acidificagdo do leite desnatado a pH 4,6 (temperatura de referéncia
20°C), classificada como uma fosfoproteina, devido a presenca do fésforo (OLIVEIRA
E TIMM, 2007). A caseina possui atividade anfipatica por apresentar regides
hidrofobicas e hidrofilicas (DE KRUIF e GRINBERG, 2002).

Cerca de 95% da caseina no leite esta presente na forma de particulas coloidais,
conhecidas como micelas, que é a responsavel pela estabilidade térmica do leite (FOX
& BRODKORB, 2008). A estrutura interna da micela de caseina € constituida
predominantemente por ag-, 0g-, B-caseina e de nanoparticulas de fosfato de célcio
coloidal, enquanto que a x-caseina estd localizada preferencialmente na superficie da
micela (DALGLEISH, 2011).

Apesar de diversos estudos acerca da composicdo e estrutura das micelas de
caseina, a sua exata estrutura permanece em debate (HORNE, 2006; KRUGER, 2006;
OLIVEIRA e TIMM, 2007; QIl, 2007). Porém, h4 um consenso de que a estrutura das
micelas de caseina € estabilizada principalmente por intera¢fes hidrofdébicas e ibnicas
(HOLT etal., 2003).

O modelo que descreve a estrutura das micelas de caseina mais comumente

aceito foi proposto por Walstra (1990) (Figura 3), no qual a micela se apresenta
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essencialmente esférica, porem sua superficie ndo se apresenta lisa; a micela, formada
de unidades menores denominadas submicelas, contem principalmente caseina; as
submicelas variam na composicédo, destacando-se dois tipos principais, um tipo formado
pelas caseinas a, B ¢ k e outro formado pelas o ¢ k caseinas; 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 formacéo
completa da micela, em que a caseina «k se posiciona na superficie; a por¢do C-terminal
da caseina « (glicopeptideo projeta-se para fora da superficie da micela, formando uma
camada esponjosa que previne, por repulsdes esféricas e eletrostaticas, qualquer

agregacao posterior de submicelas (SGARBIERI, 2005).

Figura 3. Corte transversal de uma micela, mostrando as submicelas, os aglomerados de
fosfato de sodio e os peptidios de caseina k, recobrindo a superficie da micela.

,  Submicela

Peptidios de caseina x

Fosfato de calcio

[ 50 nm |

Fonte: SGARBIERE (2005).

Muitas das propriedades tecnologicamente importantes do leite, por exemplo, a
cor branca, a estabilidade ao calor, ao etanol e a coagulacdo pelo coalho, sdo devidos as
propriedades das micelas de caseina, o que justifica o interesse em pesquisas sobre a
caseina micelar (FOX & BRODKORB, 2008).
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2.6 Coagulacéo do leite

A aplicacdo de protease coagulante é de fundamental importancia na produgéo
de queijos. O leite € uma emulsdo de gorduras em agua estabilizada por uma dispersédo
coloidal de proteina. Para a fabricacdo de queijos € necessario provocar a
desestabilizacdo dessas proteinas para que ocorra a formagdo do coagulo.

A coagulagdo enzimética pode ser dividida em fases. Na fase priméria ou
enzimatica, onde tem lugar a hidrélise da caseina k apds a adicdo de enzimas
proteoliticas, seguindo-se uma fase secundaria ou de agregacdo micelar, onde ocorre a
agregacdo das micelas de caseina desestabilizadas e a consequente formacéo do gel ou
coalhada (BRULE et al., 1997; MAHAUT et al., 2000, MARTINS, 2001). Na fase final
da coagulacdo ocorre a sinérese, que corresponde a uma expulsao espontanea do soro na
sequéncia do aumento da rigidez do gel, isto é, quando a coalhada tem condicbes de
sofrer acOes externas, como o corte, iniciando-se assim outra opera¢do do processo de
fabricacdo do queijo, o dessoramento (PAYNE et al., 1993; MARTINS, 1999).

Fase primaria ou enzimatica. Apos a adi¢do do agente coagulante se inicia a
fase primaria ou enzimatica. Esta fase caracteriza-se pela hidrdlise da caseina Kk,
realizada pelas enzimas proteoliticas ao nivel da ligagdo fenilalanina (105) e metionina
(106), e a consequente liberacdo do caseinomacropéptideo (CMP) que se perderd no
soro (MARTINS, 2001). Com a liberagdo do CMP ocorre uma importante reducdo da
carga das micelas de caseina e uma diminuicao das forcas de repulsdo eletrostaticas que,
no estado inicial, contribuem para a manutencdo do estado coloidal (BRULE et al.,
1997), desestabilizando as micelas de caseina. Note-se que esta é uma fase puramente
enzimatica, ndo se verificando modificaces macroscépicas no leite. Quando cerca de
80 a 90% da caseina k for afetada, inicia-se a segunda fase (BRULE et al., 1997;
MARTINS, 2001).

Fase secundaria ou de agregacdo micelar. A agregacdo das micelas de caseina
desestabilizadas corresponde a coagulacdo propriamente dita. Aqui intervém processos
fisicos originando um aumento da viscosidade gradual devido & formagdo do gel
(MARTINS, 2001). Em seguida verifica-se uma reorganizacgdo das micelas agregadas e
da-se a formacgdo de uma rede protéica, a chamada coalhada, onde fica aprisionada a
fase aquosa (BRULE et al., 1997).

O tempo de coagulacdo ou de floculagdo consiste no tempo necessario para o

aparecimento dos primeiros flocos no leite, ainda ndo visiveis a olho nd, apos a adig¢do
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do agente coagulante, representando o inicio da agregacdo das micelas de caseina
desestabilizadas pela a¢do enzimética e do aumento de viscosidade, o que corresponde
ao inicio da segunda fase da coagulacdo (MARTINS, 1999).
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RESUMO

Devido a disponibilidade abundante de residuos naturais, sua utilizacdo pode
servir como substrato ideal em processos microbianos para producdo de produtos de
valor agregado. A aplicacdo da tecnologia de fermentacdo semi-sélida pode ser uma
possibilidade atrativa para as bioconversdes. Este artigo apresentou a viabilidade da
utilizacdo do residuo casca de cupuacu suplementado com liteira, farelo de arroz e casca
de arroz no crescimento micelial vertical de Pleurotus ostreatus DPUA 1533 e de
Pleurotus florida DPUA 1534. Nos resultados, por apresentar melhor desenvolvimento
nos substratos, foi realizada a producdo de basidiomas de P. florida DPUA 1534. O
substrato a base de casca de cupuacu suplementado com farelo de arroz 20%, com
inbculo de 20 discos miceliais resultou na melhor eficiéncia biolégica (14,2%).
Pleurotus florida pode ser considerado um importante alimento considerando suas
caracteristicas nutricionais: proteinas (25,94%) e carboidratos (49,72%), ferro (89,82%)
e zinco (85,08%), além da presenca de todos 0s aminoacidos essenciais.

Palavras-chave: Pleurotus, casca de cupuagu, cultivo, eficiéncia biol6gica, valor nutricional

1. INTRODUCAO

Os fungos do género Pleurotus, popularmente conhecido por cogumelo ostra,
sdo cogumelos comestiveis de alto valor nutricional, pouco exigente em relacdo ao
substrato e de bom desenvolvimento em condic¢Bes rusticas. As espécies podem ser
encontradas naturalmente, em florestas tropicais e subtropicais ou cultivados
artificialmente para fins comerciais (MOHAMED et al, 2014).

Os cogumelos devem ser apreciados ndo somente por sua textura e paladar, mas
principalmente por suas propriedades quimicas e nutricionais. Pleutotus spp. possui
altos teores de proteinas e algumas propriedades medicinais, como imunomodulatérias,
anticancerigenas, antiinflamatoria, antitrombotica, agbes antivirais, e ainda, efeitos

positivos sobre hipoglicemia e funcdes cardiacas (GUILLAMON et al, 2010).
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O aproveitamento de residuos lignocelulosicos oriundos da producdo agricola
para a producdo de proteina alimentar na forma de biomassa fangica é uma alternativa
para agregar valor aos residuos, considerando que a producdo de cogumelos comestiveis
é uma atividade comercial ja bem estabelecida e rentdvel (FONSECA et al, 2014).

O cultivo desse macrofungo em residuos da agroindustria € um processo
econdmico, que agrega valores, disponibiliza nutrientes e, ainda, propicia a reducdo do
volume de residuo diminuindo o impacto negativo pelo seu acumulo e contribuindo para
a limpeza ambiental. O processo de bioconversdo de residuo lignoceluldsico realizado
pelos fungos durante a colonizacdo do substrato natural é uma alternativa de
aproveitamento do residuo agroindustrial, representando ganhos a producgdo agricola
(SANCHEZ, 2009; LUZ et al, 2013). Desta forma, o cultivo de cogumelos é uma
pratica que viabiliza a obtencdo de retorno econdmico, social e ambiental (SALES-
CAMPOS et al, 2010; CARVALHO et al, 2011; ALMEIDA et al, 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento micelial vertical de duas
espécies de cogumelos comestiveis em residuos da agroinddstria amazénica para
examinar a producdo dos basidiomas de uma espécie em escala laboratorial e verificar a
influéncia do tamanho do in6culo no ciclo de producéo, rendimento e as caracteristicas

nutricionais.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Organismo e reativacdo da cultura matriz

Os isolados de Pleurotus florida DPUA 1534 e Pleurotus ostreatus DPUA 1533
foram cedidos pela Colecdo de Culturas do Departamento de Parasitologia da
Universidade do Amazonas (DPUA), filiada ao World Data Centre for Microrganisms
(WDCM) sob o n°. 715.

As culturas estavam preservadas em dleo mineral e a reativagdo foi realizada
pela transferéncia de fragmentos do miceélio, para batata-dextrose-agar suplementado
com extrato de levedura 0,5% (p/v) (BDA+YE). As culturas foram incubadas a 25°C,
por 8 dias.

2.2 Obtencdo e preparo dos substratos

Os substratos utilizados foram casca de cupuacu (CC), adquirida no municipio
de Novo Remanso-AM, farelo de arroz (FA) e casca de arroz (CA) procedentes do
municipio de Boa Vista-RR (doado pela Universidade Federal de Roraima-UFRR) e

liteira (Li) coletada de fruteiras regionais, no campus Universitario da UFAM-AM.
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Cada substrato recebeu tratamento de trituracdo, limpeza, sanitizacdo e esterilizacdo
conforme padronizacgéo utilizada na colecdo de cultura DPUA/UFAM (P11102270-1).

2.3 Crescimento micelial vertical

O crescimento de Pleurotus florida DPUA 1534 e Pleurotus ostreatus DPUA
1533 foram realizados em residuo natural, casca de cupuagu (CC) suplementada com10
e 20% de casca de arroz (CA), farelo de arroz (FA) e liteira (Li), acondicionado em tubo
de ensaio de 200 mm x 22 mm até preencher 15 cm de altura. A esterilizacdo foi
realizada a 121 °C por 45 minutos por dois dias consecutivos. (PALHETA et al, 2011;
FONSECA et al, 2014). Da cultura matriz foram retirados dois discos miceliais (d=
10mm) para inoculagdo na superficie do residuo. O crescimento micelial vertical foi
conduzido a 25 °C, na presenca de luminosidade e o crescimento do cogumelo
determinado a cada 24 horas por 15 dias. A média do crescimento micelial vertical foi
determinado em centimetros ao final do experimento e o vigor micelial classificado pelo
método subjetivo de notas, nota 1 (fracamente adensado); nota 2 (mediamente
adensado) e nota 3 (fortemente adensado) (MARINO e ABREU, 2009).

2.4 Producdo do inoculo

O in6culo foi obtido por fermentacdo submersa em frascos de Erlenmeyers
contendo 50 mL de GYP [glicose 2% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), peptona
0,1% (p/v)], pH 6,0. Nos frascos os discos miceliais (10 e 20) com diametro de 10 mm
foram inoculados. A fermentacgdo foi conduzida em agitador orbital, a 25 °C, a 150 rpm,
durante 5 dias. A biomassa do cogumelo foi recuperada por filtracdo em peneira de

crivo e transferida para o meio sélido (SILVA, 2011).

2.5 Producéo dos basidiomas

Os residuos utilizados para fermentagdo semi-solida (1kg) foram a base de casca
de cupuacu (CC), suplementado (10 e 20%), com farelo de arroz (FA), casca de arroz
(CA) e liteira (Li). Todos foram distribuidos em sacos plasticos de alta densidade com
capacidade para 3kg, contendo 1000g da mistura de substrato, e esterilizados a 121 °C
por 60 minutos por 3 dias consecutivos. Apos resfriamento dos residuos com 60% de
umidade foi realizado o indculo, 10 e 20 discos miceliais (= 10mm), nos respectivos
substratos. A fermentagdo semi-sélida foi conduzida a 25 °C, na auséncia de luz,
umidade relativa de 80%, conforme as recomendagdes de Souza (2004).
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Apds completa miceliacdo do substrato para a inducdo dos primdrdios o cultivo
foi submetido a choque térmico a -20 °C por 5 horas. Em seguida, os sacos foram
submetidos as condicdes de frutificacdo, a 25 °C, sob luz fluorescente, 12 horas/dia e
umidade relativa de 90%.

Os basidiomas, colhidos quando o pileo apresentou abertura em torno de 80%
(ANDRADE e GRACIOLLI, 2005), que ocorreu em média por volta do décimo dia
apos choque de indugéo, foram pesados e submetidos a secagem a 40 °C, em estufa com
circulacdo de ar forcado. Ao término do bioprocesso foram avaliados os seguintes
dados: ciclo de producdo (dias) — representado pelas diferentes fases (miceliagédo
completa, formacdo dos primérdios, formacdo do basidioma, tempo de colheita);
namero de basidiomas, peso fresco basidioma (g), peso seco do basidioma, peso seco do
substrato, peso Umido do substrato p6s-colheita; dados biométricos (cm) - comprimento
da haste e largura do pileo. A eficiéncia bioldgica (EB) e a perda de matéria organica
(PMO) foram avaliadas conforme as equacges abaixo (DIAS, 2003; CARVALHO et al.,
2012):

pesofresco dos basidiomas ()
pesoseco do substrato(g)

EB = x100

pesoseco do substratoinicial(g) - residual (g) 100
pesoseco do substratoinicial (g)

PMO=

2.6 Andlise fisico-quimica dos substratos

Nas analises fisico-quimicas dos substratos casca de cupuacu (CC), farelo de
arroz (FA), liteira (Li) e casca de arroz (CA) realizou-se a determina¢do dos seguintes
parametros: umidade, cinzas, lipidios, proteinas, fibras, carboidratos, (AOAC, 1997),
energia (LATINFOODS, 2002; NEPA, 2006), conteudo de carbono (MENDONCA e
MATOQOS, 2005) e contetdo de nitrogénio (MALAVOLTA et al, 1989)

2.7 Analise nutricional dos basidiomas

Apos colheita, os basidiomas, desidratados a 40 °C em estufa de ar circulante até
atingir peso constante, foram triturados para posteriores analises nutricionais.
Composicao centesimal. As analises de umidade, o total de lipidios, carboidratos

totais e cinzas de acordo com metodologia descrita pela AOAC (1997). A proteina foi
48



determinada pelo Método de Kjeldahl, utilizando o fator de corre¢éo 4,38 (FURLANI e
GODOY, 2005).

Aminoacidos. As amostras passaram por hidrolisacdo prévia com &cido
cloridrico (HCI) bidestilado 6N, seguida de derivagéo pré-coluna dos aminoacidos livres
com fenilisotiocianato (PITC), e a separacao dos derivativos
feniltiocarbamilaminoacidos (PTC-aa), em coluna de fase reversa C18 (Pico-Tag —
3,9x300 mm), com deteccdo por UV a 254 nm. A quantificagdo da amostra foi baseada
na altura de cada pico de aminoacido, utilizando como referéncia a altura do pico do
padrdo interno de aminoacidos com concentracdo conhecida, com o padréo derivado nas
mesmas condi¢cdes e no mesmo tempo das amostras. Os teores de aminoaciodos foram
transformados para gramas por 16 g de N da amostra seca. Para isso, o teor de proteina
bruta (PB, g por 100 g de matéria seca — MS) da amostra foi determinada pelo método
de micro-Kjeldahl (RIBEIRO et al, 2007).

Minerais. Foram submetidos a digestdo umida utilizando HNO3; + HCI O4 (3:1)
para determinagédo de macro (P, K, Ca e Mg) e micronutrientes (Fe, Zn, Cu, Mn e Na).
O teor de fosforo foi determinado por espectrofotometria com azul de molibdénio e o
teor de calcio, magnésio, potassio, sédio, cobre, ferro, manganés e zinco por
espectrofotometria de absorcéo atomica (EAA) (EMBRAPA, 2009).

2.8 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey (5%), utilizando o programa Minitab versédo 16.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento micelial vertical de Pleurotus ostreatus DPUA 1533 e Pleurotus
florida DPUA 1534

Os resultados do crescimento micelial vertical de P. ostreatus DPUA 1533 e P.
florida DPUA 1534 em casca de cupuacu suplementado com liteira (CC+Lli), casca de
arroz e farelo de arroz (CA+ FA) estdo demonstrados na Figura 1. Independente do
substrato avaliado, em 14 dias, as duas espécies de cogumelos procedentes de area
tropical colonizaram os residuos naturais, entre eles, P. florida DPUA 1534 foi a
espécie que expressou crescimento significativo ao final do experimento (10,9 cm em

liteira como substrato suplementar), propriedade que definiu a producdo dos seus
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basidiomas nesses residuos. Castilo (2009) também obteve melhor crescimento micelial
vertical de P. ostreatus URM 4072, P. florida URM 4066, L. citrinus URM 2672 e L.
lepideus URM 404 ao utilizr liteira como substrato.

O crescimento de P. ostreatus DPUA 1533 em liteira e casca de arroz como
suplemento foi em média de 7,9 cm e 7,3 cm, respectivamente. Porém, a média de
crescimento foi menor (1,8 cm) quando foi utilizado farelo de arroz. Reis et al. (2010)
ao utilizarem residuo de algoddo suplementados com farelo de arroz para cultivo de P.
ostreatoroseus e P. florida observaram que a suplementacdo aumentou o tempo de

miceliacao.

Figura 1. Média do crescimento micelial vertical de Pleurotus florida DPUA 1534 e
Pleurotus ostreatus DPUA 1533 cultivados por 15 dias em substrato a base de casca de
cupuacu (CC), suplementado nas concentracdes de 10 e 20% com farelo de arroz (FA),
liteira (Li) e casca de arroz (CA) e indculo de 10 e 20 discos miceliais. Nas colunas, as
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

OPleurotus florida B Pleurotus ostreatus

10,0 ~

6,0 - E

maximo (cm)

Crescimento micelial vertical

Os dados relativos ao vigor micelial para P. florida DPUA 1534 e P. ostreatus
DPUA 1533, o tipo fortemente adensado so foi observado em farelo de arroz. Em liteira
e casca de arroz essa caracteristica se expressou fracamente adensado. Estudos mostram
que a suplementacdo dos substratos tem influencia no vigor superficial da massa
micelial, especialmente os farelos que proporcionam o aumento da qualidade nutricional
e a reducdo da relacdo C/N com nutrientes assimilaveis (PEDRA e MARINO, 2006;
MARITO et al, 2008; RETTORE et al., 2011; FIGUEIRO e GRACIOLLI, 2011). Além
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disso, a capacidade do fungo crescer e produzir cogumelos em substratos
lignocelulosicos estd relacionada com o vigor do micélio (FIGUEIREDO e DIAS,
2014).

Nos residuos utilizados como substrato para cultivo de P. florida DPUA 1534 e
P. ostreatus DPUA 1533, o quantitativo de C/N predominou em casca de arroz (113:1),
valor superior 83% ao determinado em farelo de arroz, 71,0% em casca de cupuacgu, e
59,3% de liteira (Tabela 1), fator que também contribui para o comportamento dos
cogumelos em relacdo ao crescimento e adensamento micelial. De acordo com Montini
(2001), os cogumelos dependem da relacdo C/N para o seu desenvolvimento e em
consequéncia para formagéo dos basidiomas em funcdo do enriquecimento nutricional
do substrato. Outros parametros que influenciam o crescimento desses macrofungos séo
0 tamanho das particulas do substrato, o grau de compactacéo e capacidade de retencédo

de 4gua em funcdo da necessidade da oxigenacgdo do substrato (CARDOSO et al, 2013).

Tabela 1. Analise fisico-quimica dos substratos casca de cupuacu (CC), farelo de arroz
(FA), liteira (Li) e casca de arroz (CA) utilizados para o cultivo de Pleurotus florida
DPUA 1534 e Pleurotus ostreatus DPUA 1533.

o Casca de cupuagu  Farelode arroz  Liteira  Casca de arroz
Variaveis

(CO) (FA) (LN (CA)
Umidade 19,29 9,24 33,98 7,76
Energia (kcal) 319,78 423,53 264,68 294,65
Cinzas 1,94 9,14 6,3 4,5
Lipidios 0,94 19,41 5,16 0,65
Proteina (Nx 6,25) 1,81 17,37 1,31 16,88
Fibra 1,93 2,07 1,77 1,19
Carboidrato 76,02 44,84 53,26 70,21
Contetdo carbono 46,13 42,99 44,88 35,50
Conteldo de nitrogénio 1,39 2,29 0,97 0,31
Relagdo C:N 33,16 18,73 46,01 112,82

A identificacdo de substratos que permitam o rapido desenvolvimento micelial é
uma das etapas importantes nos estudos que visam a producdo de basidiomas
(ALBUQUERQUE et al, 2012). Pleurotus florida DPUA 1534 foi a espécie selecionada
para a producdo de basidiomas por ter expressado crescimento micelial vertical

significativo (p>0,05) nos residuos testados.

3.2 Producéo dos basidiomas de Pleurotus florida DPUA 1534
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3.2.1 Tempo de cultivo de Pleurotus florida DPUA 1534

Na Tabela 2 estdo os resultados da producdo de Pleurotus florida DPUA 1534
nas substratos a base de casca de cupuagu (CC) suplementado com farelo de arroz (FA),
liteira (Li) e casca de arroz (CA). Em todas as fases de producédo de acordo com o tipo, a
concentracdo do substrato suplementar e o tamanho do indculo, o comportamento do
cogumelo apresentou variacdo. Nos cultivos suplementados com farelo de arroz a
miceliacdo completa do substrato ocorreu numa média de intervalo de tempo menor (19
dias), seguido de casca de arroz (27 dias) e liteira (28 dias). Além da influéncia desses
fatores, a relacdo C:N também ndo pode ser desconsiderada, pois esse parametro no
farelo e casca de arroz, assim como na liteira, apresentaram valores de 18,73, 46,01 e
112,82, respectivamente (Tabela 1). Chang e Miles (2004) cita, em geral, para o
crescimento dos cogumelos a Otima relacdo C:N estd em torno de 17, valor que se
aproxima ao encontrado no farelo de arroz, substrato suplementar cujo P. florida DPUA
1534 apresentou melhores resultados de producéo.

As espécies do género Pleurotus, quando adaptadas ao substrato, o
desenvolvimento micelial ocorre entre 15 a 30 dias e necessitam de 5 a 10 dias para
emissdo dos primordios, totalizando em 40 dias de producdo (REIS et al, 2010). No
presente trabalho Pleurotus florida DPUA 1534, cultivado em diferentes substratos,
apresentou ciclo de producdo maximo de 44,5 dias. Esses resultados sdo semelhantes
aos demonstrados por Reis et al. (2010) nos cultivos de Pleurotus florida suplementado
com 5% de farelo de arroz e em residuo de algoddo e (43,4 e 41,5 dias,
respectivamente).

Quando foi utilizada casca de cupuacu suplementada com liteira a miceliacdo
completa ocorreu numa média de 27,1 dias, enquanto que com o suplemento farelo de
arroz essa média foi de 19,2 dias. Esse resultado tem relacdo com o vigor do micélio de
Pleurotus florida DPUA 1534, que se apresentou fraco e fortemente adensado quando
liteira e farelo de arroz foram utilizados como substrato suplementar, respectivamente.
De acordo com Figueiredo e Dias (2014) a capacidade de crescimento do fungo e
producdo de cogumelos em substratos lignoceluldsicos esté relacionada com o vigor do
micélio.

A fase de crescimento micelial sobre um substrato e a escolha de substratos que
favorecam o seu desenvolvimento é de fundamental importancia (MAZIERO et al, 1992;

PHILIPPOUSIS et al, 2001). Enquanto o fungo ndo colonizar completamente o
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substrato, os contaminantes ou competidores podem se constituir em serio problema. As
contaminagfes por fungos e bactérias nessa fase de producdo podem ser minimizadas
caso a colonizagdo transcorra de forma mais rapida (ROYSE, 2002).

O cultivo de P. florida DPUA 1534 apresentou melhor tempo de cultivo quando
foi utilizada casca de cupuacu suplementada com farelo de arroz a 10% com inoculo de
20 discos miceliais. A velocidade de desenvolvimento micelial relacionada & produgéo
indica que uma répida colonizagdo favorece a formacg&o de primérdios em menor tempo,

consequentemente reduzindo o tempo total de cultivo (REIS et al, 2010).

Tabela 2- Producdo de basidiomas de Pleurotus florida DPUA 1534 em substrato a base

de casca de cupuacu (CC) suplementado nas concentracdes de 10 e 20% com farelo de

arroz (FA), liteira (Li) e casca de arroz (CA) e in6culo de 10 e 20 discos miceliais.
Miceliacdo T e P e Tempo de colheita

Substrato/ primdrdios basidiomas

In6culo (dias)
FA1(10d) 15,5 18,3 27,2 28,3
FA1(20d) 20,8 23,9 24.4 27,0
FA2(10d) 195 22,1 24,1 27,3
FA2(20d) 21,0 23,2 26,2 36,4
Li1(10d) 28,4 37,8 40,0 445
Li1(20d) 27,0 31,5 35,1 38,5
Li2(10d) 32,0 32,6 36,4 40,0
Li2(20d) 21,0 28,0 30,9 33,9
CA1(10d) 28,4 35,2 37,2 40,8
CA1(20d) 278 33,2 37,6 39,8
CA2(10d) 276 32,2 35,6 38,6
CA2(20d) 29,2 34,0 34,4 38,4

Substrato: 1= 10%; 2= 20%. Inéculo: 10d= 10 discos miceliais; 20d= 20 discos miceliais.
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3.2.2 Bioconversdo de substrato amazonico por Pleurotus florida DPUA 1534

Apesar da utilizacdo de uma maior quantidade de inoculo poder garantir maiores
chances de sucesso no desenvolvimento do fungo e, consequentemente, melhores
producdes (PICCININ, 2000), neste estudo ndo foi observada diferenca na produgéo
considerando a concentragéo de indculo de 10 e 20% nos diferentes substratos.

No entanto, o substrato casca de cupuacu suplementado com farelo de arroz
promoveu maior bioconversdo por P. florida DPUA 1534 do substrato em basidiomas,
resultado revelado no valor significativo obtido na eficiéncia bioldgica (14,2%) (Tabela
3). A eficiéncia bioldgica satisfatoria estd diretamente associada a composi¢do do
substrato, com destaque para a relacdo C:N, nutrientes que promovem o0
desenvolvimento eficaz do micélio vigoroso (PEDRA & MARINO, 2006; BERNARDI
et al, 2007). Os valores da perda de matéria organica (PMO) nédo teve relacdo com 0s
encontrados para determinar a eficiéncia bioldgica, dados que corroboram com o0s
encontrados por Sales-Campos (2010), pois o substrato que obteve maior eficiéncia
bioldgica ndo foi 0 que apresentou maior perda de matéria organica. A perda de matéria
organica pode ocorrer também devido & perda de CO, e H,O durante o metabolismo dos
microorganismos e nao apenas devido a remocao de materiais para a construgdo dos
basidiomas (ZADRAZIL, 1978).

Tradicionalmente algum tipo de farelo pode ser utilizado como fonte de
enriquecimento do substrato utilizado para o crescimento dos cogumelos (DIAS et al,
2003). Entre os residuos avaliados para producdo de Pleurotus florida DPUA 1534
nesta pesquisa, a mistura de substrato cujo suplemento foi farelo de arroz, mostrou-se o

mais promissor.
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Tabela 3- Caracteristicas da producao de basidiomas de Pleurotus florida DPUA 1534
em substrato a base de casca de cupuacu (CC) suplementado nas concentragdes de 10
e 20% com farelo de arroz (FA), liteira (Li) e casca de arroz (CA) e inéculo de 10 e
20 discos miceliais.

Substrato/ Quantidade Eficiéncia Perda da Matéria  Diametro do pileo
In6culo basidiomas bioldgica (%) Organica (mm)
FA1(10d)  16,3%2,9™ 75+1,2" 94,4 +3,8° 39,0 £ 7,7°
FA1(20d) 56,6 + 14,2® 14,2 +15° 103,6 + 31,2 37,4 +51%
FA2(10d) 96,7 +70,8° 94+13 105,8 + 21,5° 24,6 +6,3"
FA2(20d) 10,6 +1,1° 57+1,1% 105,8 + 25,2° 49,0 + 8,4%°
Li1(10d) 11,4 + 7,4 5,1+0,7% 124,2 + 25,0 52,7 + 4,8°
Li1(20d) 11,2+2,8" 33£1,2° 126,2 + 34,0° 31,5+ 6,1%
Li2(aod)  3,8+15° 5,3 +0,9° 101,0 + 25,42 59,0 + 7,2°
Li2(20d)  85+11° 1,9+0,9" 131,0 + 33,5 28,0 + 6,964°
CAl1(10d) 3,0+1,0° 3,1+0,7% 99,2 + 5,02 50,0 + 7,4%°
CA1(20d) 7,2+3,8° 53£0,7° 91,0 + 13,6° 51,8 + 3,7%°
CA2(10d) 5,6+2,3° 1,909 84,6 + 11,5% 27,0 £5,2°
CA2(20d) 3,2+0,8° 5,960 + 0,7% 96,4 + 7,6° 42,0 + 3,9

Substrato: 1= 10%; 2= 20%. Indculo: 10d= 10 discos miceliais; 20d= 20 discos miceliais.
Meédias seguidas de mesma letra minUscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Turkey (p<0,05).
Os valores correspondem & média aritmética de cinco repetic@es + desvio padrao

Pelo fato da eficiéncia bioldgica significativa (14,2%) e o menor tempo de
cultivo (27 dias) ter sido apresentado por Pleurotus florida DPUA 1534 quando se
utilizou farelo de arroz (10%) como substrato suplementar e indculo de 20 discos
miceliais, as analises fisico-quimica, aminoacidos e minerais foram realizadas do

cogumelo produzido nessas condigoes.

3.3 Analise fisico-quimica de Pleurotus florida DPUA 1534

A revisdo feita por Furlani e Godoy (2005) mostra que existe uma grande
diferenca nas porcentagens de macro e micro nutrientes encontrados nos cogumelos,
valores que muitas vezes sdo discrepantes em funcdo da espécie e variedades, entre
outros fatores.

Os teores de lipidios podem variar entre 2 a 8% da matéria seca do corpo de

frutificacdo, variando com a espécie cultivada e o substrato utilizado (STURION &
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OETTERER, 1995). O teor de gordura em cogumelos, geralmente é baixo (BONATTI
et al, 2004; BERNAS et al, 2006; FURLANI & GODQY, 2007; TORO et al, 2006,
HOLTZ et al, 2009). No entanto, Justo et al (1998) encontraram apenas 1,1% de
gordura em P. ostreatus cultivado em palha de trigo. Os residuos de algodéo utilizados
por Scariot et al (2000) favoreceram o teor de gordura de P. ostreatus (8,13%). A
mesma situacao parece ter ocorrido neste estudo (Tabela 4). Considerando que dentre os
substratos suplementares utilizados o teor de lipidios do farelo de arroz foi o mais alto
(19,41), Pleurotus florida cultivado nesse substrato apresentou 7,78% de lipidios, valor
alto comparado aos encontrados por Silva et al (2007) para Pleurotus em diferentes
residuos (2,50; 2,03 e 1,91%). Ingale e Ramteke (2010) encontraram 1,9% de lipidios
para P. florida.

Zhang e Fadel (2002) citaram que os teores de proteina dos basidiocarpos de
Pleurotus spp. podem variar de 26,3-36,7%, porém Ragunathan e Swaminathan (2003)
relataram que estes valores podem ser maiores, variando entre 25,6-44,3%. No presente
estudo o valor de proteina foi de 25,94%, valor mais alto do que o encontrado por Ingale
e Ramteke (2010), onde P. florida apresentou 22% de proteina bruta. Scariot et al
(2000), cultivando P. ostreatus em residuo de algoddo, encontrou um valor de proteina
bruta para os corpos frutiferos de 19,7% e Holtz et al (2009) cultivou a mesma espécie
em residuo de algoddo da industria téxtil obtendo teor de proteina de 16,47, enquanto
Bonatti et al (2004), cultivando a mesma espécie em palha de bananeira, chegaram a
16,9%. Portanto, o tipo de substrato usado para o cultivo de Pleurotus spp.,
provavelmente influencia na composicdo nutricional dos corpos de frutificacdo, ou seja,
o0 teor de proteina bruta dos corpos de frutificacdo parece estar relacionado com o teor
de nitrogénio no substrato inicial bruto, combinado ou suplementado com farelos e/ou
adubos agricolas (Lelley e Janben, 1993; Sturion e Oetterer, 1995; Bernardi e
Nascimento, 2011). Silva et al (2007), observou que com o aumento do teor de proteina
nos basidiocarpos, ocorreu a diminui¢do do teor de lipidios.

Os valores de fibra bruta e cinzas determinados neste trabalho estdo abaixo
daqueles relatados em alguns trabalhos, segundo os quais os cogumelos podem
apresentar teores de fibra bruta variando de 3 a 32% e cinzas em torno de 10,1%
(Bonatti et al , 2004, Miles e Chang, 1997; Sturion e Oetterer, 1995; Ingale e Ramteke ,
2010).

De um modo geral, os trabalhos sobre a composicdo quimica dos cogumelos do

género Pleurotus mostram que estes valores podem variar em funcdo dos substratos e
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das especies de Pleurotus (Silva et al, 2007). Alguns aspectos podem ser apontados
como fatores que influenciam a composi¢do nutricional dos cogumelos do género
Pleurotus, tais como: tipos de cepas, composicdo do substrato e estdgio de
desenvolvimento do corpo de frutificacdo (Colauto et al., 1998).

De acordo com Bernas et al (2006), dos constituintes dos cogumelos, 0s
carboidratos sdo encontrados em grande quantidade, variando de 16 a 85%. Holtz et al
encontraram teor de 8,40% de carboidratos nos corpos frutiferos de P. ostreatus,

enguanto que neste estudo o cogumelo apresentou teor de 49,72%.

Tabela 4. Andlise fisico-quimica de basidioma de Pleurotus florida DPUA 1534
produzido em substrato a base de casca de cupuacu (CC) suplementado com farelo de
arroz (FA) 10% e indculo de 20 discos miceliais (% baseado no peso seco).

Determinacdes %

Umidade 6,54
Lipidios 7,78
Cinzas 8,01
Proteinas 25,94
Fibras 2,02
Carboidratos 49,72

3.4 Anélise de aminoacidos de Pleurotus florida DPUA 1534

Os teores de aminodcidos essenciais de P. florida DPUA 1534 neste estudo
(Tabela 5) foram superiores aos de uma espécie de Pleurotus estudada por Mattila et al
(2002). Em contrapartida, Mdachi et al (2004) encontraram valores de aminoacidos
superiores ao estudar Pleurotus sajor-caju, com excecdo da leucina (0,46) e no caso do

triptofano ao valores foram os mesmos (0,41).
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Tabela 5. Composicdo de aminoacidos dos basidiomas de Pleurotus florida DPUA 1534
produzido em substrato a base de casca de cupuacu (CC) suplementado com farelo de
arroz (FA) 10% e indculo de 20 discos miceliais (baseado no peso seco).

Aminoacidos 9/100g peso seco
Acido aspartico 2,62
Treonina* 1,20
Serina 1,22
Acido glutamico 4,20
Glicina 1,39
Alanina 1,52
Valina* 1,52
Cisteina 0,28
Metionina* 0,70
Isoleucina* 1,19
Leucina* 1,85
Tirosina 0,93
Fenilananina* 1,17
Lisina* 1,59
Histadina 0,67
Arginina 2,17
Prolina 1,24
Triptofano* 0,41
Total de aminoacidos essenciais 9,63
Total aminoacidos 25,87

*Aminoacidos essenciais

3.5 Analise de minerais de Pleurotus florida DPUA 1534

As concentracdes de minerais nos corpos de frutificacdo de fungos sdo, em
geral, espécie-dependente e a composicao do substrato € um importante fator que afeta a
absorcéo, mas existem diferengas na acumulacdo dos metais individuais (MICHELOT,
1998).

Os componentes minerais apresentados mostrou que ferro e zinco foram os
principais constituintes de cinzas de P. florida DPUA 1534 cultivado em casca de
cupuacu+farelo de arroz (Tabela 6). Estes valores diferem aos encontrados por Wang et
al (2001) e Chang et al (1981) que relataram que potassio e fosforo foram os principais
constituintes de cinzas. Jwanny et al (1995) reportaram que fésforo e magnésio foram os

principais constituintes de cinzas de P. ostreatus, seguido de ferro e sodio.
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Tabela 6. Contetdo mineral dos basidiomas de Pleurotus florida DPUA 1534 produzidos
em substrato a base de casca de cupuagu (CC) suplementado com farelo de arroz (FA) 10%
e indculo de 20 discos miceliais, baseado no peso seco.

Macronutrientes Micronutrientes
P K Ca Mg Na Cu Fe Mn Zn
g kg-! mg kg™
14,08 27,90 0,32 1,38 70,50 24,89 89,82 7,52 85,08

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o substrato casca de cupuacu suplementado com farelo de arroz
foi favoravel ao crescimento micelial vigoroso com eficiéncia bioldgica significativa
(14,2%) de Pleurotus florida DPUA 1534. As analises revelaram que P. florida DPUA
1534 apresentou percentuais de proteinas e carboidratos, além de minerais e
aminoécidos essenciais, compativeis aos de um alimento de importante valor

nutricional.
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RESUMO

As proteases microbianas representam aproximadamente 60% do mercado mundial de
enzimas e tém aplicacdo em diferentes segmentos industriais, a exemplo da quimosina,
comumente utilizada no processo de coagulacdo enzimética do leite na producdo de
queijo. Este trabalho teve como objetivo a producédo e caracterizacdo parcial do extrato
bruto proteolitico coagulante de Pleurotus florida DPUA 1534. O extrato enzimatico de
P. florida DPUA 1534 expressou alta atividade coagulante (AC) e baixa atividade
proteolitica (AP), numa razdo coagulante de 2,15. A atividade 6tima foi encontrada em
pH 7,0 e a 40 °C. A estabilidade dessas enzimas foi observada entre 25 °C e 40 °C e em
pH levemente &cido, com retencdo da atividade em torno de 27 a 46%. O extrato
enzimatico mostrou susceptibilidade aos inibidores das classes de serino-protease
(85%), metaloprotease (91%), cisteino-protease (90%) e protease aspartica (92%). O
composto mais eficaz foi Pepstatin A, sugerindo a presenca de protease aspartica,
enzimas que apresentam residuos asparticos no sitio ativo, indicando a possibilidade de
sua aplicacdo na industria de laticinios.

Palavras-chave: proteases coagulantes; caracterizacao; Pleurotus florida DPUA 1534

1. INTRODUCAO

O uso de enzimas como catalisadores em processos industriais mostra-se
vantajoso, pois sdo especificas, naturais e geralmente ndo apresentam toxicidade,
caracteristicas desejaveis tanto para a inddstria quanto para a integridade do meio
ambiente (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; COSTA et al, 2012).

Na industria de laticinios, o coalho, protease de origem animal, apresenta
capacidade de coagular o complexo caseinico do leite, hidrolisando a ligacdo peptidica

Fenilalanina;os-Metinonina s para gerar k-caseina e macropeptideos, com aplicacdo

fundamental na fabricagéo do queijo (KETHIREDDIPALLI et al, 2010)-
Em virtude da grande demanda do consumo de queijos, preocupagdes éticas

associadas a producéo de coalhos extraidos do abomaso de bezerros tém levado a busca
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por substitutos. Atualmente apenas 20 a 30% da demanda de coagulante do leite pode
ser coberto pelo coalho, levando a utilizagdo de outros coagulantes. Diversos paises
buscam encontrar novos coagulantes para o leite e contribuir com a redugéo dos custos e
aumentar a oferta para a indudstria de laticinios (BRUNO et al, 2010; JACOB et al,
2011).

As proteases coagulantes do leite podem ser de origem animal, como a
quimosina e a pepsina; de origem vegetal, como a cardosina extraida da flor do cardo —
Cynara sp.; ou de origem microbiana como quimosina obtida de organismos
geneticamente modificados. A quimosina (EC 3.4.23.4) extraida do quarto estdmago de
bezerros é a protease preferida na produgdo do queijo devido a sua alta especificidade
pela caseina, caracteristica que proporciona que essa enzima seja a mais utilizada na
coagulacdo do leite (RAO et al, 1998, CHAZARRA et al, 2007; PONTUAL et al,
2012).

A biotransformacdo de residuos agroindustriais por fungos é uma alternativa
biotecnoldgica para obtencdo potencial de produtos com alto valor agregado e
subprodutos de interesse econdmico como as enzimas (SILVA et al, 2012). Cogumelos
comestiveis sdo fungos superiores de facil acesso, que tem valor nutricional e
gastrondbmico bem conhecido, assim como também sintetizam e excretam compostos
bioativos para diversas aplicacfes biotecnoldgicas (ELISASHVILI, 2012).

O presente trabalho tem como objetivo produzir e caracterizar extrato
proteolitico obtido a partir da producdo de Pleurotus florida DPUA 1534 em residuos

vegetais da Amazonia para aplicacdo como coagulante na industria de laticinios.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencéo do basidioma

Reativacéo da cultura

O isolado de Pleurotus florida DPUA 1534 foi cedido pela Colecdo de Culturas
do Departamento de Parasitologia da Universidade do Amazonas (DPUA), filiada ao
World Data Centre for Microrganisms (WDCM) sob o n°. 715.

A reativagdo da cultura, preservada em oOleo mineral, foi realizada pela
transferéncia de fragmentos do micélio, para meio BDA (batata-dextrose-agar),
suplementado com YE (extrato de levedura) 0,5% (p/v) e incubado a 25 °C por 8 dias.
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Producéo do indculo por fermentacé@o submersa

O indculo foi obtido por fermentacdo submersa em frascos de Erlenmeyers
contendo 50 mL de GYP (glicose, extrato de levedura, peptona). Nos frascos foram
inoculados 20 discos miceliais (@ =10 mm). A fermentacdo foi conduzida em agitador
orbital, a 150 rpm, durante 5 dias. A biomassa de Pleurotus florida DPUA 1534 foi

recuperada por filtracdo em peneira tipo crivo e transferida para o0 meio sélido.
Producéo de basidiomas em cultivo axénico por fermentacéo semi-solida

O substrato foi composto por 90% de casca de cupuacu (CC) e 10% de farelo de
arroz (FA) e foram tratados (limpeza e esterilizacdo) conforme padronizacao utilizada
na colecdo de cultura DPUA.

A fermentacdo semi-solida foi conduzida conforme as recomendacfes de
Castillo (2009). Apds o periodo de producao foi realizada a colheita dos basidiomas de

Pleurotus florida DPUA 1534 para posterior extracdo enzimatica.

2.2 Extracdo da enzima proteolitica

A extracdo enzimatica foi realizada em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL
de agua destilada esterilizada a 121 °C por 15 minutos. Nos frascos foram inoculados 2g
do basidioma triturado. A extracdo foi conduzida em agitador orbital, a 150 rpm,
durante 12 horas a 25 °C. Apos filtracdo dos extratos em tecido de algoddo, os mesmos

foram acondicionados em tubos falcon e armazenados a -20 °C.

2.3 Determinacéo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica do extrato bruto de P. florida DPUA
1534 foi seguida a metodologia de Leighton et al (1973).

2.4 Determinacédo da atividade coagulante

A atividade coagulante do extrato de P. florida DPUA 1534 foi determinada
conforme o procedimento padronizado por Dahot et al (1990). A solucdo do substrato
foi composta por uma solugdo 10% (p/v) de leite em po6 desnatado e CaCl, 0,05 M foi

utilizado como solvente.
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A unidade de atividade de coagulacdo ou forca do coagulante (F) do extrato foi
definida como a quantidade de enzima que coagula 5,0 mL de leite em 40 minutos a 40

V *2400

°C. conforme a seguinte formula: F = =
v

Onde:

F= Forca do coagulante

V= volume de leite utilizado (mL)

V= volume de extrato utilizado (mL)

t=tempo inicial da coagulacao (segundos)

2.5 Efeito do pH na atividade e estabilidade de protease

Para determinar o efeito do pH na atividade proteolitica, o sistema de reacdo e o
branco foram preparados em duplicata, utilizando-se azocaseina 1% (p/v) como
substrato nas solucdes tampdes: Solugédo tampdo citrato 0,1 M (pH 4-6), solucéo tampéo
fosfato 0,1M (pH 6-8) e Solugdo tampao Carbonato-bicarbonato de sédio 0,1M (pH 9-
10), e incubados por 1 hora e ap0s esse periodo foi determinada a atividade da protease.

Para os ensaios de estabilidade ao pH a solu¢do da enzima foi incubada nas
diferentes solucgdes tampdes citadas acima. O tempo de incubacdo das amostras foi de 0
a 120 minutos para cada faixa de pH, determinando-se atividade enzimética a cada 30

minutos.

2.6 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade de protease

Para avaliar o efeito da temperatura na atividade proteolitica, o sistema de reacdo
e o0 branco foram realizados em triplicata e incubados a 25 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C, 60
°C, 70 °C e 80 °C por 1 hora e depois determinada a atividade enzimatica. Para 0s
ensaios de estabilidade o extrato enzimatico foi incubado as temperaturas (25 °C, 37 °C,
40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C) e o tempo de incubacédo das amostras foi de 0 a 120
minutos para cada temperatura, determinando-se atividade enzimatica a cada 30

minutos.
2.7 Efeito de inibidores

Para determinar a classe e a especificidade da protease, o extrato da enzima foi
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incubado durante 60 minutos a 37 °© C com os inibidores e, em seguida, foi determinada
a atividade enzimética. Foram utilizados 0,1 mM de phenylmethylsulphonylfluoride
(PMSF), 0,1 mM de pepstatina A, 0,1 mM benzamidina solu¢do em dimetilsulféxido
(DMSO0), 0,1 mM de etilenodiamina tetracético (EDTA) e acido iodoacético 0,1 mM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade das proteases do extrato bruto do basidioma de Pleurotus florida
DPUA 1534 foi de 31,42U/mL. A atividade coagulante foi igual a 67,68 UAC e a razdo
coagulante igual a 2,15. A razdo coagulante é uma expressdo significativa para
selecionar coagulante para aplicacdo industrial, todavia o valor deste indice deve ser
maior que 1, ou seja, expressar atividade coagulante maior do que a proteolitica, pois o
alto valor na atividade proteolitica pode ocasionar sabor amargo no queijo
(SHAMTSYAN et al., 2012).

Diversos extratos tém sido testados na busca de novas enzimas coagulantes para
aplicacdo na fabricacdo de queijo, principalmente as de fungos microscépicos, todavia
dos macrofungos os estudos sdo raros. Alguns trabalhos citam espécies do género
Pleurotus como produtoras de enzimas coagulantes como é o caso de P. sajor-caju, P.
ostreatus; P. eryngii, no entanto na Amazonia pesquisas sdo inexistentes (WANG &
NG, 2001; MOHARIB, 2007).

Os resultados da caracteriza¢do enzimatica estdo descritos nas Figuras 1 e 2. Os
dados demonstram que a 40 °C as enzimas expressaram a temperatura Otima de
atividade (Figura 1A). Destaca-se que a temperatura entre 30-40 °C € comum nos
processos de coagulacdo de diversos queijos. Além disso, a temperatura étima de
atividade destas proteases coagulantes de P. florida DPUA 1534 foi similar a da
quimosina purificada, conforme as citacdes de El Baky et al (2011).

Em relacdo ao pH foi observado que as enzimas de Pleurotus florida DPUA
1534 foram ativas na faixa de pH 4 a 10, mas apresentaram atividade 6tima em pH 7,
permanecendo ativas em pH &cido a levemente acido. Em pH levemente acido (4 e 5)
foi verificado que a atividade das enzimas foi de aproximadamente 27% a 46%. Ja no
pH levemente neutro (6 e 7) foi de 88% a 90% (Figura 1B). A atividade enziméatica em
ampla faixa de pH possibilita aplicacdo em diferentes ramos da industria.

Estes resultados estdo em concordéancia com os encontrados na literatura, uma

vez que espécies do género Pleurotus apresentaram enzimas coagulantes com atividade
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na faixa de pH desde o levemente acido pH 5,0 para Pleurotus eryngii ao neutro pH 7 e
8 para Pleurotus ostreatus (WANG & NG, 2001).

Figura 1. Temperatura 6tima (A) e pH 6timo (B) do extrato bruto de Pleurotus florida
DPUA 1534.
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Na Figura 2 estd demonstrado o perfil da termoestabilidade das proteases as
quais apresentaram maior estabilidade quando o extrato foi submetido a 25°C, 35°C e
40 °C, retendo entre 100% e 114% da atividade durante os primeiros 60 minutos de
incubacdo. Porém, quando submetido a 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C observou-se um
decréscimo acentuado (80%) da atividade das proteases nos primeiros 30 minutos
(Figura 2A).

Quanto ao pH observou-se que em todas as faixas de pH testados (4 a 10), as
enzimas apresentaram cerca de 80% a 100% da atividade nos primeiros 90 minutos de
incubacéo e retencdo de cerca de 70% da atividade ao final dos experimentos (Figura
2B), demonstrando alta estabilidade. Enzimas coagulantes produzidas por Pleurotus
ostreatus foram mais estaveis em pH 5 e as de Pleurotus eryngii bastante resistentes em
faixa de pH 4 a 12 (WANG & NG, 2001). As caracteristicas das enzimas de P. florida
DPUA 1534 proporcionam a sua aplicagdo nos diferentes ramos da industria,

especialmente como coagulantes do queijo.
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Figura 2. Estabilidade da temperatura (A) e do pH (B) do extrato bruto de Pleurotus florida

DPUA 1534.
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Nos ensaios de inibicdo (Tabela 1), as proteases de P. florida DPUA 1534
mostraram sensibilidade a todas as substancias testadas, fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF), acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e Pepstatin A, com variacdo da taxa
de inibicdo de 85 a 92%. Destes, 0 composto mais eficaz foi Pepstatin A, sugerindo a
presenca de protease aspartica, enzimas que apresentam residuos asparticos no sitio
ativo, indicando a possibilidade de sua aplicacdo na industria de laticinios. Protease
aspartica com atividade coagulante também ja foi identificada em basidiomas de
Pleurotus eryngii (Wang e Ng, 2001). A atividade de coagulagdo do leite esta
relacionada a presenca de protease aspartica ou de serino proteases (PONTUAL et al.,
2012; MAZORRA-MANZANO et al., 2013; MAZORRA-MANZANO et al., 2013;
SABOTIC et al., 2007; SHAH et al., 2013).

Tabela 1. Efeito de inibidores na atividade de Pleurotus florida DPUA 1534.

Inibidor Inibicdo (%) Classe de enzimas inibidas
Controle (sem inibidor) 0
EDTA 91 Cisteino
PMSF 85 Serino
Pepstatin A 92 Aspartica
Acido lodoacético 90 Metalo

Condigdes para analise:60 minutos a 37 ° C.

72

120 120 I : 2
I P 2100 © z ;r

120



4., CONCLUSAO

A caracterizacdo do extrato bruto de Pleurotus florida DPUA 1534sugeriu a
presenca de diferentes classes de protease. O extrato bruto mostrou atividade 6tima em
pH 7,0 e temperatura 6tima a 40 °C. Demonstrou estabilidade entre 25 °C e 40 °C e em
pH levemente acido, com retencdo da atividade em torno de 27 a 46%. Os resultados
deste estudo sugerem a possibilidade da aplicacdo dessa protease coagulante na

industria de laticinios.
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Caracterizacao toxicologica in vivo e in vitro do extrato
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RESUMO

Os cogumelos do género Pleurotus produzem proteases que podem ser utilizadas nas
industrias de laticinios, entretanto € necessario que o novo aditivo passe por uma série
de avaliagBes toxicoldgicas. Portanto o objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade
in vitro e in vivo do extrato proteolitico de Pleurotus florida DPUA 1534 para 0 uso
seguro em seres humanos. Foram realizados os testes de toxicidade frente a Artemia
salina, de atividade hemolitica in vitro do extrato proteolitico em sangue comercial e de
toxicidade aguda do extrato proteolitico de P. florida DPUA 1534 sobre 0s parametros
clinicos, bioquimicos e hematoldgicos de ratos Wistar. Os resultados demonstraram que
P. florida DPUA 1534 produz proteases com atividade bioldgica frente a A. salina e em
sangue de carneiro comercial. O teste in vivo indicou que o extrato de Pleurotus florida
DPUA 1534 quando administrado na dose de 1000 mg.Kg™ em ratos Wistar, ndo levou
a Obito ou produziu sinais clinicos de toxicidade em nenhum dos animais tratados, ndo
promoveu alteracGes significativas dos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos, e as
analises histoldgicas revelaram que ndo houve toxicidade aguda nas condi¢bes do
experimento. Portanto, o extrato de P. florida DPUA 1534 apresenta potencial para
utilizacdo como aditivo alimentar.

Palavras-chave: Pleurotus florida DPUA 1534, toxicidade, extrato proteolitico

1. INTRODUCAO

Entre as enzimas hidroliticas produzidas por Pleurotus, as proteases sdo as de
maior valor econdbmico e maior comercializagdo para diversos fins, como aditivo para
melhorar ou transformar produtos alimenticios, na industria farmacéutica, no
processamento de couro, na recuperacdo de prata de filmes de raios-x, tratamento de
residuos industriais e como aditivos de detergentes (RODARTE et al, 2011).

Contudo, o conhecimento do potencial tdxico de compostos com atividade
biologica de cogumelos comestiveis ainda sdo escassos. O extrato aquoso de Agaricus

sylvaticus quando a atividade hemolitica foi determinada em eritrocitos humanos néo
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observaram acéo tdxica, sendo assim classificado como seguro para 0 consumo humano
(ORSINE et al., 2012).

Em outra investigagdo quando avaliado o micélio de Lentinus edodes foi
observado que o extrato testado em ratos Wistar, com doses diarias de 2000 mg/kg,
durante 28 dias ndo houve acéo tdxica significativa, diagnostico confirmado atraves dos
exames hematoldgicos, bioquimico sérico, peso dos drgaos, autopsia e histopatologia
(YOSHIOKA et al., 2010).

Dos representantes do género Pleurotus, Pleurotus florida é um cogumelo
comestivel que ocorre em regides de clima tropical e subtropical, seus basidiomas sdo
brancos de textura e sabor agradavel, sendo também citado como fonte de diversos
compostos com atividade bioldgica (SHASHIREKHA et al., 2005; REIS et al., 2010).

Nas duas Ultimas décadas tem aumentado as pesquisa abrangendo espécies de
Pleurotus, ndo so6 pelo valor nutricional e medicinal, mas também pela importancia que
esses fungos tém como fonte de aditivos alimentares, entre outros compostos para
aplicacdo nos diversos ramos industriais. Contudo, outras abordagens sdo exigidas para
exploracdo mais profunda das propriedades dos extratos, basidiomas e do micélio
devido o potencial biotecnoldgico desses macrofungos (PATEL et al., 2012).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade in vitro e in vivo do extrato
proteolitico de Pleurotus florida DPUA 1534.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material biolégico

O isolado de Pleurotus florida DPUA 1534 foi cedido pela Colecdo de Culturas
do Departamento de Parasitologia da Universidade do Amazonas (DPUA), filiada ao
World Data Centre for Microrganisms (WDCM) sob o n°. 715.

As culturas, preservadas em 6leo mineral, foram reativadas pela transferéncia de
fragmentos do micélio para batata-dextrose-agar suplementado com extrato de levedura
0,5% (p/v) (BDA+YE), pH 6,0 e incubadas a 25°C por 8 dias.

Os basidiomas de Pleurotus florida DPUA 1534 foram produzidos em substrato
natural de casca de cupuagu suplementado com farelo de arroz 10%, com indculo de 20
discos miceliais (&= 10 mm, cada). Os basidiomas in natura foram desidratados a 40°C

e triturados.
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2.2 Preparacdo do extrato proteolitico

Para extracdo das proteases 2g dos basidiomas foram transferidos para 50 mL
de agua destilada esterilizada. A extracdo foi realizada sob agitagdo (150 rpm), a 25 °C
por 12 horas. O extrato bruto foi recuperado por filtracdo em tecido de algoddo e em

seguida centrifugado a 8000 x g por 10 minutos, a 4 °C.

2.3 Determinacédo da atividade de protease

A atividade proteolitica foi determinada conforme metodologia recomendada
por Leighton et al (1973).

2.4 Bioensaio de toxicidade do extrato proteolitico bruto de Pleurotus florida
DPUA 1534 frente a Artemia salina

O bioensaio com Artemia salina foi baseado na técnica descrita por Atayde et al
(2011). Para determinacdo da porcentagem de individuos mortos foi utilizada a Equacao
I. Para o calculo da determinagdo da CLso 0s valores da toxicidade foram convertidos
utilizando-se os valores da tabela de Probit e a partir dos valores encontrados foi
determinada a CLsg.

Equacéo I:

ndmero de individuos mortos
ndmero total de individuos

Mortalidade (%) =

2.5 Acao citotdxica do extrato proteolitico em sangue comercial de carneiro

A atividade hemolitica do extrato bruto de Pleurotus florida DPUA 1534 contra
hemaécias de carneiro foi realizada pela técnica de hemolise em tubos contendo sangue
de carneiro desfibrinado (Ebefarma) (CARNEIRO et al, 2011). Para determinacdo do
indice de hemolise (Equacdo Il) e o célculo da concentracdo que produz 50% de
hemolise (CHsp), a leitura foi realizada a 540 nm apds 60 minutos e 24 horas.

Equacéo II:
Absorvancia (teste)- Absorvancia (HM)
Absorvancia (HT)- Absorvancia (HM)

Hemolise (%) = x 100
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Onde:
HM- hemélise mecénica
HT- hemdlise total

2.6 Avaliacdo de toxicidade aguda do extrato proteolitico de Pleurotus florida
DPUA 1534 em ratos Wistar

Para os testes in vivo de toxicidade aguda do extrato proteolitico de Pleurotus
florida DPUA 1534 foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
saudaveis, adultos, machos e fémeas, pesando em média 233,22 + 41,83g, cedidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal do Amazonas/UFAM.

Os animais foram divididos em 2 grupos de fémeas (n=3) e 2 grupos de machos
(n=3), teste e controle, totalizando 12 ratos. Apoés sete dias de aclimatacdo, os animais
foram tratados por via oral (gavagem gastrica) com doses Unicas do extrato proteolitico
de Pleurotus florida DPUA 1534 [solugdo aquosa (1000 mg.Kg™), enquanto os grupos
controles receberam apenas agua. A avaliacdo clinica dos animais foi realizada durante
14 dias. Os sinais de toxicidade foram medidos por observacao direta e registrados nos
intervalos 0, 15, 30 e 60 minutos e a cada 4 horas (durante 24h) e diariamente até o 14°
dia. O ganho de massa corpérea e o consumo de racdo também foram registrados
diariamente para acompanhamento da evolucéo ponderal dos animais.

Ao final do experimento os animais foram anestesiados e ap0s perda dos
reflexos dos individuos realizou-se a laparotomia longitudinal da cavidade abdominal
para a coleta do sangue dos animais (2,5 mL) via puncéo cardiaca seguida de necrépsia
para avaliacdo da morfologia macroscdpica externa dos 6rgaos. O sangue coletado foi
utilizado para as analises hematoldgicas [leucometria, hematimetria, hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular media (CHCM), red cell
distribuition width (RDW) e plaquetas] e bioquimicas [glicose, &cido Urico, bilirrubinas,
creatinina, fosfatase alcalina, y-glutamil transferase (y-GT), transaminase glutdmico
oxalacética (TGO/AST), transaminase glutamico piravica (TGP/ALT), triglicerideos e
uréia]. O presente trabalho foi aprovado no Comité de Etica no uso de Animais da
Universidade Federal do Amazonas, protocolo 054/2011 (ANEXO 1).
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3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (5%), utilizando o programa Minitab versdo 16.0. Para os calculos das

CLso e CHsq foi feita a analise de regressdo Probit.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas analises de toxicidade no extrato bruto liofilizado e reconstituido em agua
destilada esterilizada, o valor da atividade proteolitica encontrado foi 46,73 U/mL.
Quando este extrato foi avaliado frente a Artemia salina, 25,5 pg (Figura 1) foi a
concentracdo que causou a mortalidade de 50% das larvas (CLsp). Este dado
provavelmente esteja associado a presenca de outros compostos bioativos no extrato
bruto proteolitico de P. florida DPUA 1534.

Artemia ssalina apresenta alta sensibilidade a uma ampla gama de compostos
bioativos manifestada pela atividade toxica no microcrustaceo (YOGA et al. (2007Db);
SASIDHARAN et al, 2011). Além disso, este método demanda pequenas quantidades
de amostras que podem ser testadas em grande escala. Os extratos sdo considerados
inativos quando todas as larvas sobreviverem a uma concentracdo de 1000 pg/ml
(MEYER et al, 1982). Nieto et al. (2008) estudando extratos obtidos de basidiomas de
diferentes espécies de Pleurotus encontraram concentracdo letal (CLsp) maiores do que
1000ug. Segundo Meyer et al (1982) extratos brutos que apresentam CLsp superior a

esse valor sdo considerados atéxicos.

Figura 1. Determinacdo da CLsy do extrato de Pleurotus florida DPUA 1534 frente ao
microcrustaceo Artemia salina.
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Os resultados referentes ao teste de hemdlise in vitro (Tabela 1) mostraram que
quando utilizado 0,1mL do extrato de P. florida DPUA 1534, ndo foi observada
hemolise, provavelmente devido a reduzida concentracdo do biocomposto no extrato
analisado. Entretanto, o extrato apresentou atividade positiva nas demais concentracdes
testadas, registrando-se variagdo em ordem crescente em relacdo a concentracdo do
extrato. Entre as doses avaliadas, a partir 0,6 mL foi possivel uma visualizagdo mais
nitida em relacdo ao referencial usado para a descricdo da atividade hemolitica dos
extratos (Figura 2). Dados da literatura mostram que proteinas hemoliticas estéo
associadas a formacéo dos primdrdios e ao desenvolvimento dos basidiomas (TOMITA
et al, 2004; BERNE et al, 2002; SHIBATA et al, 2010). Vérios autores sugerem que 0
calculo da CLsg seja valido apenas para substancias que apresentam uma concentracao
letal de 1 a 5000 mg/kg. Entretanto, instituicdes regulatérias internacionais recomendam
o limite de 2000 mg/kg para o teste da CLso (ORSINE et al, 2012).

Tabela 1. Teste de atividade hemolitica do extrato de Pleurotus florida DPUA 1534 em sangue
comercial de carneiro. Representacdo da avaliagdo da tonalidade vermelha do sobrenadante. C-
controle negativo- solucdo salina) e C+ [controle positivo- Triton x-100 (1%)], HM (hemolise
mecanica) e HT (hemdlise total). Grau de hemdlise: (0= negativo); (+ = muito fraco); (++ =
fraco); (+++ = moderado); [controle positivo (++++= total)].

C- Extrato proteolitico de Pleurotus florida DPUA 1534 (mL) C+

HM 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 HT

0 0 + + ++ ++ +++ ++++  HHH+ R HHEE

Figura 2. Atividade hemolitica qualitativa dos extratos de Pleurotus florida DPUA 1534 em
diferentes concentracoes utilizando sangue de carneiro desfibrinado comercial.

A variacdo do indice de hemolise durante os periodos de 1h e 24 h conforme a
concentracdo examinada do extrato de P. florida DPUA 1534 estd demonstrada na

Figura 3. A CHs foi calculada baseada na equacédo da reta para o fenébmeno observado.
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A concentracdo necessaria para causar hemdlise de 50% das células durante os dois
periodos testados foi de até 363,88 ug em 60 minutos e 241,51 pug em 24 horas.

Trabalhos realizados com diferentes espécies de Pleurotus demonstraram a
identificacdo de biomoléculas com atividade hemolitica, proteinas conhecidas como
hemolisinas, dentre as espécies foram citadas Pleurotus ostreatus (SEPCIC et al, 2003),
Pleurotus eryngii (NGAI; NG 2006) e Pleurotus nebrodensis (LV et al, 2009). Dentre
as hemolisinas, a ostreolisina isolada de Pleurotus ostreatus foi reportada como um
agente hemolitico em sangue humano, bovino e de carneiro (SHIBATA et al, 2010;
KURAHASHI et al, 2014).

Estudos indicam que a agdo observada por proteinas hemoliticas de espécies de
Pleurotus acontece em decorréncia do aumento da permeabilidade da membrana celular
de eritrocitos induzindo assim o extravasamento do ion potassio e a lise dessas células
(LV et al., 2009). No entanto, ndo existem dados sobre a toxicidade de hemolisinas
sintetizadas por P. ostreatus em consumidores de cogumelo ostra, uma espécie ndo-
toxica. Além disso, citacdo da literatura revela que hemolisinas sdo termo-labeis e

geralmente degradadas no trato gastrointestinal quando ingeridas (OECD, 2013).

Figura 3. indice de hemdlise (%) do extrato de Pleurotus florida DPUA 1534 em diferentes
concentracdes (g) apds os periodos de 1h e 24 h de incubacéo.
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A administracdo do extrato de Pleurotus florida DPUA 1534 na concentragéo de
1000 mg.Kg™ ndo resultou em nenhum ébito durante o periodo de observacdo, como
também n&o interferiu no desenvolvimento ponderal e consumo de racéo pelos animais.
De acordo com CUNHA et al. (2009), os sinais clinicos de toxicidade podem ser
observados em funcao das alteracbes de comportamento, apatia e a presenca de pelos
arrepiados. Nenhum desses sinais foi observado nos grupos teste e controle nas analises
realizadas nesta pesquisa.

Os animais que receberam o extrato também ndo apresentaram alteracdes
macroscopicas nas visceras (figado e rins). O ganho de massa corporal (fémeas que
receberam extrato 25,6679 + 7,251g X fémeas controle 31,833g £ 5,107g e machos que
receberam extrato 44,833g + 13,531g X machos controle 43,6679 + 4,193g) nao
apresentou alteracdes significantes.

O extrato de P. florida DPUA 1534 ndo alterou os parametros hematologicos
avaliados, comparando-se os grupos tratados e os controles (Tabela 2). As alteragdes
bioguimicas sdo consideradas como uma fonte potencial de indicadores biol6gicos de
efeito. Os dados referentes aos parametros bioquimicos obtidos mostraram que nédo
houve variacdo significativa dos pardmetros analisados quando comparados 0s
resultados do grupo teste com o grupo controle (Tabela 3). Além disso, as analises
histologicas posteriores do figado e rins revelaram que ndo houve toxicidade do extrato
nesses tecidos. Esses dados corroboram com os relatados pela OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development, 2013) onde a administracdo de extratos
aquosos de Pleurotus ostreatus em ratos ndo demonstrou efeitos agudos e a alimentagéo
oral repetida do cogumelo para roedores indicaram auséncia de alteragdes

histopatolégicas do tecido cardiaco ou hepatico (dados ndo mostrados).
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Tabela 2. Analise hematoldgica do sangue de ratos Wistar, machos e fémeas, tratados
com extrato bruto proteolitico de Pleurotus florida DPUA 1534.

Parametros Machos Controle Machos Fémeas Controle Fémeas
Leucometria (10mm?®) 42%+1.33 3.2°£0.07 3.9%+0.14 3.4%+0.35
Hematimetria (10¢/mm?®) 8.1%%0.65 48%+1.71 7.6%+0.05 5.2%+0.68
Hemoglobina (g/dL) 15.6%+ 0.40 15.2%+0.07 15.0%+0.21 14.3%+0.80
o

Hematocrito (%) 44.6%+ 181 31874763  4145°+007  30.9°+3.00
VCM (um?) 54.0% +2.00 66.5%+7.77 54.5%+0.70 592+ 2.88
HCM (Pg) 19.1%+1.12 33.4%+11.59 19.8%+0.14 25.8%+4.37
CHCM (g/dL) 34.4%+1.47 49.3% + 11.59 36.3%+0.63 43.5%+5.07
RDW (%) 14.5%+0.10 12.8%+1.20 14.6%+0.07 14.3%+0.50
Plaquetas (10¢/mm?) 728%+79.57 683.5%+2757  753%+113.14 725% + 21.65

Letras iguais indicam que ndo ha diferencas significativas pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 3. Analise bioquimica do sangue de ratos Wistar, machos e fémeas, tratados com

extrato bruto proteolitico de Pleurotus florida DPUA 1534,

Parametros Machos Controle Machos Fémeas Controle Fémeas
Glicose (mg/dL) 161,67 %+ 20,21 167,67 * 55,72 110,67 * + 26,50 174,00  + 45,13
Acido Urico (mg/dL) 1,46°+0,28 1,60%+0,36 2,23%+1,35 1,43%+0,15
Bil. Direta (mg/dL) 0,10%+0,02 0,11%+0,03 0,08 %+0,01 0,06 #+0,01
Bil. Total (mg/dL) 0,06 * + 0,02 0,07%+0,01 0,10%+0,01 0,06 #+0,01
Creatinina (mg/dL) 0,66%+0,11 0,53%+0,05 0,56 # + 0,05 0,53%+0,11
Fosf. Alc. (U/L) 265,00 * + 68,46 171,33%+ 12,34 133,00 ® + 21,63 135,00 ® + 18,25
y-GT (U/L) 22,00 %+ 1,00 15,00 # £ 3,00 23,00 %+ 5,00 18,00%+1,73
TGO/AST (U/L) 140,33 %+ 32,88 123,00 ® + 48,77 113,33%+17,79 95,67 *+ 18,93
TGP/ALT (U/L) 56,33 % + 10,69 40,00°%+7,93 36,66 ° + 6,42 36,00%+7,81
Triglicérides (mg/dL) 46,66 %+ 4,72 42,00% + 2,64 38,66 % + 15,04 42,66 %+ 9,50
Uréia (mg/dL) 48,33%+5,50 40,66 ° + 3,78 48,00%+1,73 46,33%+2,51

Letras iguais indicam que ndo ha diferencas significativas pelo teste de Tukey (5%).
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5. CONCLUSAO

O extrato proteolitico de Pleurotus florida DPUA 1534 demonstrou atividade
biologica frente a Artemia salina e em sangue comercial de carneiro. Ja nos testes de
toxicidade aguda, ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade em nenhum dos
animais tratados, assim como, ocorreu a normalidade dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos, e a auséncia de alteracGes nas analises histologicas. Portanto, este relato
pioneiro do efeito do extrato dos basidiomas de Pleurotus florida DPUA 1534, sugere o

uso potencial desse cogumelo para utilizagdo como aditivo alimentar.
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REIVINDICACOES

PROCESSO DE PRODUGCAO DE EXTRATO BRUTO COM PROTEASE COAGULANTE,
BIOATIVO DOS BASIDIOMAS DE PLEUROTUS FLORIDA, EXTRATO OBTIDO E SEU USO

1. Processo de producdo de proteases coagulantes caracterizado por
compreender a adicdo dos basidiomas desidratados em &gua destilada
esterilizada, sendo os basidiomas utilizados previamente cultivados em
substrato orgénico para crescimento celular, no qual o substrato compreende
plantas amazonicas e/ou derivados das mesmas.

2. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por serem
utilizadas de 80% a 90% de plantas amazonicas.

3. Processo, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado por utilizar casca
do cupuagu como residuo agroindustrial de plantas amazénicas.

4. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por serem
utilizados de 10% a 20% de suplementos.

5. Processo, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por serem
utilizados como suplemento liteira, farelo de arroz e/ou casca de arroz.

6. Processo de producédo de extrato com atividade proteolitica caracterizado por
compreender a etapa de producdo de basidiomas em cultivo axénico por
fermentagdo semi-sélida, no qual o cultivo é realizado em substrato organico
para crescimento celular e desenvolvimento dos basidiomas, em que o
substrato compreende plantas amazonicas e/ou derivados das mesmas.

7. Extrato com atividade proteolitica, caracterizado por ser obtido de acordo
com a reivindicag&o 6.

8. Extrato, de acordo com a reivindica¢do 6, caracterizado por ser utilizado
como proteolitico para proteinas do leite e/ou derivados.

9. Extrato, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado por ser utilizado
sobre azo-caseina e sobre a caseina do leite.

Resumo

PROCESSO DE PRODUCAOQ DE EXTRATO BRUTO COM PROTEASE COAGULANTE,
BIOATIVO DOS BASIDIOMAS DE PLEUROTUS FLORIDA, EXTRATO OBTIDO E SEU USO

A presente invencdo descreve um extrato com atividade proteolitico,
além de processo de producdo de extrato com atividade proteolitica obtido a
partir do basidioma do fungo Pleurotus florida que se desenvolveu em substrato
organico da Amazonia. O dito substrato, também objeto da presente invencéo

apresenta elementos organicos encontrados na Amazonia.
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1.1 Nome; FUNDAGAQ UNIVERSIDADE DC AMAZONAS

1.2 Qualificagdo INSTITUIGAC DE ENSINO SUPERIOR

13 CNPJICPF: 04378626000197

1.4 Endereco Completo: Av.General Rodrigo Octévio, 3000-Campus Universitario
1.5 CEP; 69077-000 16 Telefone 92-33051758 1.7 Fax:

18 E-mail: intellectus@ufam,edu.br

[J continua em folha anexa

2. Natureza: ® Invengao O Modelo de Utilidade QO Certificado de Adigao
Escreva, obrigatoriamente, e por extenso, a Natureza desejada:

3 Titulo da Invengao ou Modelo de Utilidade ou Certificado de Adi¢ao(54):
PROCESSO DE PRODUCAO DE EXTRATO BRUTO COM PROTEASE COAGULANTE, BIOATIVO
DOS BASIDIOMAS DE PLEUROTUS FLORIDA, EXTRATC OBTIDO E SEU.USO

7 O continua em folha anexa
4. Pedido de Divisdo: do pedido N° Data de Depbsito:

5. Prioridade: [ intema [ unionista
O depositante reivindica a(s) seguinte(s):

Pais ou organizagao de origem Nimero de deposito Data do deposito

6. Inventor (72):

[[] Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagao de seu(s) nome(s)
6.1 Nome: MARIA FRANCISCA SIMAS TEIXEIRA

6.2 Qualificagdo DOUTORA 63 CPF: 027574512-00
6.4 Endereco completo RUA DAMASCO, N°11, Q.23 - MANAUS - AM

6.5 CEP: 69045-070 6.6 Telefone: 92-81013100 6.7 Fax

6.8 E-Mail: mteixeira@ufam.edu.br

[ continua em folha anexa

HXEMW . ozoss s bl FESHR Ry e B2 P
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7. Declaragdo na forma do item 3.2 do Ato Normative n° 127/97:
| 7.1 Declaro que os dados fornecidos no presente formulario séo idénticos ao da certiddo de deposito ou documento
equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.

[ emarexo
8. Declaragéo de divulgagao anterior nao prejudicial:  (Periodo de Graga):
(art. 12 da LPI1 e item 2 do AN n® 127/97) [ em anexo

9, Procurador (74)
9.1 Nome:
92 CNPJ/CPF: 9.3 APIOAB:
9.4 Enderego completo
95 CEP: 9.6 Telefone: 9.7 Fax
9.8 E-Mail:
10.  Listagem de sequéncias Bioldgicas (documentos anexados) (se houver):

[0 Listagem de sequéncias em arquivo eletrénico: n®de CDs ou DVDs (original e copia).

[O Codigo de controle alfanumérico no formato de codigo de barras: fl.

O Listagem de sequéncias em formato impresso: fls.

[0 Declaragée de acorde com o artigo da Resolugao INPI n® 228/09: fls.
1. Documentos anexados  (assinale e indique também o ndmero de folhas):

(Devera ser indicado o n° lotal de somente uma das vias de cada documento)
= 11.1 Guia de Recolhimento 01 fis. ¥ 115 _Relatério descritivo 13 fis.
O 11.2 Procuragao fis. O 116 Reivindicagoes 02 fls.
g 11.3 _Documentos de Prioridade fls. O 11.7_Desenhos 02 fls.
0 11.4 Doc. de contrato de trabalho fis. O 11.8 Resumo 01 fls.
11.9 Outros que néo aqueles definidos no campo 11 (especificar) 06 fis.
D.0.U. (0lf.) e Estatuto FUA (05 f1.5)

12. Total de folhas anexadas (referentes aos campos 10 e 11): 25 fis.

13. Declaro, sob penas da Lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e verdadeiras.

?’;)Q.W 03 de navendo di 2012

Local e Data

‘ l'" Ervmnidicia 4 M Pavloiia Aa Badida da Beadnada e da Packiflanda da AdlaZa Halla aa
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ANEXO DEINVENTORES
6. Inventor (72)

6.1 Nome: Kilma Cristiane Silva Neves

6.2 Qualificag@o: Mestre em Ciencias do Alimento, Doutoranda em Biotecnologia,
Estudante do curso de Doutorado do Programa RENORBIO — Rede Nordeste de
Biotecnologia

6.3 CPF: 85703265487

6.4 Enderego: Rua F, n° 196, Bloco 3, Apto. 302, Parque 10 de Novembro,

6.5 CEP: 69055-692

6.6 Telefones: (92) 8186-2943 (92) 3236-2672

6.8 E-mail: kicri@uol,com.br

6. Inventor (72)

6.1 Nome: Ana Liicia de Figueiredo Porto

6.2 Qualificagdo: Professora Doutora da Universidade Federal Rural de Pernambuco,

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Area de Fisiologia

6.3 CPF: 255 147 764-68 '

6.4 Enderego: Rua José Paraiso, 25, apto 1701, Boa Viagem, Recife-PE, Recife-PE
6.5 CEP: 51030-390

6.6 Telefones: (081) 9157-1637

6.7 E-mail: analuporto@yahoo.com.br

6. Inventor (72)

6.1 Nome: Rosana Antunes Palheta

6.2 Qualificagdo: Engenheira Agrdnoma, Dra. em Diversidade Biologica
6.3 CPF: 071871007-01

6.4 Enderego: Condominio Iurit, 16 Coroado III

6.5 CEP: 69080-291

6.6 Telefones: (92) 8121-2665 (92) 3644-7491

6.7 E-mail: rosanapalheta@ufam.edu.br
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5. CONSIDERACOES FINAIS



CONCLUSAO

que:

Com base na metodologia empregada e com os resultados obtidos, conclui-se

O substrato casca de cupuagu suplementado com farelo de arroz favorece o
crescimento micelial vigoroso com eficiéncia biologica significativa de
Pleurotus florida DPUA 1534;

Pleurotus florida DPUA 1534 apresenta alto percentual de proteinas e
carboidratos, além de minerais e aminoacidos essenciais, constituindo em um
alimento de alto valor nutricional.

Pleurotus florida DPUA 1534 constitui uma nova fonte alternativa de producéo
de proteases coagulante do leite com potencial para utilizagdo na industria de
laticinios;

As proteases apresentam atividade 6tima em pH 7,0; 40°C e maior estabilidade

em pH levemente 4cido e neutro e a 25°C a 40°C;

Os residuos utilizados nos processos fermentativos sdo eficientes para a
producédo de enzimas proteoliticas coagulantes.

O extrato proteolitico de Pleurotus florida DPUA 1534 demonstrou atividade
bioldgica frente a Artemia salina e em sangue comercial de carneiro.

N&o foram observados sinais clinicos de toxicidade em nenhum dos animais
tratados, assim como, a normalidade dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos, e a auséncia de alteracdes nas analises histoldgicas.

Portanto, este relato pioneiro do efeito do extrato dos basidiomas de Pleurotus
florida DPUA 1534 sugere o potencial para sua utilizacdo como aditivo
alimentar.
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ANEXO | - PROTOCOLO CEEA/UFAM 054/2011

i \".\_ %ig}ﬁ-‘,
\% \

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTA(;AO ANIMAL (CEEA UFAM)

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 054/2011- CEEA, sobre “Avaliacdo de
toxicidade aguda de extratos proteoliticos de pleurotus spp” sob
responsabilidade de MARIA FRANCISCA SIMAS, esta de acordo com a
legislagdo Federal pertinente ao uso cientifico de animais e foi
APROVADO pelo COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO

ANIMAL (CEEA-UFAM) em reunido de 29/09/2011.

Manaus, 04 de outubro de 2011

( Aré/zﬁ (B“ﬂ{%h i '7 O -
Prof. Fabio To.issi Moroni
Presidente da CEEA-UFAM

e . __ & e FARTT ARR Blamaiie — AM
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