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RESUMO

Em Portugal, como noutros paises da bacia mediterranica, a planta de cardo (Cynara cardunculus L.) tem sido utilizada
desde tempos antigos para diversas aplicagdes nas areas alimentar e da satde. Em particular, no caso da produgao
artesanal de queijo de cabra e ovelha, a flor do cardo tem sido usada, muitas vezes de uma forma empirica, no processo
de coagulacao do leite. Esta utiliza¢do deve-se ao facto da flor possuir um conjunto de enzimas, nomeadamente pro-
teases asparticas, que influenciam o sabor e textura caracteristicos destes queijos. Mais recentemente, as ferramentas
desenvolvidas pela biotecnologia abrem novas perspectivas para uma producao de queijo em condi¢des controladas e
a um prego mais baixo. Neste artigo é apresentada uma revisao das ferramentas biotecnologicas disponiveis e das suas
potenciais aplicagdes nesta industria com importante impacto a nivel nacional.
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ABSTRACT

In Portugal, as in other countries of the Mediterranean basin, the thistle plant (Cynara cardunculus L.) has been used
since ancient times for several applications in the food and health areas. In particular, in the case of artisanal goat
and sheep cheese production, the thistle flower has been used, often empirically, in the milk coagulation process.
This is due to the presence of a set of enzymes in the flower, in particular aspartic proteases that influence the flavor
and texture characteristic of these cheeses. More recently, tools developed by biotechnology open up new prospects
for controlled and low-priced cheese production. This article reviews existing biotechnology tools and their potential
application in this industry with an important national impact.

Keywords: cardoon, cheese, protease, cardosin, recombinant protein.
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INTRODUCAO

Cynara cardunculus L., vulgarmente conhecido
por cardo ou cardo-do-coalho, é uma planta da
familia Asteraceae (Compositae). Alguns auto-
res consideram que C. cardunculus inclui duas
subespécies: subsp. cardunculus e subsp. flaves-
cens Wiklund (Wiklund, 1992; Devesa e Loépez
Martinez, 2014). Outros autores consideram que
a espécie inclui trés variedades: o cardo silvestre
(var. cardunculus, por vezes designada “var. sylves-
tris”), o cardo cultivado (var. altilis DC.) e a alcacho-
fra (var. scolymus (L.) Fiori) (Rottenberg e Zohary,
1996; Sonnante et al., 2007b; Acquadro et al., 2017;
Pavan et al., 2018). A alcachofra é por vezes tra-
tada como uma espécie diferente (C. scolymus L.).
No entanto, cruzamentos entre alcachofra, cardo
cultivado e cardo silvestre originam hibridos total-
mente férteis (Rottenberg e Zohary, 1996), sendo o
cardo silvestre considerado o ancestral do cardo
cultivado e da alcachofra (Acquadro et al., 2017).
Ha evidéncias de que a alcachofra tera sido domes-
ticada nos tempos romanos na Sicilia (Mauro et al.,
2009), enquanto o cardo podera ter sido domesti-
cado mais tarde no Mediterraneo ocidental, pos-
sivelmente em Espanha ou Franca (Rottenberg e
Zohary, 1996; Sonnante et al., 2007a,b; Pavan et al.,
2018). A espécie ocorre naturalmente em toda
a regido Mediterrdnica e na Macaronésia (Ilhas
Canarias), tendo sido introduzida na América e na
Australia, onde se encontra naturalizada (Devesa e
Lépez Martinez, 2014).

Cynara cardunculus é uma espécie diploide (2n=2x=
34), de polinizagao cruzada, apresentando um ele-
vado grau de heterozigotia (Sonnante et al., 2007b;
Acquadro et al., 2017). Euma planta perene que
cresce até 2 metros de altura no caso do material
cultivado, enquanto o material silvestre normal-
mente nao ultrapassa os 110 cm de altura (Wiklund,
1992; Devesa e Lopez Martinez, 2014). As suas
folhas sao penatipartidas ou penatifendidas, com
margem espinhosa, verde-acinzentadas na parte
superior e mais claras na parte inferior. Os capitu-
los sdo terminais, solitarios ou tém inflorescéncias
complexas mais ou menos corimbiformes, e estao
envolvidas por bracteas coridceas (Devesa e Lopez
Martinez, 2014). As flores tém corolas tubulosas,
azul-violeta ou roxas. E uma planta adaptada as
condicdes secas do Mediterraneo, onde a maior
parte da precipitacdo ocorre durante o inverno.
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O cardo cultivado é germinado a partir da semente
e usado como uma planta anual, enquanto a alca-
chofra é geralmente propagada vegetativamente
(Sonnante et al., 2007D).

A sequéncia do genoma de C. cardunculus var.
scolymus foi publicada recentemente (Scaglione
et al., 2016; www.artichokegenome.unito.it), o que
veio permitir ampliar diversos estudos genéticos.
Novas ferramentas, incluindo a anotac¢ao de micro
RNAs, estdao agora disponiveis para um vasto
leque de estudos (Acquadro et al., 2017). Nos ulti-
mos anos, a diversidade genética desta espécie tem
sido estudada através da avaliagdo morfoldgica,
mas também recorrendo a utilizacado de marca-
dores moleculares (Pagnotta et al., 2017, Barracosa
et al., 2018a). A avaliacdo da diversidade genética €
importante ndo sé para a caracterizagao da espécie
mas também para a identificacdo de germoplasma
que deve ser conservado ou aquele que se esta a
perder ou em risco de extingao.

No que diz respeito as condi¢des de ecologia e
aspectos agronomicos desta espécie, Gominho
et al. (2018) apresenta, num artigo recente, uma
extensa revisao e informagoes detalhadas. Apesar
da inexisténcia de um programa nacional de
melhoramento genético em cardo, alguns pro-
jetos tém sido realizados de forma a atuar sobre
os problemas que envolvem a sua exploragao e ao
mesmo tempo contribuir para a valorizagao de
um recurso endémico que, apesar de ser economi-
camente explorado, nao tem sido alvo de progra-
mas de valorizagdo. O projecto CARDOP (http://
cardop-queijoserradaestrela.blogspot.com) liderado pelo
Instituto Politécnico de Viseu, o projecto iCheese
(https://inovacao.rederural.gov.pt/13-projectos-groupos-
-operacionais/60-icheese-cynara-innovation-for-best-cheese)
liderado pela Universidade Catolica Portuguesa,
e também o projecto ValBioTec Cynara (http:/www.
iniav.pt/menu-lateral-geral/projetos-de-investigacao/valbiotec)
liderado pelo Centro de Biotecnologia Agricola
do Alentejo (CEBAL), sdo exemplos de projectos
nacionais concebidos para promover o uso do
cardo, ndo s6 no que a sua dimensao na produ-
¢ao de queijo diz respeito, mas de forma integral,
explorando o cardo como um todo, aproveitando
todas as partes da planta que, gracas as suas
caracteristicas, possibilitam diferentes areas de
exploragao econoémica.



AS DIVERSAS APLICACOES DE CYNARA
CARDUNCULUS

A utilizagdo desta espécie pelo ser humano tem
tido ao longo do tempo diversas aplicagdes: o talo
para alimentagdo, as folhas que contém numero-
sos compostos quimicos com aplicagao na satde, o
aproveitamento da biomassa, o fabrico de biodie-
sel, e finalmente a utiliza¢do das flores na manu-
factura do queijo que constitui o foco deste artigo.

A alcachofra é conhecida desde o séculoIV a.C.
para fins alimentares e medicinais. Esta planta era
apreciada pelos antigos egipcios, gregos e roma-
nos, que a utilizavam como alimento e também
como como medicamento devido aos seus efeitos
benéficos contra doencas hepato-biliares e para
facilitar a digestao (Lattanzio et al., 2009). Os extra-
tos de folha de alcachofra sdo usados na medicina
popular, particularmente para tratar problemas
de figado, mas também pelo seu efeito diurético
e colagogo, apresentando também alguma ativi-
dade colerética e antidiabética (Lattanzio efal.,
2009). De facto, a espécie Cynara cardunculus apre-
senta numerosas aplicacoes em farmacologia uma
vez que diferentes tecidos da planta constituem
fontes naturais de compostos bioactivos. Além
disto, o cardo tem um importante papel na nutri-
¢ao humana, devido ao seu alto teor de compos-
tos nutracéuticos e bioativos, como a inulina e
os fendlicos antioxidantes (Pandino et al., 2011).
Entre os compostos mais estudados encontram-se
os acidos mono- e di-cafeoilquinico e as lactonas
sesquiterpénicas. Em particular as lactonas ses-
quiterpénicas constituem uma classe de terpendi-
des muito diversos em termos da sua estrutura e
propriedades, que desempenham um papel fun-
damental na interagdo entre plantas e ambiente e
possuem propriedades aleloquimicas, dissuasivas
e inseticidas. Os extratos de cardo demonstraram
ainda atividade antitumoral (Mileo et al., 2012) e
antibacteriana (Lattanzio et al.,, 2009). Em particu-
lar o composto cinaropicrina, presente nas folhas
de cardo, ja foi identificado como anti-cancerigeno
e a sua acdo em linhas tumorais tem sido ampla-
mente estudada (por exemplo Eljounaidi et al,
2015; Ramos et al., 2017). A caracterizagdo quimica
dos extractos lipofilicos de folha de Cynara cardun-
culus L. var. altilis levou a identificacdo de novos
compostos, no entanto as lactonas sesquiterpéni-
cas e triterpenos pentaciclicos foram as familias

lipofilicos mais prevalentes (Ramos et al., 2013).
No que diz respeito as flores, o estudo recente de
Dias e colaboradores elaborou uma caracterizacao
do perfil fendlico e da bioatividade de extratos de
diferentes gendtipos de C. cardunculus, com o foco
particular nos estigmas da inflorescéncia, devido
a sua utilizagao na produgao de queijo (Dias et al.,
2018). Os compostos prevalecentes foram a apige-
nina e os derivados de acido cafeoilquinico. Além
da forte atividade antioxidante, as inflorescéncias
do cardo também apresentaram atividade antibac-
teriana (Dias et al., 2018).

O cardo também pode ser explorado para a produ-
¢ao de biomassa lignoceluldsica e 6leo de sementes
(Curt et al., 2002; Fernandez et al., 2006), produgao
de forragem verde para a pecuaria (Cajarville et al.,
1999), biomassa seca para producao de energia
(Gonzalez et al., 2004; Oliveira et al., 2012), maté-
ria-prima para polpa de celulose e para madeira
prensada (Gominho et al., 2001, 2009, 2011, 2018) e
biodiesel (Sengo et al., 2010).

Por ultimo, a utilizacdo do cardo na manufactura
do queijo. Embora os coalhos de origem animal
tenham sido provavelmente os primeiros coagu-
lantes enzimaticos utilizados, os coalhos produzi-
dos a partir de plantas, como por exemplo figos e
cardo, parecem ter sido comuns na época romana
(Fox et al., 2017). Esta aplicagdo do cardo ira ser
desenvolvida com mais detalhe nas se¢oes seguin-
tes, onde serdo também apresentadas as possibi-
lidades alternativas existentes nomeadamente as
que tiram partido de ferramentas biotecnologicas.

UTILIZACAO DA FLOR DE CARDO
COMO AGENTE COAGULANTE
NA PRODUCAO DE QUEIJO

Em Portugal, a principal exploracdo econdmica
do cardo € a utilizagdo da sua flor na producao
de queijo. No entanto, a flor é uma matéria-prima
bastante onerosa para o sector; o preco depende da
qualidade, variando geralmente entre 25 e 60 euros
por quilo mas podendo chegar até aos 100 euros em
situagOes de escassez (comunicacao pessoal, Pedro
Louro (INIAV) e Paulo Barracosa (IP Viseu)). Tal
como referido anteriormente, a utilizacdo da flor
de cardo como agente na coagulagdo do leite é
possivel devido a presenca de enzimas proteoliti-
cas denominadas proteases asparticas (PA). Estas
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enzimas sao responsaveis pela quebra da principal
proteina do leite designada caseina. A caracteriza-
cao destas proteases reveste-se de grande impor-
tancia uma vez que influenciam as caracteristicas
especificas dos varios queijos, nomeadamente em
termos de textura e sabor. Neste sentido, diver-
sos grupos de investigacao tém vindo a dedicar-
-se ao estudo destas enzimas, com vista a permitir
no futuro utilizar ferramentas biotecnologicas
para melhorar os processos de producdo. Estas
proteases asparticas estao presentes nos pistilos
da flor e sdo designadas ciprosinas e cardosinas
(Cordeiro et al., 1994; Verissimo et al., 1995). A dife-
rente designacao destas enzimas estd relacionada
com os diferentes autores que as estudaram bem
como as diferencgas ao nivel do processo de purifi-
cacao utilizado aquando da sua identificagdao. Até
agora, foram identificadas 9 PA diferentes na flor
de cardo (Cordeiro et al., 1994; Verissimo et al; 1996;
Sarmento et al., 2009), que pertencem a uma fami-
lia multi-génica (Pimentel et al., 2007). De todas as
proteinas identificadas, apenas as cardosinas Ce
D ainda nao foram encontradas na flor de cardo
sob a forma de proteina, havendo apenas informa-
¢ao sobre a sequéncia dos genes (ver Quadro 1).

As varias PA encontradas na flor do cardo apre-
sentam diferentes atividades sobre as caseinas do
leite sendo estas diferencas bem evidentes entre as
cardosinas A e B. A cardosina A é mais especifica

Quadro 1- Genes e proteinas das proteases asparticas de cardo

e menos proteolitica que a cardosina B na sua agao
sobre as caseinas, sendo a sua atividade mais seme-
lhante a da quimosina animal que é a enzima mais
utilizada pela industria do queijo a nivel mundial.
Por outro lado, a cardosina B é mais proteolitica e
menos especifica que a cardosina A, sendo a sua
atividade mais semelhante a da pepsina animal
(Verissimo et al., 1995).

A diferenca na atividade das enzimas esta rela-
cionada com a acdo que tém sobre as proteinas
que constituem o leite. O leite é constituido maio-
ritariamente por proteinas designadas caseinas.
As caseinas do leite formam uma estrutura mice-
lar constituida por o, B e k-caseinas. A o e a B-ca-
seina sao compostas por estruturas hidrofébicas
enquanto que a K-caseina é constituida por estrutu-
ras hidrofdbicas e hidrofilicas. Assim, a K-caseina é
responsavel pela estabilizacao do micelo e permite
que este seja soluvel (Waugh e Von Hippel, 1956).
A coagulagao do leite ocorre devido a destabiliza-
¢ao deste complexo por agdo enzimatica sobre a
K-caseina. A hidrolise da x-caseina leva a que as
estruturas hidrofébicas fiquem expostas, promo-
vendo a ligagao dos micelos de caseina entre si, for-
mando uma rede que conduz a formagao do coalho
do leite. Durante o processo de sinérese, que con-
siste na libertacao de dgua da coalhada, as estru-
turas hidrofilicas permanecem no soro do leite,
assim como grande parte das enzimas utilizadas

Protease Gene Proteina Referéncia
. Verissimo et al., 1996;
Cardosina A AJ132884.1 CAB40134.1 Faro et al., 1999
. Verissimo et al., 1996;
Cardosina B AJ237674.1 CAB40349.1 Vieira et al,, 2001
Cardosina C Nao depositado - .
Pimentel et al., 2007
Cardosina D Nao depositado -
Cardosina E - P85136°
Cardosina F - P85137°
Sarmento et al., 2009
Cardosina G - P85138°
Cardosina H - P85139¢0
Ciprosina 1(A) X69193.12 CAA48939.1- Heimgartner ef al., 1990;
Ciprosina 2 - Nao depositado Cordeiro et al., 1994;
Ciprosina 3(B) X81984.1 CAA57510.1+ Brodelius et al., 1998

2 GeneBank® database; » UniProtkB database
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neste processo (Walstra, 1993). A quimosina, que é
a principal enzima utilizada na industria dos lac-
ticinios, tem uma atividade muito especifica sobre
a K-caseina, cortando apenas na posi¢ao dos ami-
noacidos Fen,;-Met,, da proteina. Esta a¢do leva a
producao de dois péptidos designados para-x-ca-
seina e macro-péptido (Delfour ef al., 1965). A agao
das PA da flor do cardo sobre as caseinas também
é caracterizada pela mesma agao sobre a k-caseina
na posicao Fen,,-Met,,, (Macedo et al., 1993), no
entanto, a acao proteolitica é mais extensa que a da
quimosina, ocorrendo também cortes noutras posi-
¢Oes das restantes caseinas (Silva e Malcata, 1998,
1999, 2005; Silva et al., 2003). Esta atividade mais
alargada sobre as caseinas é apontada como uma
das razdes para o aparecimento de sabores amar-
gos e picantes no queijo produzido com estas enzi-
mas (Agboola ef al., 2004). As diferentes PA da flor
do cardo, apesar de em alguns casos apresentarem
uma grande percentagem de similitude, tém ativi-
dades especificas sobre as caseinas que sao dife-
rentes entre si. Além disto, a quantidade de cada
PA presente na flor do cardo varia entre ecotipos,
havendo genotipos com diferentes quantidades de
cada enzima e outros em que algumas enzimas
estao ausentes (Barracosa et al., 2018b). Assim, a
utilizacdo do extrato de flor do cardo como agente
de coagulacao do leite estd muito dependente da
presenca e da atividade especifica das diferentes
PA, fator que contribui, em parte, para a variabi-
lidade encontrada no extrato produzido a partir
da flor do cardo e utilizado no fabrico dos queijos.

VARIABILIDADE GENETICA E IMPACTO
NO FABRICO DE QUEIJO

A utilizagao de flor do cardo na producgao de
queijo esta intrinsecamente associada a produgao
de queijo de Denominagao de Origem Protegida
(DOP). Para os queijos poderem adquirir esta clas-
sificagdo, a sua produgao tem que ser feita, obri-
gatoriamente, com a utilizagdo de flor de cardo
como agente de coagulacao do leite. Além disso, o
leite utilizado tem que ser obtido a partir de ragas
autoctones e ser produzido na area geografica defi-
nida no caderno de especificagdes e regulado pela
legislagao em vigor (ver por exemplo DR-Despacho
n.? 4183/2011 relativo ao queijo da Serra da Estrela).
Segundo Almeida & Simoes (2018), existem sete
queijos portugueses de cabra ou ovelha com a
designacao DOP, que utilizam somente extratos de

flor de cardo como coagulante. Estes queijos apre-
sentam propriedades sensoriais e de textura tni-
cas, as quais sdo atribuidas a uma protedlise mais
pronunciada da caseina por parte das enzimas do
cardo, quando comparada com as de origem ani-
mal. Para uma revisao recente sobre este tema con-
sultar Almeida e Simdes (2018).

As flores utilizadas na producdao de queijos
DOP variam consoante o fabricante, sendo que
alguns fabricantes utilizam flores de plantacoes
proprias enquanto outros compram a flor a forne-
cedores ou em feiras regionais. Se no primeiro caso
¢ possivel garantir que a origem da flor é contro-
lada, no segundo caso tal nao é possivel. Associado
a isto, a inexisténcia de produtores de flor de cardo
leva a que a colheita ocorra de forma aleatdria e
desordenada incluindo também plantas que cres-
cem de forma espontanea na natureza. Fatores
como a falta de controlo na origem da flor, das par-
tes que sdo colhidas e do seu estado de secagem,
contribuem para uma maior variabilidade no per-
fil de cardosinas e ciprosinas presentes durante o
processo de producado do extrato enzimatico. Esta
variabilidade pode levar a obtengdo de extratos
com diferentes forcas de coagulacdo que vao afetar
o processo de fabrico dos queijos. A variabilidade
dos extratos de flor de cardo usados no processo de
coagulagao do leite no fabrico de queijo tem sido
tema de alguns estudos durante os tltimos anos.
Correia et al. (2016) avaliou o impacto de diferentes
ecétipos de cardo na produgdo de queijo Serra da
Estrela. Os autores utilizaram 4 ecétipos diferentes
e mediram parametros como tempo de coagulagao,
textura, firmeza, peso e cor e realizaram também
uma avaliagao sensorial recorrendo a um painel
de provadores. Os resultados obtidos mostraram
grande variabilidade nos parametros medidos,
especialmente em relagao ao tempo de coagulacao.
A avaliagado sensorial também mostrou diferengas
significativas realcando o impacto que a escolha
da flor tem no produto final (Correia et al., 2016).
No entanto, os autores mediram a quantidade de
cardosinas total e por isso nao foi possivel rela-
cionar o tipo e conteido em cardosinas com o
produto final (Correia et al., 2016). O tema da varia-
bilidade encontrada nas populagdes de cardo foi
recentemente abordado em dois estudos. O pri-
meiro estudo abrangeu 6 ecétipos de cardo, tendo
sido caracterizado, ao longo de trés anos, o perfil
em cardosinas em conjunto com a avaliagao de 26
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caracteristicas morfoldgicas, de forma a averiguar
alguma possivel correlagao entre o perfil enzi-
matico e o fendtipo das plantas (Barracosa et al.,
2018b). De acordo com este estudo, os perfis enzi-

Quadro 2 - Exemplos de coalhos disponiveis no mercado

do produto final. No Quadro 2 podem ser encon-
trados exemplos de coalhos de diferentes origens
disponiveis no mercado.

Coalhos Caracteristicas Website/Referéncia
Maxiren® Quimosina recombinante produzida por https://www.dsm.com/markets/food-specialties/en/products/
fermentagao em Kluyveronyces lactis dairy/maxiren.html
CHY-MAX® Quimosina recombinante produzida por  https://www.chr-hansen.com/pt/food-cultures-and-enzymes/
fermentagdo em Aspergillus niger cheese/cards/product-cards/chy-max
NATUREN® Coalho animal extraido a partir do https://www.chr-hansen.com/pt/food-cultures-and-enzymes/
quarto estobmago de bezerros e cordeiros cheese/cards/product-cards/naturen
Coalho vegetal produzido a partir de
Cynzime™ flores de cardo secas. Extrato enzimatico http://www.fytozimus.com/products.html
concentrado e normalizado
MICROLANT® Coagulante microbiano produzido por  https://www.chr-hansen.com/pt/food-cultures-and-enzymes/
SUPREME fermentacao de Rhizomucor miehei cheese/cards/product-cards/microlant-supreme
Coagulante Vegetal Coalho vegetal produzido a partir de . .
Abiasa extrato de flores de cardo secas https://www.abiasaartesanal.com
VRen Cardosina B sintética produzida por Almeida et al., 2015

fermentagao em Kluyveromyces lactis

(ainda nao disponivel no mercado)

maticos apresentaram variacoes na quantidade
e também na qualidade de cardosinas nos ecoti-
pos utilizados, ndo tendo sido possivel encontrar
correlagdo entre a morfologia e o perfil enzima-
tico dos ecotipos. Foi no entanto possivel detetar
alguma estabilidade nos perfis enzimaticos dentro
de cada ecétipo ao longo dos trés anos de amostra-
gens (Barracosa et al., 2018b). No segundo trabalho,
foram caracterizados extratos de flor de 15 ecotipos
de cardo da regiao do Alentejo em relacao a sua uti-
lizacdo como agente coagulante de leite tendo sido
consideradas 13 carateristicas técnicas para avaliar
o desempenho de cada extrato na coagulacao do
leite (Gomes et al., 2019). Estes autores constataram
mais uma vez a grande variabilidade existente nas
diferentes populac¢des de cardo, nomeadamente na
sua utilizacdo como agente coagulante, refor¢ando
que a falta de controlo sobre a proveniéncia das
flores e a sua mistura sao fatores que contribuem
para a imprevisibilidade associada ao uso do cardo
na producdo de queijo (Gomes et al.,, 2019). Estes
trabalhos vém demonstrar, a diferentes niveis, a
grande variabilidade genética que caracteriza as
populagdes de cardo e mostrar a sua influéncia
no processo de fabrico de queijo e na qualidade

822 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2019, 42(3): 817-828

POTENCIAL DE INOVACAO E CRIACAO
DE NOVOS PRODUTOS

Os estudos realizados sobre a variabilidade das
populagdes de cardo e o impacto que esta tem
sobre o queijo produzido, vém confirmar aquilo
que ja era empiricamente conhecido, sobre a varia-
¢ao dos queijos produzidos através da utilizagao de
flor de cardo. O impacto que esta variabilidade tem
sobre o processo de fabrico é muitas vezes redu-
zido devido a dimensao artesanal que caracteriza
a producao de queijo com a utilizagdo de cardo.
No entanto, este fator limita a utilizacao da flor
numa escala de producao industrial na qual a exis-
téncia de variabilidade tem um impacto superior.

A utilizagao das flores do cardo na produgao de
queijo implica a influéncia da presenca de todas,
ou de grande parte, das PA da flor no processo de
coagulagdo do leite. Tendo em conta que as dife-
rentes PA tém atividades especificas, o produto
final é o resultado da acao conjunta de varias PA,
nao sendo possivel distinguir os contributos indi-
viduais de cada enzima. Assim, a aplicacao pra-
tica do conhecimento gerado sobre as diferentes



atividades e especificidades das PA ainda nao ¢
uma realidade. O conhecimento da atividade pro-
teolitica e especificidade de cada enzima poderd
ser um fator impulsionador e gerador de inova-
¢ao ao nivel da obten¢do de novos produtos com
0 uso especifico de uma enzima ou combinagoes
das diferentes enzimas presentes no cardo. Alguns
estudos foram ja realizados com o objetivo de
desenvolver sistemas alternativos para a expressao
e producao das PA de cardo. O primeiro sistema a
ser explorado foi a utilizagao de cultura de tecidos
da propria planta de cardo. Figueiredo et al. (1987)
estabeleceu culturas de células em suspensao a
partir de folhas de cardo com o intuito futuro de
utilizar estas células indiferenciadas como fonte
alternativa de PA de cardo. Neste trabalho, foram
estabelecidas com sucesso as culturas de células
indiferenciadas e optimizado o meio de cultura
usado na sua indugao. Mais tarde, Lima-Costa et al.
(1996) estudaram o crescimento destas culturas
em sistema continuo em quimiostato e mediram a
atividade proteolitica e a produgao de fenol tendo
comparado a produgao destas culturas em batch.
As culturas em quimiostato demonstraram uma
maior atividade proteolitica total sem a produgao
de fenol em comparagao com as culturas em batch.
No entanto, a classe das proteases nao foi determi-
nada e como tal ndo foi possivel estabelecer se a
actividade proteolitica medida se deveu a activi-
dade de PA (Lima-Costa et al., 1996). Estas culturas
foram posteriormente caracterizadas em relagao a
expressao de PA; Oliveira et al. (2010) estudaram a
expressao das cardosinas A e B em callus de cardo
e demonstraram a produgao de novo destas cardo-
sinas, sendo estas acumuladas ao nivel do reticulo
endoplasmatico no seu estado nao processado.
Para se encontrarem no estado processado, estas
PA passam por processos sucessivos de ativagao
em que segmentos da sequéncia sao removidos
de forma a tornar as PA ativas. Entre estas partes
removidas encontram-se o prosegmento e o Plant
Specific Insert (PSI) (Castanheira et al., 2005). Este
trabalho permitiu demonstrar que estas culturas
produzem cardosinas, mas o seu processamento
¢é diferente daquele encontrado ao nivel das flores
(Oliveira et al., 2010). Assim, o uso de culturas de
callus de cardo como fonte alternativa de PA nao
representa uma solugao viavel. A produgao a escala
industrial destas enzimas tem que ter por base um
sistema que permita escalabilidade. Nesse sentido,
a expressao de ciprosina B, outra PA presente nas

flores de cardo, foi estudada em Pichia pastoris e
Saccharomyces cerevisine. A expressao em Pichia
pastoris de ciprosina B resultou na sua acumula-
¢ao no meio de cultura na sua forma processada,
no entanto, o processamento da enzima levou a
uma remocao incompleta do PSI, originando uma
forma que difere da ciprosina B encontrada na flor
de cardo. Isto conduz a diferencas em termos de
estrutura e eficiéncia catalitica (White et al., 1999).
O mesmo foi observado, mais recentemente, com
a expressao de uma PA de Galium verum L., tam-
bém conhecida por erva-coalheira, em Pichia pas-
toris (Feijoo-Siota etal., 2018). A expressao em
Saccharomyces cerevisiae originou diferentes resul-
tados: neste sistema, a ciprosina B recombinante
foi em parte secretada para o meio de cultura na
sua forma ativa e inativa, no entanto, o processo
de secre¢do é limitado e uma parte significativa foi
retida dentro das células. Isto torna o processo de
fermentacao dependente da produgao de biomassa
e limita o seu uso industrial (Sampaio et al., 2008).
Noutro estudo, Sampaio et al. (2010), procederam a
produgao de ciprosina B recombinante através da
transformacao genética de callus de cardo de forma
a sobreexpressar a ciprosina B e caracterizaram a
sua producao em bioreactor. Os autores demons-
traram a capacidade deste sistema para produzir
a ciprosina B na sua forma ativa, sendo esta acu-
mulada dentro das células. Apesar de ter sido
possivel purificar a proteina, a quantidade produ-
zida € ainda fator limitante para o seu uso a uma
escala industrial (Sampaio et al., 2010). Estes estu-
dos permitiram perceber que a forma de expres-
sdo desta enzima em sistemas alternativos esta
muito dependente do sistema utilizado. De facto,
um dos problemas associados a producao de PA de
cardo em sistemas heterdlogos, é o seu diferente
comportamento nestes sistemas. Um sistema que
funcione para uma enzima podera nao funcio-
nar para outra. Mais recentemente, Almeida et al.
(2015) desenvolveram uma estratégia que permite
a producao e secrecao de cardosina B sintética em
levedura recorrendo a técnicas de engenharia de
proteinas. Neste trabalho, as alteragdes introduzi-
das na estrutura da enzima caracterizam-se pela
remoc¢ao do PSl e pela unido das duas subunida-
des através de um linker constituido por glicinas.
Esta estratégia permitiu que esta forma sintética
da cardosina B fosse produzida e secretada para o
meio de cultura na sua forma inativa, sendo neces-
sario um passo posterior de ativagao para obter a
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enzima funcional (Almeida et al., 2015). Neste tra-
balho foi também demonstrada a aplicacao pratica
do extrato enriquecido com esta forma alternativa
da cardosina B, designado VRen, na producao de
queijo (Almeida et al., 2015). O impacto destas alte-
ragdes estruturais na atividade e especificidade
da enzima foram estudadas e revelaram que, para
além de permitirem a secre¢do para o meio de cul-
tura, estas também originaram alteragoes ao nivel
da especificidade da proteina, tornando-a mais
especifica e menos proteolitica (Almeida et al.,
2017). Estes trabalhos vém demonstrar a possibi-
lidade da produgao em larga escala da cardosina
B sintética e o enorme potencial de inovagao que
existe com a aplicacao de engenharia de proteinas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Nos tltimos anos, diferentes estratégias tém vindo
a ser desenvolvidas em busca de formulagoes mais
standardizadas das enzimas nativas, ou com vista
a sua producdo em sistemas heteroldgos. A nossa
equipa em particular, tem vindo a desenvolver
sistemas alternativos, baseados em plantas, para
a producao de proteinas recombinantes de diver-
sas origens, nomeadamente enzimas utilizadas em
alimentacao animal (fitase, um aditivo de ragao
animal) e proteinas humanas com impacto na area
da saude, tais como a hormona Eritropoeitina e a
enzima prostaglandina D sintase (Abranches et al.,
2005; Pires et al., 2008, 2012, 2014). Mais recente-
mente, temos focado a nossa aten¢ado na utilizagao
de culturas de células em suspensao da planta
leguminosa Medicago truncatula Gaertn. e de tabaco
(Nicotiana tabacum L.) (Santos et al., 2016, 2017, 2018,
2019). Neste ambito, temos vindo a desenvolver sis-
temas alternativos para a producao das proteases
asparticas do cardo, em particular as cardosinas
A e B, de modo a obter uma fonte segura e econo-
mica, de origem vegetal, para a producao de enzi-
mas para coagulagao do leite de cabra e ovelha.
Estes sistemas permitem além disso, a produgao
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de varias enzimas em simultaneo, produzidas em
quantidades diferentes através da utilizacdao de
sequéncias de promotores com diferentes forcas,
de modo a conseguir um balan¢o adequado entre
todos os componentes do coalho. Por essa razao
é tao importante a caracterizagdo pormenorizada
das varias proteases presentes na flor do cardo
e a compreensao do modo como cada uma delas
contribui para uma determinada caracteristica do
queijo. Além dos sistemas de culturas de células
em suspensao, estamos também a investir no esta-
belecimento de culturas de hairy roots, uma plata-
forma de producao mais especializada do que as
células em suspensao que sao indiferenciadas, pois
as hairy roots sao tecidos diferenciados e permitem
obter outro tipo de produtos. Esperamos no futuro
breve poder contribuir para o aparecimento de
novas ferramentas biotecnologicas para a manufac-
tura do queijo de cabra e ovelha para aplicagao em
diferentes sectores: um sector mais especializado,
se for usada apenas uma determinada enzima com
vista a uma determinada caracteristica de sabor
ou textura; queijos com custo de producao menor
como os queijos de qualidade elevada mas sem
selo DOP; ou para exportacao no caso de mercados
externos onde nao existem estes requisitos.
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