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RESUMO

A crescente demanda por enzimas com atividade coagulante do leite bovino tem
impulsionado pesquisas na érea, resultando em uma maior busca por fontes dessas
enzimas para suprir o mercado. Proteases sdo enzimas de significativa relevancia
econbmica e podem ser sintetizadas por diversas espécies de fungos filamentosos,
incluindo aquelas pertencentes ao género Aspergillus. Esta pesquisa teve como
objetivo avaliar a producéo e caracterizacdo das proteases coagulantes sintetizadas
pela espécie Aspergillus oryzae DPUA1624. A cultura matriz foi desenvolvida CYA
[Czapek 0,5% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v)] e mantida por sete dias a 25 °C.
Apés esse periodo, foi inoculado uma suspensdo de esporos para meio liquido
contendo Extrato de Levedura Czapek (CYA); Extrato de Sabouraud (SAB); Glicose,
Extrato de Levedura e Peptona (GYP), e a fermentacdo ocorreu em agitador orbital a
150 rpm e 25 °C. Apos 72 horas, 0 extrato bruto foi recuperado e filtrado a vacuo. A
atividade das proteases foi avaliada utilizando como substrato azocaseina 1% (p/v)
em solucdo tampao Tris-HCI, pH 7,2. A producado de proteases coagulantes do leite
bovino também foi determinada quanto ao pH e temperatura ideais, estabilidade de
pH e temperatura. Os resultados indicaram que A. oryzae excretou proteases com
valores significativos no meio CYA, com atividade proteolitica (17,33 U/mL). A
atividade 6tima dessas enzimas foi determina em pH 6,0, a 50 °C. Enzimas com
atividade coagulante foram detectadas somente em CYA (30,89 U), com atividade
o6tima em pH 5,0 a uma temperatura de 50 °C. Os resultados sugerem que as
proteases de A. oryzae podem ser aplicadas em diversos setores industriais, como a
indastria alimenticia, téxtil e panificacdo, ampliando suas possibilidades de uso como

importantes ferramentas biotecnolégicas.

Palavras-chave: Aspergillus oryzae, Atividade proteolitica, Coagulacdo do leite,

Fermentacdo submersa.



ABSTRACT

The growing demand for enzymes with milk-clotting activity in bovine milk has driven
research in the field, leading to an increased search for sources of these enzymes to
meet market demands. Proteases are enzymes of significant economic relevance and
can be synthesized by various species of filamentous fungi, including those belonging
to the genus Aspergillus. This research aimed to evaluate the production and
characterization of milk-clotting proteases synthesized by the species Aspergillus
oryzae DPUA1624. The culture matrix was developed using CYA [Czapek 0,5% (w/v)
+ yeast extract 0,5% (w/v)] and maintained for seven days at 25°C. After this period, a
spore suspension was inoculated into a liquid medium containing Czapek Yeast
Extract (CYA), Sabouraud Extract (SAB), Glucose, Yeast Extract, and Peptone (GYP),
and fermentation took place on an orbital shaker at 150 rpm and 25 °C. After 72 hours,
the crude extract was recovered and vacuum-filtered. The activity of the proteases was
assessed using 1% (w/v) azocasein as a substrate in Tris-HCI buffer solution, pH 7,2.
The production of bovine milk-clotting proteases was also determined regarding the
optimal pH and temperature, pH stability, and temperature stability. The results
indicated that A. oryzae excreted proteases with significant values in the CYA medium,
showing proteolytic activity (17,33 U/mL). The optimal activity of these enzymes was
determined at pH 6,0 and 50°C. Coagulating enzymes were detected only in CYA
(30,89 U), with optimal activity at pH 5,0 and a temperature of 50°C. The results
suggest that A. oryzae proteases can be applied in various industrial sectors, such as
the food, textile, and baking industries, expanding their potential use as important
biotechnological tools.

Keywords: Aspergillus oryzae, Proteolytic Activity, Milk Clotting, Submerged

Fermentation.
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1. INTRODUCAO

As proteases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise de proteinas em
peptideos e aminoacidos. Essas enzimas desempenham um papel essencial na
fisiologia de todos os seres vivos, pois sdo responsaveis por catalisar diversas
reacdes metabdlicas. (RAZZAQ et al., 2019; ALl et al., 2016).

Devido aos obstaculos na obtencéo de proteases de origem vegetal e animal,
as enzimas de origem microbiana se destacam, apresentando diversas vantagens.
Proteases produzidas por microrganismos sao obtidas através de processos simples,
rapidos e de baixo custo, além de serem, em geral, mais estaveis que as homologas
de plantas e animais (NOVELLI et al., 2016; FREITAS, 2013).

Varios grupos de microrganismos produzem diferentes proteases e, os fungos
filamentosos tém sido amplamente empregados, principalmente pelo fato de suas
enzimas serem, em sua maioria, extracelulares, o que facilita o processo de extracao
e recuperacao a partir de um meio fermentado (BENSMAIL et al., 2020).

Espécies de fungos filamentosos, como as dos géneros Mucor spp.,
Penicillium spp., Rhizopus spp. e Aspergillus spp., sdo conhecidas por sintetizarem
proteases coagulantes, as quais costumam ser utilizadas em diversos ramos da
industria, especialmente na alimenticia (PRADO et al., 2021; MAMO et al., 2020;
BARZKAR et al., 2018). O processo de obtencdo dessas proteases pode envolver
técnicas de fermentacéo e cultivo em meio solido e liquido (MACHADO et al, 2016;
SILVA et al., 2017).

Nos ultimos anos, os coagulantes de origem microbiana tém sido amplamente
explorados, representando aproximadamente um terco da producéo global de queijos.
Esses biocatalisadores oferecem vantagens significativas, como facilidade de
producdo, obtencdo em menor tempo, baixo custo, alto rendimento, elevada
capacidade de coagulacdo do leite, termo estabilidade, maior especificidade, ampla
diversidade bioquimica e suscetibilidade a manipulacdo genética (CHIMBEKUJWO et
al., 2020; MAMO et al., 2020; RAZZAQ et al., 2019; BASKAR et al., 2017). Além disso,
proteases desempenham um papel fundamental no aprimoramento da qualidade dos
produtos, contudo uma diversidade dessas enzimas continua inexplorada (NAEEM et
al. 2022).

A identificacdo de microrganismos com capacidade de sintetizar enzimas
coagulantes é uma medida crucial para atender as exigéncias da industria alimenticia.
No entanto, antes de serem utilizados em larga escala, esses bioprodutos devem

passar pela certificacdo GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro), estabelecida
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pela US Food and Drug Administration, condicdo que garante a seguranca e a
adequacao desses coagulantes para uso industrial (PATYSHAKULIYEVA, 2021).

No cultivo em meio liquido, também conhecido como fermentagéo submersa
(SmF), o processo ocorre através do crescimento microbiano em um meio aquoso. A
utilizacdo dessa técnica traz vantagens significativas para a producdo de enzimas,
pois permite um melhor controle das condigbes ambientais, tais como intensidade de
luz, temperatura, pH, agitacdo e a adicdo de fontes de carbono e nitrogénio (MANAN
& WEBB, 2017).

14
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Morfologia e fisiologia do género Aspergillus

A primeira descrigdo do género Aspergillus ocorreu em 1729 pelo Padre
Florentino e pelo micologista Pietro Antonio Micheli. O nome dado ao género se deve
as similaridades estruturais do conidiéforo e do aspergillum, instrumento litdrgico
usado para aspergir 4gua benta na igreja (KLICH, 2002; BENNETT, 2010). Este nome
refere-se a um género de fungos que se reproduzem exclusivamente por reproducao
assexuada (SAMSON; VARGA, 2012).

Os fungos pertencentes ao género Aspergillus sdo considerados anamorfos
de ascomicetos pertencentes ao Reino Fungi, Divisdo Ascomycota, a ordem
Eurotiales e, portanto, sdo caracterizados pela producdo de esporos assexuais
(KLICH; PITT, 1988). Uma das principais caracteristicas que distingue as espécies é
a coloracdo das colbnias, que pode apresentar tons de verde, amarelo, marrom,
branco, preto e cinza (KLICH, 2002). Além disso, produzem um conidioforo, com a
base normalmente em forma de “T” ou “L” chamada de “célula pé” conectada a uma

hifa vegetativa (Figura 1).

Figura 1. Estruturas caracteristicas do género Aspergillus.
Fonte: Klich e Pitt (1988).

O conidioéforo, de comprimento variavel, tem extremidade dilatada
denominada de vesicula, na qual sdo formadas as métulas e/ou fidlides. As vesiculas
sao classificadas de uniseriadas, quando ha auséncia de metula, se ha presenca de
metula séo bisseriadas. (KLICH; PITT, 1988; KLICH, 2002; RAPER; FENNELL, 1965;
SAMSON; VARGA, 2012).

O género Aspergillus tem distribuicdo cosmopolita, comumente ocorre em
ambientes de climas quentes e temperados. As espécies podem se desenvolver em
condicOes de altas temperaturas e baixa atividade de agua (aw), o que Ihes permite

adaptar-se em diversos cereais e frutas secas (PITT; HOCKING, 1997).
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De acordo com a literatura, Aspergillus esta representado por
aproximadamente 250 espécies do género, principalmente na forma anamorfa
(reproducéo assexuada) e alguns teleomorfos (reprodugao sexuada), sendo 40 delas
consideradas patdgenos oportunistas ao homem (MESQUITA-ROCHA, 2019). O
género Aspergillus é dividido em diversas sec¢fes: Flavi, Circundati, Nigri, Restricti,
Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes, Versicolores, Usti, Terrei, Candidi,
Cremei, Sparsi e Wentii (KLICH, 2002).

2.2. Aspergillus

Raper e Fennell (1977) mencionaram, preliminarmente, a existéncia de 132
espécies do género Aspergillus, as quais foram identificadas com base em
caracteristicas morfoldgicas e agrupadas em 18 grupos. Posteriormente, Klich e Pitt
(1988) realizaram uma classificacdo do género, dividindo-o em seis subgéneros,
sendo que cada subgénero continha uma ou mais secfes. Nessa classificacdo, o
termo "sec¢do" foi adotado em substituicdo ao termo "grupo”, uma vez que o ultimo nao
possui relevancia no Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICN).

Os fungos do género Aspergillus estdo entre os microrganismos de maior
importancia econémica (SAMSON et al., 2014), pois podem ser utilizados em diversos
processos nas industrias de alimentos e farmacéutica. Espécies desse género séo
valorizados principalmente por sua capacidade de produzir uma ampla variedade de
enzimas, como beta-glucosidases, endoglucanases e acidos organicos (BENCHEK,
2020; SUBHAN et al., 2020).

Os fungos filamentosos, tais como Aspergillus spp., demonstram a
capacidade de sintetizar diversas enzimas, incluindo amilase, protease, lipase, fitase,
celulase e xilanase, além de serem destacados produtores de acidos organicos, tais
como acido citrico e glucénico (FERREIRA et al., 2016). Essa flexibilidade esta
diretamente relacionada a habilidade desses microrganismos de crescer em
diferentes substratos, muitos dos quais de baixo custo, como farelo de trigo, milho,
bagaco de cana ou espiga de milho. Isso abre oportunidades para aplicacdes
biotecnoldgicas voltadas a valorizacdo de residuos e subprodutos da agroinduistria,

contribuindo para a otimizacéo dos processos produtivos (SOCCOL et al., 2017).
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2.3. Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae, uma espécie do Reino Fungi que tem reproducao
assexuada, multicelular aerdbio. Esta espécie € amplamente reconhecida por sua
relevancia na area biotecnoldgica. Sendo utilizada nos setores alimenticio, industrial,
veterinario e farmacéutico. E muito utilizado na indUstria alimenticia na producéo de
alimentos fermentados (misso, shoyu, tane-koji, vinagre, etc) e bebidas alcodlicas,
sendo capaz de produzir altas concentracdes de proteinas (DABA et al., 2021; YIN et
al., 2013).

Notavelmente, o Aspergillus oryzae € classificado como seguro, de acordo
com o termo GRAS (Generally Recognized as Safe) estabelecido pela Food and Drug
Administration (FDA). Além disso, este organismo possui a habilidade de sintetizar
varias enzimas, incluindo amilase, lipase, celulase, pectinase, entre outras (DABA et
al., 2021; GOMI, 2014).

O A. oryzae esta classificado no grupo Aspergillus flavus-oryzae, e suas
espécies podem ser diferenciadas de acordo com a morfologia de seus conidios
(esporos). Esse fungo demonstra crescimento vigoroso e rpido em varios meios de
cultura, com destaque em PDA (Potato Dextrose Agar). Sua faixa de crescimento
Otimo ocorre a temperaturas entre 32-36 °C. Além disso, a faixa de pH adequada para
germinacdo e crescimento do A. oryzae varia entre 5,0-6,0, mas o fungo pode
germinar em um intervalo de pH mais amplo, entre 2,0-8,0 (DABA et al., 2021).

Quando cultivado em agar Czapeck com Extrato de Levedura, A. oryzae forma
inicialmente micélio de coloracdo branca e, posteriormente, com a formacédo dos
esporos, esse micélio torna-se de coloracdo amarelo-esverdeado (GOMI, 2014,
RAPPER; FENNELL, 1965) (Figura 2).

Figura 2: Caracteristicas macroscoépicas da col6nia de A. oryzae.
Fonte: autor.
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Quando observado sob microscopio (Figura 3), A. oryzae exibe caracteristicas
distintivas, tais como micélio septado, conidiéforo, vesicula radiada a colunar,
predominantemente uniseriada, que formam conidios em cadeias com parede lisa e
finamente rugoso. Seus conidiéforos sdo de comprimento significativo, originando-se
a partir do substrato, possuindo paredes de textura rugosa (BENCHEK, 2020; KLICH;
PITT, 1988).
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Figura 3: Caracteristicas micromorfolégicas de A. oryzae DPUA 1624. (A — célula-pé e conidi6foro; B
— vesicula na forma piriforme; C — métulas e fialides e D — conidios.
Fonte: autor.

2.4. As enzimas

As enzimas sdo proteinas com capacidade catalitica, sendo altamente
eficientes na conversdao de substratos em produtos especificos, em diversos
ambientes. H& séculos, esses biocatalisadores desempenham um papel fundamental
em diversos processos, como producao de cerveja, panificacao e fabricacao de alcool.
Estes aceleram reacdes quimicas, demonstrando versatilidade, especificidade
estereoespecifica e desempenhando um papel importante nos avancos da
biotecnologia (BENMRAD et al., 2019).

Segundo Homaei et al. (2016), as enzimas s&o classificadas como
endoenzimas ou exoenzimas, com base em seu modo de acado, conforme definido
pela Comissdo de Enzimas em 1967. Dependendo da reacdo catalisada, sao
agrupadas em seis categorias: Oxido-redutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases. Quanto a localizagdo, podem ser extracelulares, secretadas
para o meio, ou intracelulares, retidas no interior das células microbianas (HUANG et
al., 2020).

A producdo de enzimas extracelulares ocorre durante a fase logaritmica de
crescimento ou na fase estaciondria, enquanto as enzimas intracelulares s&o
sintetizadas durante o crescimento na fase estacionaria e apenas liberadas no meio
através da lise celular, que ocorre na fase estacionaria ou na fase de declinio (DENG
et al., 2018).
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As enzimas obtidas por meio de processos fermentativos tém sido
extensivamente pesquisadas e amplamente utilizadas em todo o mundo. Até o
momento, estima-se que existam cerca de 3.000 enzimas identificadas, porém apenas
cerca de 60 delas possuem aplicacbes industriais (PAPADAKI et al., 2020). A
aplicacdo industrial das enzimas € determinada por critérios como atividade,
especificidade, estabilidade de armazenamento, disponibilidade e custos. A atividade
enzimatica é influenciada pela concentracao da enzima e do substrato, concentracao
de cofatores, presenca, concentragdo e tipos de inibidores, potencial idnico, pH,

temperatura e tempo de reacdo (DABAJA et al., 2019).

2.5. Proteases

As proteases s80 enzimas responsaveis pela catalise da hidrolise das
ligacbes peptidicas, resultando na degradacdo de proteinas e peptideos, com
diferentes graus de especificidade (BENMRAD et al., 2019).

As emzimas proteoliticas sdo classificados em dois amplos grupos: as
exopeptidases e as endopeptidases (Figura 4). As exopeptidases atuam na quebra
das ligacdes peptidicas localizadas nas extremidades N ou C terminal das cadeias
polipeptidicas, sendo denominadas aminopeptidases ou carboxipeptidases. Por outro
lado, as endopeptidases tém preferéncia por hidrolisar ligaces peptidicas em regides
internas das cadeias polipeptidicas. Além disso, as endopeptidases podem ser
subdivididas de acordo com seu mecanismo catalitico em aspartico, cisteina,

glutamato, malato, serina e treonina proteases (MURI et al., 2014).

EXOPEPTIDASES

@0 0000

Regido

N-terminal l
“\/ L /\_C_(—\
\/ \/ \// f\\/ ) .
Regido
ENDOPEPTIDASES C-terminal

o-oololo-o

Figura 4. Classificacao das proteases quanto ao mecanismo de acao.
Fonte: Prado, 2021.

As proteases foram as primeiras enzimas exploradas economicamente devido
as suas atividades e propriedades. O mercado mundial de biocatalisadores, estimado

em US$ 14,9 bilhdes a partir de 2020, as enzimas proteoliticas representam até 75%
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de uso nas industrias (BATISTA et al., 2021). As proteases sao utilizadas em diversos
setores, como na industria de alimentos para amaciar carnes, na industria
farmacéutica para desenvolvimento de medicamentos, na inddstria de limpeza para
potencializar detergentes, na industria de couros para remocéao de pelos, e no ramo
da estética para procedimentos de peeling (PATYSHAKULIYEVA, 2021).

A presenca das proteases em diversos ramos industriais ilustra sua relevancia
e versatilidade. Essas enzimas desempenham um papel crucial na otimizacdo de
processos produtivos, melhoria de produtos e desenvolvimento de solucdes
inovadoras. O continuo avanco cientifico e tecnolégico nessa area impulsiona a
evolucao das proteases, ampliando suas aplicacbes em novos setores e contribuindo
para o progresso da industria e o desenvolvimento de produtos mais eficientes
(PATYSHAKULIYEVA, 2021).

De acordo com Patyshakuliyeva (2021) as enzimas proteoliticas microbianas
sdo frequentemente produzidas de forma extracelular por meio de processos
fermentativos. Um amplo grupo de microrganismos € capaz de sintetizar proteases

durante a fermentacdo, o que as torna aplicaveis em diversos setores industriais.

2.5.1. Fontes de Proteases

As proteases sao enzimas ubiquas encontradas em uma ampla variedade de
organismos, incluindo animais, plantas e microrganismos. Devido & sua presenca em
diversos eventos biologicos, as proteases de origem animal e vegetal sao
frequentemente encontradas nos tecidos e fluidos corporais desses organismos, bem
como em produtos derivados deles. Exemplos de proteases animais podem ser
encontrados nas peconhas de serpentes, no corpo de crustaceos e no trato digestivo
de peixes (NEUMANN et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; LIU et al., 2019).

A utilizacdo de animais como fontes de proteases pode apresentar
desvantagens, pois pode envolver o sacrificio dos animais e requer a aprovacao de
comités de ética para a obtencgdo das enzimas. No entanto, essa abordagem pode ser
benéfica no aproveitamento de residuos solidos gerados por certas industrias, como
a pesqueira, onde estudos tém demonstrado o uso de visceras de peixes como fonte
de proteases (SILVA et al., 2021). Diversas enzimas proteoliticas, como pepsina,
tripsina e quimiotripsina, ja foram identificadas, extraidas e utilizadas a partir do
sistema digestivo de animais (GURUMALLESH et al., 2019).

Em plantas, as proteases geralmente s&o detectadas em tecidos sementes e
latex. A obtencdo dessas enzimas vegetais requer conhecimento especializado em

manejo de plantas, além de depender de fatores ambientais, como clima, umidade,
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temperatura e sazonalidade. Essa dependéncia de condicbes ambientais torna os
processos de extragdo mais complexos, demorados e sujeitos a variagdes
(MUSIDLAK et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Diante das caracteristicas relacionadas a obtencao de proteases de animais
e plantas, os microrganismos tém se mostrado uma fonte mais econdémica e rapida. A
producdo de proteases por microrganismos € frequentemente realizada por meio de
processos fermentativos, nos quais é necessaria apenas uma fonte de substrato e
condicbes adequadas para o crescimento do microrganismo e a producdo das
biomoléculas desejadas. Essas condi¢cdes podem ser facilmente controladas durante
a fermentacao, proporcionando maior eficiéncia do bioprocesso. Pesquisas cientificas
tém relatado a producédo bem-sucedida de proteases a partir de fungos, bactérias e
cianobactérias (ELLEUCH et al., 2021; OSMOLOVSKIY et al., 2021; SHAFIQUE et
al., 2021).

As proteases microbianas estdo entre as hidrolases mais importantes e tém
sido largamente estudadas. A maior parte das enzimas produzidas por bactérias sao
classificadas como neutras e alcalinas, principalmente aquelas obtidas por espécies
do género Bacillus (SOUZA et al., 2015).

Os fungos produzem uma maior variedade de enzimas do que as bactérias,
com destaque para os representantes do género Aspergillus, que sintetizam proteases
acidas, neutras ou alcalinas, que sao ativas em uma ampla faixa de pH que varia de
4 a 11 (RAO et al., 1998). A sintese de proteases por fungos apresenta vantagens
guando comparadas a producao por bactérias, tais como: 0 micélio pode ser mais
facilmente removido, dispensando o uso de técnicas caras de filtracdo (SOUZA, et al.,
2015). Outra vantagem dos fungos é que s&o usualmente apontados como
organismos GRAS (geralmente reconhecidos como seguros) (SHIH; UMANSKY,
2020).

2.6. Producdao de proteases por fermentacédo submersa

Os processos de producdo de enzimas por microrganismos ocorrem
principalmente em cultivos submersos e em estado sélido, sendo os cultivos
submersos 0s mais utilizados na industria. A natureza da fermentacéo, seja solida ou
submersa, influencia em varios aspectos do crescimento do microrganismo e na
producao de enzimas (GMOSER et al., 2019).

A fermentacdo submersa (SmF) é uma técnica amplamente empregada na
producdo de enzimas, em que as células produtoras se desenvolvem em meio de

cultivo com excesso de agua e sao agitadas. Durante esse processo, parametros
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operacionais como pH, temperatura, consumo de oxigénio e formacao de didéxido de
carbono sé@o controlados e monitorados. Aproximadamente 90% das enzimas
industriais sdo produzidas por meio da fermentacdo submersa. Essa abordagem
apresenta vantagens notaveis, incluindo a facilidade de separacdo de biomassa,
exopolissacarideos e enzimas de interesse comercial do meio de cultivo (RIBEIRO et
al., 2015; BELMESSIKH et al., 2013; SINGHANIA et al., 2010).

No cultivo em meio liquido, a escolha de diferentes substratos resulta em
atividades proteoliticas distintas. Substratos simples, como caseina e gelatina,
fornecem baixa producdo de unidades enzimaticas, enquanto substratos mais
complexos, como farelo de soja e farelo de trigo, levam a atividades proteoliticas mais
elevadas. Além disso, a suplementacdo do meio de cultivo com fontes ricas em
nitrogénio e glicose demonstrou aumentar a producao de proteases (GMOSER et al.,
2019).

2.7. Coalhos e coagulantes

O coalho animal, é obtido a partir do estdbmago de bezerros e tem a quimosina
como seu componente principal (HELLMUTH; BRINK, 2013). Entretanto, devido ao
seu custo elevado e as preocupacdes éticas relacionadas ao uso de animais, 0 Uso
desse tipo de coalho é indesejado em alguns mercados (ALECRIM et al., 2014;
HELLMUTH & BRINK, 2013).

Uma alternativa ao coalho animal € o uso de coagulante de origem
microbiana, sendo a protease aspartica de Mucor miehei a principal enzima utilizada
atualmente. Além disso, enzimas de M. pussilus e Endothia parasitica também sé&o
empregadas na producéo de diferentes produtos lacteos (LEITE JUNIOR et al., 2022).

As proteases coagulantes provenientes de fontes microbianas séao
sintetizadas por microrganismos, como bactérias (HANG et al., 2016; KARTHIKEYAN
et al., 2018) e fungos (BENSMAIL et al., 2020; CHINMAYEE et al., 2019; MAMO et
al., 2020). Essas enzimas microbianas tém sido extensivamente estudadas,
purificadas e clonadas, com o objetivo de sua aplicacdo comercial na industria de
alimentos, substituindo o coalho animal na fabricacdo de queijos, cervejas e outros
produtos (SATHYA et al., 2009).

No entanto, os coagulantes de fontes microbianas como alternativas ao
coalho apresentam algumas limitagcées, como menor especificidade, o que resulta em
rendimentos reduzidos e possivel sabor amargo ou perda de sabor indesejada em
determinados tipos de queijo (SINGH et al., 2016; VISHWANATHA et al., 2010;
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PREETHA & BOOPATHY, 1997). No entanto, existem técnicas disponiveis para
mitigar o sabor amargo de hidrolisados proteicos (SHARMA et al., 2019).

2.8. Processo de coagulacéo do leite

O leite apresenta-se como uma emulsao liquida constituida de duas fases:
continua e descontinua. A fase continua é formada de &agua e substancias
hidrossollveis ao passo que a fase interna ou descontinua é formada, principalmente,
de micelas de caseina e de glébulos de gordura (BEUX et al., 2017). O inicio da
fabricacdo de queijos envolve a coagulacdo das caseinas do leite, por enzimas
proteoliticas coagulantes ou pela acidificacdo (GOMES, et al., 2019).

Os agentes coagulantes sao classificados de acordo com sua especificidade,
pois uma elevada atividade proteolitica pode acarretar a quebra excessiva ou ndo das
proteinas dos queijos que compromete a consisténcia e ainda propicia o
desenvolvimento de gosto amargo, devido a liberagdo de pequenos peptideos
contendo residuos de aminoacidos hidrofébicos os quais podem interagir com
receptores de amargor na cavidade oral (BEUX et al., 2017).

O coalho possui a capacidade de hidrolisar a cadeia de aminoacidos
rompendo a K-caseina especificamente entre as unidades 105 (fenilalanina) e 106
(metionina). As duas partes resultantes sdo a para-k-caseina insoluvel (residuos de
aminoacidos de 1 a 105 (Figura 5), que formara o paracaseinato de calcio) que
permanece associada a micela de caseina e um peptideo solavel
(glicomacropeptideo; residuos 106 a 169) (GOMES, et al., 2019).

Micela de caseina E 2
- N
i )

Ay

\
Enzima hidrolisa k-casei Agl acio de micel

AB

formando Para-k-caseina mediada pelo cilcio

Para-k-caseina e C- Aglomeracao de micelas

+ Phel05-Met106 na cadeia k-caseina terminal (formacao da coalhada)
+ Para-k-caseina (1 a 103)
*  C-terminal (Glicomacropeptideos) de /-

cascina(106 a 169).

Figura 5. Processo de coagulacao do leite.
Fonte: Adaptado de Walstra (1999).

A hidrdlise enzimatica que ocorre na producao do queijo resulta na remocao
ou dissociagdo da k-caseina da superficie das micelas, eliminando a estabilidade
eletrostatica e estérica da superficie micelar e aumentando a hidrofobicidade de

superficie (BEUX et al., 2017), com isso, a para-k-caseina ndo mais estabiliza a
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estrutura micelar e as fracdes alfa e beta podem precipitar, na presenca de célcio,
formando o coagulo, onde a gordura fica retida e o soro formado € expulso pelo
processo de sinérese (PENAS, 2018). A consisténcia do gel é aumentada
gradativamente, a medida que aumenta a rigidez dos reticulos de caseinato de célcio,
culminando a um ponto ideal, em funcdo da elasticidade requerida na massa para
gueijos (PENAS, 2018).

O célcio ajuda na coagulacao por criar condi¢des isoelétricas e por agir como
uma ponte entre as micelas (MERHEB-DINI et al., 2010), porém, quando sua
concentracdo € baixa a coagulacdo é lenta e o coagulo é fraco, todavia em
concentracbes adequadas o calcio e o fésforo tornam o coagulo mais compacto,
flexivel, elastico, impermeavel e contratil, condicbes estas que permitem a massa do
gueijo suportar as forcas mecanicas durante o processo de fabricagdo (GOMES, et
al., 2019).
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CAPITULO I
OBJETIVOS E METODOLOGIA
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Este estudo teve como objetivo investigar a producdo de proteases
coagulantes extracelulares de uma espécie de fungo filamentoso para futura aplicacéo

na industria de laticineos.

3.2. Objetivos Especificos
o Avaliar a viabilidade e proceder a autenticacdo com base nas caracteristicas
macromorfolégicas e micromorfoldgicas de Aspergillus oryzae DPUA 1624;
o Verificar a produgé@o de micotoxinas em meio solido;
o Selecionar um meio de cultivo para producdo de proteases coagulantes
extracelulares;
o Proceder a caracterizagdo bioquimica das proteases coagulantes de atividade
significativa sintetizadas pela espécie de Aspergillus oryzae DPUA 1624.
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4, METODOLOGIA

4.1. Microrganismos

Neste estudo foi analisado Aspergillus oryzae DPUA 1624 cedido do acervo
da Colecdo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. A
cultura matriz foi reativada em agar CYA [Czapek 0,5% (p/v) + extrato de levedura
0,5% (p/v)], em placa de Petri de 90 mm x 15 mm, a 25 °C por sete dias (PRADO et
al., 2021; KLICH; PITT, 1988).

A espécie estd implementada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob cadastro de acesso
N° AOA6957.

4.2. Autenticagdo e manutengdo dos microrganismos

A verificacdo da viabilidade da espécie e pureza da coldnia foram realizadas
com base nas caracteristicas macro e micromorfologicas. Para autenticacdo dessa
espécie foi realizado cultivo em Agar Extrato de Levedura Czapek (CYA), Agar Czapek
(CZ) e Agar Extrato de Malte (MEA), em placas de Petri (90 mm x 15 mm). As culturas
foram mantidas a 25 °C por sete dias (RAPER e FENNELL, 1977; KLICH e PITT,
1988). Para manutencdo da cultura viavel, a cada 30 dias foram preparados

subcultivos em &gar CYA, em tubo de ensaio e mantidos a 4 °C.

4.3. Teste de aflatoxina por vapor de amdnia em meio soélido

O teste de aflatoxina foi realizado de acordo com o método relatado por
Alecrim et al. (2017). A producédo de micotoxina foi confirmada pela mudanga de cor
do reverso da col6nia no meio de cultura sdlido. Trés meios diferentes foram usados
para determinar a mudanca de cor: extrato de levedura-sacarose (YES), Czapek (C2)
e extrato de levedura Czapek (CYA). Em cada meio foi inoculado, centralmente, um
disco micelial retirado de cultura com quatro dias de cultivo. Os cultivos foram
mantidos por 7 dias, a 25°C. Em cada colonia foi adicionado 0,2 mL de solugao de
amonia 25% (p/v), na tampa da placa de Petri, em posicdo invertida. A mudanca de
cor da col6nia foi observada pelo reverso de cada cultura. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.4. Preparacdao do inéculo
Como inoculo foi utilizada cultura de A. oryzae em meio CYA, em tubo de

ensaio, obtidas a 25 °C por sete dias. Cada suspenséo celular foi homogeneizada em
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agitador de tubo e a densidade Optica foi ajustada para 0,5 abs a 600 nm (equivalente
a 10° esporos/mL de meio) (FUJITA et al., 1994).

4.5. Fermentacdo submersa

Os bioprocessos foram realisasos em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL dos meios CYA (Czapek Yeast Extract), SAB (Extrato de Sabouraud),
GYP (Glicose, Yeast Extract, Peptona), Tabela 1, previamente, os meios de
fermentacao foram esterilizados a 121 °C por 15 min. Para cada 50 mL de meio, em
cada frasco Erlenmeyer de 125 mL foi inoculada uma suspensdo de esporos
equivalente a 10®esporos/mL. A fermentacéo foi conduzida em agitador orbital New
Brunswick Scientific®, a 30 °C, 180 rpm, por 72 horas (PRADO et al., 2021).

Tabela 1. Composicdo quimica dos meios de fermentacao.

Meios Composicéo (g/L) pH
meio de fermentacao

CYA Fosfato de potassio dibasico...1,0 g
Extrato de levedura................. 5049 6,3
Czapek concentrado.............. 10 mL
SACAIOSE....eviverieriiirnninniinnns 309

GYP GliCOSE...eiiiiiiiieeeiiieee 20g
Peptona........cccccveveveeeinnn, 159 5,6
Extrato de levedura.................... 50

SAB GliCOSE....ooiiieiiicciie e 2049 5,6
Peptona.........ccevvvviiiiniiiiiiiinnn, 10 g

4.6. Recuperacao do extrato bruto

A biomassa foi separada do extrato bruto por filtracdo a vacuo, utilizando papel
de filtro Whatman n. 1. Posteriormente, as amostras de extrato foram novamente
filtradas sob vacuo utilizando membranas de éster de celulose (0,45 ym). Em cada

amostra de extrato bruto foi determinada a atividade das enzimas.

4.7. Métodos de andlise enzimatica
4.7.1. Determinacao da atividade de proteases

A determinacédo da atividade das proteases foi de acordo com Leighton et al.
(1973), utilizado o substrato de azocaseina 1% (p/v) em tampdao Tris-HCI, pH 7,2. A
mistura reacional, constituida por 150 pL de extrato enzimatico e 250 pL de
azocaseina foi mantida na auséncia de luz, a 25 °C. Apds uma hora, a reacao foi
interrompida pela adi¢cdo de 1,2 mL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v), seguido
de centrifugacédo a 4 °C (8.000 x g/10 minutos). Do sobrenadante recuperado foi
retirado 800 uL para homogeneizacdo em 1,4 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 1M.

O branco foi preparado nas mesmas condi¢des utilizadas na amostra teste.
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Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir variacdo de absorbancia igual a 0,1 em 60 minutos.
O extrato com atividade de proteases significativa sera caracterizado parcialmente

guanto as suas propriedades bioguimicas.

4.7.2. Determinacédo da atividade de coagulacéo do leite

A atividade coagulante do leite foi determinada de acordo com Arima et al.
(1970). Como substrato foi utilizado leite desnatado 10% (p/v) (Itambé, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil), diluido em CaClz2 0,05M, pH 5,8 (MARTIM et al., 2021). Dessa
solucédo foi transferido 5 mL para cada tubo reacao, incubados a 40° C em banho-
maria com agitacdo interna (Marconi MA 179). Apés 15 minutos foi adicionado 0,5 mL
do extrato enzimatico bruto, seguindo a homogeneizagdo da mistura e incubacao
durante 40 minutos. A atividade coagulante serd determinada como positiva apos
formacéo de coagulos na parede do tubo.

O resultado foi expresso com base na formacdo de coagulo e a forma de
separagao do soro do leite visualizado nos tubos de ensaio em: coagulacéo forte
(coagulo distinto e soro abundante) ou coagulacao fraca (coagulacdo sem separacao
visual de soro) (MARTIM et al., 2021). Uma unidade de atividade coagulante (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para coagular 1 mL de substrato
em 40 minutos a 40 °C. Todos os experimentos seréo realizados em triplicata.

A atividade coagulante (U) foi calculada de acordo com a Equacéao 1, e arazao

coagulante (R) conforme a Equacéo 2.

2400 x S

Equacdol -U= ——
TXE

Onde 2400 = tempo total do ensaio de atividade coagulante em segundos; S = volume

de leite (mL); E = volume do extrato bruto utilizado (mL) e T = tempo de formacédo do

coagulo, em segundos. Consta

Atividade coagulante

Equagcdo2 - R =
quag Atividade proteolitica
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4.8. Caracterizacao parcial das proteases
4.8.1. Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade das proteases
Para determinacéo do pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada a 25
°C, utilizando as seguintes solucdes tampéo (0,1 M): acetato de sodio (pH 5,0 e 6,0),
Tris-HCI (pH 7,0 e 8,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10) por 60 minutos na auséncia de
luz para determinag&o da atividade proteolitica. A temperatura 6tima foi determinada
incubando o extrato bruto nas temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C (MARTIM et
al., 2017). Na avaliagéo da estabilidade ao pH, o extrato enziméatico foi diluido em cada
tampédo (1:1, v/v), a 25 °C por 1 hora. No ensaio de estabilidade a temperatura, 0s
extratos foram incubados em temperaturas de 30 a 80 °C por 1 hora. A atividade das
proteases foi determinada nas condi¢cfes 6timas de pH e temperatura. Os resultados
foram expressos em atividade relativa em todos os experimentos (MARTIM et al.,
2021).

4.8.2. Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade do coagulante

Para determinacéo do pH de atividade 6tima do coagulante, foram elaboradas
solucdes de leite desnatado 10% (p/v) nos seguintes tampdes 0,1 M: acetato de sédio
(pH 5 e 6), Tris-HCI (pH 7 e 8) e Glicina-NaOH (pH 9 e 10). Na avaliacdo da
estabilidade ao pH, o extrato enzimético foi diluido em cada tampé&o (1:1, v/v), a 25
°C, por vinte quatro horas. Todas as reagcbes e 0 branco foram conduzidos
posteriormente de acordo com a metodologia descrita por Martim et al. (2021).

Nos ensaios de avaliacdo do efeito da temperatura na atividade coagulante, o
extrato enzimatico e a solucao de leite foram incubados na faixa de 30 °C a 80 °C,
durante 40 minutos. No teste de estabilidade a temperatura, os extratos foram
incubados em temperaturas de 30 °C a 80 °C, por uma hora. Posteriormente, esses
extratos foram misturados com solucéo de leite, observando a formacao de coagulos
na parede do tubo de ensaio. Os resultados foram expressos em atividade relativa em
todos os experimentos (MARTIM et al., 2017).

4.9. Analise estatistica
Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata, os resultados
submetidos a anélise estatistica de variancia e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey (p <0,05), usando o programa Minitab, versao 18.0.
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ABSTRACT

The search for milk-clotting enzymes has been driving the
discovery of new renewable sources with potential
applications in cheese production. This study aimed to
evaluate the production and characterize coagulants
produced by Aspergillus oryzae DPUA 1624. The species
was cultivated in liquid media: Glucose, Yeast Extract, and
Peptone; Sabouraud Extract, and Czapek Yeast Extract. To
determine protease and coagulant activity, 1% azocasein
and 10% skim milk (w/v) were used as substrates,

respectively. The enzymatic extract was characterized
regarding the effect of optimal pH and temperature, as
well as the stability of both. Aspergilius oryzae secreted
proteases in all tested media, with significant activity in
Czapek Yeast Extract (17,33 U/mL). The proteases
exhibited optimal activity at pH 6,0 at 50°C. Coagulant
activity was determined only in the Czapek Yeast Extract
medium (30,89 U), with optimal activity at pH 5,0 at 50°C.

KEYWORDS: Enzymes, Proteases, Milk-clotting, Aspergillus sp.

EXPLORACAO DO POTENCIAL DE FUNGO ANAMORFICO NA PRODUGCAO DE
COAGULANTE DO LEITE

RESUMO

A busca por enzimas que coagulam o leite tem
impulsionado a descoberta de novas fontes renovaveis
com potencial aplicagdo na producdo de queijos. Este
estudo teve como objetivo avaliar a producdo e
caracterizar coagulantes produzidos por Aspergillus
oryzae DPUA 1624. A espécie foi cultivada nos meios
liguidos: Glicose, Extrato de Levedura e Peptona; Extrato
de Sabouraud e Czapek Extrato de Levedura. Para
determinacgdo da atividade das proteases e coagulante,
foi utilizado como substrato azocaseina 1% e leite

desnatado 10% (p/v), respectivamente. O extrato
enzimatico foi caracterizado quanto ao efeito do pH e
temperatura étima, e estabilidade de ambos. Aspergillus
oryzae excretou proteases em todos os meios testados,
com atividade significativa em Czapek Extrato de
Levedura (17,33 U/mL). As proteases apresentaram
atividade étima em pH 6,0 a 50°C. A atividade coagulante
foi determinada apenas no meio Czapek Extrato de
Levedura (30,89 U), com atividade 6tima em pH 5,0, a
50°C.

PALAVRAS-CHAVE: Enzimas, Proteases, Coagulagdo do leite, Aspergillus sp.
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1. INTRODUCAO

Proteases ou peptidases catalisam reagoes hidroliticas, desempenham papel de destaque
nos setores téxtil, farmacéutico, detergentes, cosmético e alimenticio. Comercialmente essas
enzimas representam 75% do volume total de vendas a nivel global (BATISTA et al., 2021; FASIM
et al.,, 2021 BARZKAR et al, 2018;). As peptidases sdao divididas em endopeptidases e
exopeptidases, com base na posi¢ao da ligacao peptidica a ser clivada. E de acordo com o pH de
atividade maxima sdo classificadas, em proteases acidas (pH 2,0 a 6,0), neutras (pH 6,0 a 8,0) e
alcalinas (pH 8,0 a 13,0) (SOUZA et al. 2015).

Em fungao da participagao em diversos eventos biolégicos, proteases ocorrem em diversos
organismos, animais, vegetais, bactérias, leveduras e fungos filamentos. Todavia, os
biocatalisadores de origem fungica oferecem vantagens distintas quando comparadas aos demais
seres vivos, em termos da facilidade do processamento, envolvimento do baixo custo energético
e ainda demonstram maior eficiéncia (CARDOSO et al. 2022; NASCIMENTO et al., 2021). Além
dessas propriedades, predominam os fungos que sao cultivaveis em larga escala, fisiologicamente
expressam diversas caracteristicas bioquimicas e tecnoldgicas favordveis para uso industrial
(BARBOSA et al., 2020).

Na industria de alimentos, as proteases sao usadas na fabricacao de vinho, cerveja, vinagre,
panificacdo, laticinios e amaciamento de carne (DENTI et al., 2022; NASCIMENTO et al., 2021).
Entre essas enzimas, as proteases coagulantes ou coagulantes sao usadas na producao de queijo
em substituicdo a renina (WEHAIDY et al., 2023). Na producdo de queijo os coagulantes fazem a
clivagem entre as partes hidrofdbicas e hidrofilicas da K-caseina sem causar efeito negativo no
rendimento e ha propriedade organoléptica do queijo. Os queijos sdo fontes de proteinas, calcio,
magnésio e vitaminas (BILYI et al., 2022).

Entre as espécies de fungos, Aspergillus vém se destacando como fontes naturais e
renovaveis de proteases coagulantes do leite bovino. A. flavo furcatis (ALECRIM et al., 2017), A.
melleus (PRADO et al., 2021), A. tamarii (SADIYA, 2022) e A. niger (LOMBARDI et al., 2019)
sintetizam coagulantes com caracteristicas bioquimicas para uso na produgao de queijo. Mamo et
al. (2020), cita que Aspergillus oryzae é uma espécie que produz proteases com potencial industrial,
tornando-se uma nova alternativa para biossintese de enzimas coagulantes do leite.

Durante tecnologia de transformag¢ao do leite em queijo as enzimas participam da
biotransformag¢ao dos componentes do leite em compostos que influenciam nas caracteristicas
organolépticas do produto (BILYI et al., 2022). Com base na importdncia dos coagulantes de origem
microbiana este estudo teve como objetivo avaliar a producao de proteases e coagulante por A.
oryzae DPUA 1624.
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2. METODOLOGIA

2.1 Microrganismo

Neste estudo foi analisada a espécie Aspergillus oryzae DPUA 1624, cedida do acervo da
Colec¢do de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. A cultura matriz foi
reativada em agar CYA [Czapek 0,5% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa de Petri a
25 °C por sete dias (KLICH & PITT, 1988; PRADO et al., 2021).

2.2 Autenticagdo e manutencdo dos microrganismos

A verificagao da viabilidade da espécie foi realizada com base nas caracteristicas macro e
micromorfoldgicas. Para a autenticacdo dessa espécie, foi realizado o cultivo em Agar Extrato de
Levedura Czapek (CYA), Agar Czapek (CZ) e Agar Extrato de Malte (MEA), em placas de Petri a 25
°C por sete dias (KLICH e PITT, 1988; RAPER e FENNELL, 1977).

2.3 Teste de aflatoxina por vapor de amodnia em meio sdlido

O teste de aflatoxina foi realizado de acordo com Alecrim et al. (2017). Foram utilizados
trés meios: Agar Extrato de Levedura, Sacarose (YES); Agar Czapek (CZ); e Agar Extrato de Levedura
Czapek (CYA). Em cada meio, foi inoculado, centralmente, um disco micelial retirado de cultura
com quatro dias, mantidos a 25 °C por sete dias. Para a leitura, foi utilizada a solugao de sulfato de
amoénia 25% (p/v). A mudanca de cor da coldnia foi observada pelo reverso de cada cultura. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

2.4 Preparagdo da suspencao celular de esporos

Para a preparagao da suspencgao celular de esporos foram utilizadas culturas de A. oryzae
em meio CYA, em tubo de ensaio, obtidas a 25 °C, por sete dias. Cada suspensao celular foi
homogeneizada em agitador de tubo e a densidade dptica dessa suspensao foi entao ajustada para
0,5 abs a 600 nm (equivalente a 10° esporos/mL de meio) (FUJITA et al., 1994).

2.5 Fermentagdo submersa

Para o cultivo submerso foram utilizados trés meios de cultura liquida: Extrato de Levedura
Czapek (CYA); Extrato de Sabouraud (SAB); Glicose, Extrato de Levedura e Peptona (GYP). Para cada
50 mL de meio, em cada frasco Erlenmeyer de 125 mL foi inoculada uma suspensao de esporos
equivalente a 10° esporos/mL. A fermentac¢3o foi conduzida a 30 °C, 180 rpm por 72 horas (PRADO
et al., 2021).
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2.6 Recuperagao do extrato bruto

Apéds 72h, a biomassa foi separada por filtragao sob vacuo em papel filtro Whatman N.2 1.
Posteriormente, as amostras de extrato foram novamente filtradas utilizando membrana éster de

celulose (0,45 pm).

2.7 Determinagdo da atividade de proteases

A determinagdo da atividade das proteases foi de acordo com Leighton et al. (1973),
utilizando o substrato de azocaseina 1% (p/v), em tampdo Tris-HCl e pH 7,2. A mistura reacional,
constituida por 150 pL de extrato enzimatico e 250 pL de azocaseina, foi mantida na auséncia de
luz, a 25 °C. Apds uma hora, a reagao foi interrompida pela adicao de 1,2 mL de acido
Tricloroacético 10% (p/v), seguido de centrifugacdo a 4 °C (8.000 x g/10 minutos). Do sobrenadante
recuperado, foi retirado 800 pL para homogeneizacao em 1,4 mL de NaOH 1M. Uma unidade de
atividade proteolitica (U/mL) foi definida como a quantidade de enzima necessdria para produzir

variacao de absorbancia igual ou superior a 0,1 abs, em 60 minutos.

2.8 Determinacao da atividade de coagulagdo do leite

A atividade coagulante do leite foi determinada de acordo com Arima et al. (1970). Foi
utilizado leite desnatado 10% (p/v) (Itambé, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) diluido em CaCl,
0,05M, pH 5,8. Foram transferidos 5 mL de solu¢ao para cada tubo reacao, seguindo com a
incubacgdo, a 40 °C, em banho-maria com agita¢do interna (Marconi MA 179). Apds 15 minutos, foi
adicionado 0,5 mL do extrato enzimatico bruto, seguindo a homogeneizacao da mistura e
incubagao durante 40 minutos. A atividade coagulante foi determinada como positiva apds a
formacao de coagulos na parede do tubo. O resultado foi expresso com base na formagao de
codgulo e a forma de separa¢ao do soro do leite visualizado nos tubos de ensaio em: coagulagao
forte (codgulo distinto e soro abundante) ou coagulacdo fraca (coagulagao sem separagdo visual
de soro). Uma unidade de atividade coagulante (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para coagular 1 mL de substrato, em 40 minutos, a 40 °C. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. A atividade coagulante (U) foi calculada de acordo com a Equagdo (1), e a

razao coagulante (R) conforme a Equacao (2).

Equagaol-U= M (1)
Tx E

Onde 2400 = tempo total do ensaio de atividade coagulante em segundos;

S = volume de leite (mL);
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E = volume do extrato bruto utilizado (mL); e

T = tempo de formagao do coagulo, em segundos.

E 502 — R aticvidade coagulante
uagao £ — R =
quac atividade proteolitica (2)

2.9 Caracterizacao parcial das proteases

2.9.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade das proteases

Para determinagao do pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada a 25 °C, utilizando
as seguintes solugdes tampdo (0,1 M): Acetato de sédio (pH 5,0 e 6,0), Tris-HCI (pH 7,0 e 8,0) e
Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10,0) por 60 minutos na auséncia de luz para determinacdo da atividade
proteolitica.

A temperatura 6tima foi determinada incubando o extrato bruto nas temperaturas de 30
a 80 °C (MARTIM et al., 2021). Na avaliacdo da estabilidade ao pH, o extrato enzimatico foi diluido
em cada tampdo (1:1, v/v), a 25 °C, por 1 hora. No ensaio de estabilidade a temperatura, os
extratos foram incubados em temperaturas de 30 a 80 °C por 1 hora. A atividade das proteases foi
determinada nas condi¢des étimas de pH e temperatura. Os resultados foram expressos em

atividade relativa em todos os experimentos (MARTIM et al,, 2021).

2.9.2 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade do coagulante

Para determinagao do pH de atividade 6tima do coagulante, foram elaboradas solucdes de
leite desnatado 10% (p/v) nos seguintes tampdes 0,1 M: Acetato de sédio (pH 5,0 e 6,0), Tris-HCl
(pH 7,0 e 8,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10,0). Na avaliacdo da estabilidade ao pH, o extrato
enzimatico foi diluido em cada tampé&o (1:1, v/v), a 25 °C, por 1 hora. Todas as reacdes e o controle
foram conduzidos posteriormente, de acordo com a metodologia descrita por Martim et al. (2021).

Nos ensaios de avaliagao do efeito da temperatura na atividade coagulante, o extrato
enzimatico e a solugao de leite foram incubados na faixa de 25 a 60 °C, durante 40 minutos. No
teste de estabilidade a temperatura, os extratos foram incubados em temperaturas de 25 a 60 °C,
por uma hora. Posteriormente, esses extratos foram adicionados a solugao de leite, observando a
formagao de coagulos na parede do tubo de ensaio. Os resultados foram expressos em atividade

relativa em todos os experimentos (MARTIM et al., 2021).
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2.10 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, os resultados foram submetidos a
analise estatistica de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), usando

o programa Minitab, versao 18.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Autenticacdo de A. oryzae DPUA 1624

Os resultados do processo de autenticagao em agar Czapek (CZ), agar Czapek Extrato de
Levedura (CYA) e agar Malte (MEA), A. oryzae DPUA 1624 expressou viabilidade e as caracteristicas
macro e micromorfolégicas tipicas da espécie (KLICH E PITT, 1988; RAPER E FENNEL, 1977).

3.2 Teste de aflatoxinas por vapor de amania

A. oryzae DPUA 1624 nao produziu aflatoxina nos meios testados, resultado
evidenciado pela auséncia da mudang¢a de cor no reverso da col6nia. De acordo com He et al.
(2019), A. oryzae foi categorizado como "Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS)" pela Food
and Drug Administration (FDA), e sua seguranca foi endossada pela Organizacdo Mundial da Sadde

(OMS), dados que corroboram com o presente estudo.

3.3 Selegdo de meio de cultura para produgdo de coagulantes

A Tabela 1 apresenta os dados referentes a atividade de proteases, coagulante e razao
coagulante de enzimas sintetizadas por A. oryzae DPUA 1624 em cultivo submerso. O valor
significativo da atividade proteolitica foi determinado em CYA (17,33 U/mL). Em um estudo similar
realizado por Prado et al. (2020) foi verificado que A. oryzae DPUA 541 expressou atividade
significativa (32 U/mL) no cultivo realizado em Solugdo de Manachini adicionada de gelatina, como
substrato indutor.

Com relacdo a atividade coagulante (Tabela 1), essas enzimas foram detectadas somente
em CYA (30,89 U), que foi um resultado superior ao encontrado para A. oryzae DPUA 541, quando
cultivados em solucdo Manachini (19,74 U). Aspergillus oryzae DPUA 1624 também sintetizou
proteases coagulantes (13,30 U) (PRADO et al., 2021). Em estudo similar feito por Vishwanatha et

al. (2010), utilizando farelo de trigo, resultou em valores significativos de coagulante (40,0 U).
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Tabela 1: Atividade proteolitica, Coagulante e Razdo Coagulante dos extrato de Aspergillus oryzae DPUA 1624.

Meio de Atividade de proteases Atividade coagulante Razdo coagulante
fermentagio (U/mL) (V) (R)
CYA 17,33+0,87° 30,89+1,92° 1,94+0,58°
GYP 8,03+0,12° ND=0,0°* ND=+0,0°*
SAB 2,44+0,12°¢ ND+0,0°* ND=+0,0P*

*ND = ndo detectado. CYA (Extrato de Levedura Czapek); GYP (Glicose, Extrato de Levedura, Peptona); SAB (Extrato
de Sabouraud). Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente pelo método de
Tukey (p <0,05)

Nas condicdes avaliadas, a razao coagulante (R) em CYA foi igual a 1,94, valor viavel para
processo de coagulagao do leite bovino. A razao é um indice usado para justificar a adequabilidade
de um extrato enzimatico para uso como substituto de coalho, ou seja, justifica o aproveitamento
do extrato como substituto de renina (R >1) (HASHEM, 1999).

Alecrim et al. (2017), analisou a sintese de coagulante em bioprocesso otimizado por A.
flavo furcatis e os resultados da razao coagulante foram superiores ao obtido no presente estudo,
nos cultivos em Caldo Batata e Caldo de Sabouraud.

Tratando-se de fontes alternativas ao coalho tradicional, a razao coagulante é um
parametro relevante, pois reflete a quantidade significativa de enzimas com agao coagulante
especifica sobre a caseina do leite (TROCH et al., 2017). A selecdo de fontes de coagulantes que
tenham a capacidade desejada para a coagulagao do leite assegura a eficiéncia do processo de
producdo de derivados lacteos, como queijos (TILOCCA et al., 2020).

A aplicacao de proteases com uma baixa razao coagulante acarreta na produc¢ao de queijos
com reduzido rendimento e sabor amargoso, atributos indesejdveis na industria de queijo
(ALIAMMAS et al., 2018).

A figura 1 expressa a forca da coagula¢do das proteases coagulantes. Foi observado que o
meio CYA sintetizou enzimas proteoliticas com forte coagulacdo (presenca de coagulo distinto e
soro abundante), entretanto, nos meios SAB e GYP n3o foram detectados atividade coagulante

(sem formacdo de coagulo).
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Figura 1: - Forga de coagulacdo de A. oryzae DPUA 1624 (A - GYP, B - SAB, C - CYA e D- controle).
3.4 Caracterizagao bioquimica da atividade enzimatica de A. oryzae DPUA 1624

3.4.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade das proteases

O efeito do pH na atividade e estabilidade das proteases de A. oryzae DPUA 1624 é
apresentado na Figura 2. Sob as condigdes avaliadas, as enzimas proteoliticas de A. oryzae DPUA
1624 demonstraram atividade em todas as faixas de pH testadas. No entanto, a atividade
significativa foi observada em pH 6,0 (Figura 2A), indicando a presen¢a de uma protease levemente
acida (NITU et al., 2021). A medida que o pH aumentou, a atividade catalitica da enzima diminuiu,
e em pH 10, apresentou uma redugao de 37,72% de atividade proteolitica. Isso evidencia que o pH

é um fator crucial para avaliar o desempenho das proteases e sua eficacia.
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Figura 2: Efeito do pH na atividade (A) e na estabilidade (B) das proteases de A. oryzae.

Os resultados obtidos por Prado et al. (2021) para as proteases de A. oryzae mostraram

similaridade com os deste estudo. Também foram encontradas condi¢des 6timas de atividade em
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pH 5,0. Esses resultados sugerem que as proteases de A. oryzae podem ter propriedades
vantajosas e aplicabilidade em diferentes sistemas de cultivo, reforgando seu potencial industrial
em diversas aplicacbes biotecnolégicas. Usman et al. (2021) investigaram Aspergillus sp.,
observando sua atividade maxima em pH 5,0, também em consonancia com os resultados desta
pesquisa. Proteases acidas sao amplamente empregadas na industria de alimentos para a
producao de molhos, hidrolisados proteicos, clarificagdo de sucos e cerveja, amaciamento de
carnes, massas a base de trigo e na fabricacdo de queijos (RAZZAQ et al., 2019).

Neste estudo, foi observado que as proteases de A. oryzae DPUA 1624 mantiveram
estabilidade na faixa de pH 6,0 a 8,0 (Figura 2B), mantendo uma atividade relativa superior a 95%.
Resultados semelhantes é descrido por Prado et al. (2021), onde A. oryzae DPUA 541 apresentou
estabilidade na faixa de pH 7,0 a 10. Yin et al. (2013) e Ao et al. (2018), verificaram que proteases
de A. oryzae BCRC 30118 e A. oryzae Y1 sdao estaveis em faixas de pH de 3,0 a 6,0 e 4,0 a 8,0,
respectivamente.

Na Figura 3A os resultados indicaram que a atividade étima foi verificada a 50 °C, havendo
uma diminuicao da atividade conforme o aumento da temperatura. Resultados semelhantes
obtidos por Salihi et al. (2017) na pesquisa de A. oryzae CH93. Outros estudos realizados com A.
oryzae mostraram diferentes temperaturas 6timas de atividade, como 55 °C (Ao et al., 2018) e 60
°C (Yin et al., 2013).

120,00 120,00
A) B)
100,00 100,00
& IS
S 8000 T 80,00
=1 =]
E o
] ]
o 60,00 ¥ 60,00
Q L")
o o
®= o
T 40,00 T 40,00
2 =
< <
20,00 20,00
0,00 0,00
30 40 50 60 70 80 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 3: Efeitos da temperatura na atividade (A) e na estabilidade (B) das proteases de A. oryzae.

Nas condicoes experimentais deste estudo, as enzimas proteoliticas mantiveram
estabilidade na faixa de 40 a 50 °C (Figura 3B), com atividade superior a 89%. Resultados
semelhantes foram observados por Yin et al. (2013) e Ao et al. (2018) para proteases de A. oryzae

BCRC 30118 e A. oryzae Y1, respectivamente, que expressaram estabilidade a 40 e 50 °C,
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corroborando com os dados dessa pesquisa. Vishwanatha et al. (2010) também encontraram

maxima estabilidade para proteases de A. oryzae MTCC 5341 entre 40 °Ce 57 °C.

3.5 Caracterizagao bioquimica de enzimas coagulantes de A. oryzae DPUA 1624

3.5.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade coagulante

Nas condicGes avaliadas, os coagulantes apresentaram atividade 6tima em pH 5,0 (Figura
4A). Conforme o pH aumentou, houve uma reducdo na atividade catalitica de 74,14 % em pH 10.
A estabilidade enzimatica foi observada na faixa de pH 6,0 a 7,0 (Figura 4B), onde o coagulante
manteve uma atividade acima de 82%. Entre varios fatores, o pH e a temperatura sao considerados
cruciais para alcancar a maxima atividade enzimatica (BANERIEE et al., 2017).
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Figura 4: Efeito do pH na atividade (A) e na estabilidade (B) coagulante de A. oryzae.

Usman et al. (2021), utilizando Aspergillus sp., alcangaram atividade maxima em pH 5,0, e
observaram estabilidade ao pH na faixa de 4,0 a 6,0. Mamo et al. (2020), em sua pesquisa com A.
oryzae, também observaram atividade de coagulacdao em pH 5,0, com resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo.

Conforme relatado por Nicdsia (2022) e Martim et al. (2021), variagcbes no pH tém o
potencial de modificar a carga elétrica dos aminodcidos no sitio ativo da enzima ou influenciar na
estrutura das enzimas. Essas alteragdes podem afetar a afinidade da enzima e o substrato, levando,
por conseguinte, a diminuicdao da sua atividade catalitica.

A Figura 5 representa a influéncia da temperatura na atividade e na estabilidade das
enzimas proteoliticas coagulantes de A. oryzae. A temperatura étima de atividade enzimatica foi
registrada a 50 °C (Figura 7a), com uma reducao na atividade catalitica a medida que a temperatura
aumentou. A estabilidade foi observada na faixa de 40 a 50 °C (Figura 5B).

Usman et al. (2021) verificaram que a temperatura étima de atividade de um isolado do

género Aspergillus foi de 50 °C, com estabilidade na faixa de temperatura de 40 a 60 °C, resultados
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similares aos obtidos neste estudo. A. oryzae, no teste de temperatura étima apresentou atividade
de coagulagao a 60 °C, com estabilidade na faixa de 35 a 45 °C, resultados que se assemelham aos

apresentados neste estudo (Mamo et al.2020).
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Figura 5: Efeito da temperatura (°C) na atividade (A) e na estabilidade (B) coagulante de A. oryzae.

4. CONCLUSOES

1. Aspergillus oryzae DPUA 1624 foi identificada como uma fonte promissora de coagulante
guando cultivo em extrato de Czapek adicionado de extrato de levedura;

2. Os coagulantes A. oryzae expressam atividade mdxima em pH 5,0 e temperatura 50 °C;

3. As propriedades bioquimicas dos coagulantes apontam seu potencial uso na industria de

laticinios, especificamente na producao de queijos.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Aspergillus oryzae DPUA1624 biossintetiza enzimas proteoliticas, incluindo
as proteases coagulantes. As caracteristicas bioquiquimicas dessas enzimas indicam
gue A. oryzae tem potencialidades para aplicacbes no setor alimenticio,

especialmente na fabricacdo de produtos lacteos.
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PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DE COAGULANTE POR
FUNGO FILAMENTOSO: UMA FONTE ALTERNATIVA E
RENOVAVEL DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

A crescente demanda por enzimas com atividade coagulante no
leite bovino tem impulsionado pesquisas na area, resultando em
uma maior busca por fontes dessas enzimas para suprir o
mercado. Proteases sao enzimas de significativa relevancia
econdmica e podem ser sintetizadas por diversas espécies de
fungos filamentosos, incluindo aquelas pertencentes ao género
Aspergillus. Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a produgao
e caracterizagao das proteases coagulantes sintetizadas pela
espécie Aspergillus oryzae. A cultura matriz foi desenvolvida em
agar CYA e mantida por sete dias a 25 °C. Em seguida, o cultivo
foi transferido para meio liquido contendo GYP, CYA e SAB, e a
fermentagao ocorreu em agitador orbital a 150 rpm e 25 °C. Apos
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resultados sugerem que as proteases de A. oryzae podem ser
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uso como importantes ferramentas biotecnologicas.
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