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RESUMO 

 

 

A crescente demanda por enzimas com atividade coagulante do leite bovino tem 

impulsionado pesquisas na área, resultando em uma maior busca por fontes dessas 

enzimas para suprir o mercado. Proteases são enzimas de significativa relevância 

econômica e podem ser sintetizadas por diversas espécies de fungos filamentosos, 

incluindo aquelas pertencentes ao gênero Aspergillus. Esta pesquisa teve como 

objetivo avaliar a produção e caracterização 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 ºC. 

Após esse período, foi inoculado uma suspensão de esporos para meio líquido 

contendo Extrato de Levedura Czapek (CYA); Extrato de Sabouraud (SAB); Glicose, 

Extrato de Levedura e Peptona (GYP), e a fermentação ocorreu em agitador orbital a 

150 rpm e 25 ºC. Após 72 horas, o extrato bruto foi recuperado e filtrado à vácuo. A 

atividade das proteases foi avaliada utilizando como substrato azocaseína 1% (p/v) 

em solução tampão Tris-HCl, pH 7,2. A produção 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 proteolítica (17,33 U/mL). A 

atividade ótima dessas enzimas foi determina em pH 6,0, a 50 ºC. Enzimas com 

atividade coagulante foram detectadas somente em CYA (30,89 U), com atividade 

ótima em pH 5,0 a uma temperatura de 50 ºC.  Os resultados sugerem que as 

proteases de A. oryzae podem ser aplicadas em diversos setores industriais, como a 

indústria alimentícia, têxtil e panificação, ampliando suas possibilidades de uso como 

importantes ferramentas biotecnológicas. 

 

 

Palavras-chave: Aspergillus oryzae, Atividade proteolítica, Coagulação do leite, 

Fermentação submersa. 
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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 ºC. 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-HCl 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. INTRODUÇÃO 

As proteases são enzimas responsáveis pela hidrólise de proteínas em 

peptídeos e aminoácidos. Essas enzimas desempenham um papel essencial na 

fisiologia de todos os seres vivos, pois são responsáveis por catalisar diversas 

reações metabólicas. (RAZZAQ et al., 2019; ALI et al., 2016).  

Devido aos obstáculos na obtenção de proteases de origem vegetal e animal, 

as enzimas de origem microbiana se destacam, apresentando diversas vantagens. 

Proteases produzidas por microrganismos são obtidas através de processos simples, 

rápidos e de baixo custo, além de serem, em geral, mais estáveis que as homólogas 

de plantas e animais (NOVELLI et al., 2016; FREITAS, 2013). 

Vários grupos de microrganismos produzem diferentes proteases e, os fungos 

filamentosos têm sido amplamente empregados, principalmente pelo fato de suas 

enzimas serem, em sua maioria, extracelulares, o que facilita o processo de extração 

e recuperação a partir de um meio fermentado (BENSMAIL et al., 2020). 

Espécies de fungos filamentosos, como as dos gêneros Mucor spp., 

Penicillium spp., Rhizopus spp. e Aspergillus spp., são conhecidas por sintetizarem 

proteases coagulantes, as quais costumam ser utilizadas em diversos ramos da 

indústria, especialmente na alimentícia (PRADO et al., 2021; MAMO et al., 2020; 

BARZKAR et al., 2018). O processo de obtenção dessas proteases pode envolver 

técnicas de fermentação e cultivo em meio sólido e líquido (MACHADO et al, 2016; 

SILVA et al., 2017). 

Nos últimos anos, os coagulantes de origem microbiana têm sido amplamente 

explorados, representando aproximadamente um terço da produção global de queijos. 

Esses biocatalisadores oferecem vantagens significativas, como facilidade de 

produção, obtenção em menor tempo, baixo custo, alto rendimento, elevada 

capacidade de coagulação do leite, termo estabilidade, maior especificidade, ampla 

diversidade bioquímica e suscetibilidade à manipulação 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 identificação de microrganismos com capacidade de sintetizar enzimas 

coagulantes é uma medida crucial para atender às exigências da indústria alimentícia. 

No entanto, antes de serem utilizados em larga escala, esses bioprodutos devem 

passar pela certificação GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro), estabelecida 
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pela US Food and Drug Administration, condição que garante a segurança e a 

adequação desses coagulantes para uso industrial (PATYSHAKULIYEVA, 2021). 

No cultivo em meio líquido, também conhecido como fermentação submersa 

(SmF), o processo ocorre através do crescimento microbiano em um meio aquoso. A 

utilização dessa técnica traz vantagens significativas para a produção de enzimas, 

pois permite um melhor controle das condições ambientais, tais como intensidade de 

luz, temperatura, pH, agitação e a adição de fontes de carbono e nitrogênio (MANAN 

& WEBB, 2017).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Morfologia e fisiologia do gênero Aspergillus 

A primeira descrição do gênero Aspergillus ocorreu em 1729 pelo Padre 

Florentino e pelo micologista Pietro Antonio Micheli. O nome dado ao gênero se deve 

às similaridades estruturais do conidióforo e do aspergillum, instrumento litúrgico 

usado para aspergir água benta na igreja (KLICH, 2002; BENNETT, 2010). Este nome 

refere-se a um gênero de fungos que se reproduzem exclusivamente por reprodução 

assexuada (SAMSON; VARGA, 2012). 

Os fungos pertencentes ao gênero Aspergillus são considerados anamorfos 

de ascomicetos pertencentes ao Reino Fungi, Divisão Ascomycota, à ordem 

Eurotiales e, portanto, são caracterizados pela produção de esporos assexuais 

(KLICH; PITT, 1988). Uma das principais características que distingue as espécies é 

a coloração das colônias, que pode apresentar tons de verde, amarelo, marrom, 

branco, preto e cinza (KLICH, 2002). Além disso, produzem um conidióforo, com a 

base normalmente em forma de “T” ou “L” chamada de “célula pé” conectada a uma 

hifa vegetativa (Figura 1). 

 
Figura 1. Estruturas características do gênero Aspergillus. 

Fonte: Klich e Pitt (1988). 
 

O conidióforo, de comprimento variável, tem extremidade dilatada 

denominada de vesícula, na qual são formadas as métulas e/ou fiálides. As vesículas 

são classificadas de uniseriadas, quando há ausência de metula, se há presença de 

metula são bisseriadas. (KLICH; PITT, 1988; KLICH, 2002; RAPER; FENNELL, 1965; 

SAMSON; VARGA, 2012). 

O gênero Aspergillus tem distribuição cosmopolita, comumente ocorre em 

ambientes de climas quentes e temperados. As espécies podem se desenvolver em 

condições de altas temperaturas e baixa atividade de água (aw), o que lhes permite 

adaptar-se em diversos cereais e frutas secas (PITT; HOCKING, 1997).  
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De acordo com a literatura, Aspergillus está representado por 

aproximadamente 250 espécies do gênero, principalmente na forma anamorfa 

(reprodução assexuada) e alguns teleomorfos (reprodução sexuada), sendo 40 delas 

consideradas patógenos oportunistas ao homem (MESQUITA-ROCHA, 2019). O 

gênero Aspergillus é dividido em diversas seções: 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 existência de 132 

espécies do gênero Aspergillus, as quais foram identificadas com base em 

características morfológicas e agrupadas em 18 grupos. Posteriormente, Klich e Pitt 

(1988) realizaram uma classificação do gênero, dividindo-o em seis subgêneros, 

sendo que cada subgênero continha uma ou mais seções. Nessa classificação, o 

termo "seção" foi adotado em substituição ao termo "grupo", uma vez que o último não 

possui relevância no Código Internacional de Nomenclatura Botânica (ICN).  

Os fungos do gênero Aspergillus estão entre os microrganismos de maior 

importância econômica (SAMSON et al., 2014), pois podem ser utilizados em diversos 

processos nas indústrias de alimentos e farmacêutica. Espécies desse gênero são 

valorizados principalmente por sua capacidade de produzir uma ampla variedade de 

enzimas, como beta-glucosidases, endoglucanases e ácidos orgânicos (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 ácidos orgânicos, tais 

como ácido cítrico e glucônico (FERREIRA et al., 2016). Essa flexibilidade está 

diretamente relacionada à habilidade desses microrganismos de crescer em 

diferentes substratos, muitos dos quais de baixo custo, como farelo de trigo, milho, 

bagaço de cana ou espiga de milho. Isso abre oportunidades para aplicações 

biotecnológicas voltadas à valorização de resíduos e subprodutos da agroindústria, 

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

Aspergillus oryzae, uma espécie do Reino Fungi que tem reprodução 

assexuada, multicelular aeróbio. Esta espécie é amplamente reconhecida por sua 

relevância na área biotecnológica. Sendo utilizada nos setores alimentício, industrial, 

veterinário e farmacêutico. É muito utilizado na indústria alimentícia na produção de 

alimentos fermentados (missô, shoyu, tane-koji, vinagre, etc) e bebidas alcoólicas, 

sendo capaz de produzir altas concentrações de proteínas (DABA et al., 2021; YIN et 

al., 2013).   

Notavelmente, o Aspergillus oryzae é 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 

várias enzimas, incluindo amilase, lipase, celulase, pectinase, entre outras (DABA et 

al., 2021; GOMI, 2014). 

O A. oryzae está classificado no grupo Aspergillus flavus-oryzae, e suas 

espécies podem ser diferenciadas de acordo com a morfologia de seus conídios 

(esporos). Esse fungo demonstra crescimento vigoroso e rápido em vários meios de 

cultura, com destaque em PDA (Potato Dextrose Agar). Sua faixa de crescimento 

ótimo ocorre a temperaturas entre 32-36 ºC. Além disso, a faixa de pH adequada para 

germinação 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 ágar Czapeck com Extrato de Levedura, A. oryzae forma 

inicialmente micélio de coloração branca e, posteriormente, com a formação dos 

esporos, esse micélio torna-se de coloração amarelo-esverdeado (GOMI, 2014; 

RAPPER; FENNELL, 1965) (Figura 2). 

  

Figura 2: Características macroscópicas da colônia de A. oryzae. 
Fonte: autor. 
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Quando observado sob microscópio (Figura 3), A. oryzae exibe características 

distintivas, tais como micélio septado, conidióforo, vesícula radiada a colunar, 

predominantemente uniseriada, que formam conídios em cadeias com parede lisa e 

finamente rugoso. Seus conidióforos são de comprimento significativo, originando-se 

a partir do substrato, possuindo paredes de textura rugosa (BENCHEK, 2020; KLICH; 

PITT, 1988). 

 

Figura 3: Características micromorfológicas de A. oryzae DPUA 1624. (A – célula-pé e conidióforo; B 
– vesícula na forma piriforme; C – métulas e fiálides e D – conídios. 

Fonte: autor. 

2.4. As enzimas 

As enzimas são proteínas com capacidade catalítica, sendo altamente 

eficientes na conversão de substratos em produtos específicos, em diversos 

ambientes. Há séculos, esses biocatalisadores desempenham um papel fundamental 

em diversos processos, como produção de cerveja, panificação e fabricação de álcool. 

Estes aceleram reações químicas, demonstrando versatilidade, especificidade 

estereoespecífica e desempenhando um papel importante nos avanços da 

biotecnologia (BENMRAD et al., 2019). 

Segundo Homaei et al. (2016), as enzimas são classificadas como 

endoenzimas ou exoenzimas, com base em seu modo de ação, conforme definido 

pela Comissão de Enzimas em 1967. Dependendo da reação catalisada, são 

agrupadas em seis categorias: óxido-redutases, transferases, hidrolases, liases, 

isomerases e ligases. Quanto à localização, podem ser extracelulares, secretadas 

para o meio, ou intracelulares, retidas no interior das células microbianas (HUANG et 

al., 2020). 

A produção de enzimas extracelulares ocorre durante a fase logarítmica de 

crescimento ou na fase estacionária, enquanto as enzimas intracelulares são 

sintetizadas durante o crescimento na fase estacionária e apenas liberadas no meio 

através da lise celular, que ocorre na fase estacionária ou na fase de declínio (DENG 

et al., 2018).  
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As enzimas obtidas por meio de processos fermentativos têm 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 aplicações industriais (PAPADAKI et al., 2020). A 

aplicação industrial das enzimas é determinada por critérios como atividade, 

especificidade, estabilidade de armazenamento, disponibilidade e custos. A atividade 

enzimática é influenciada pela concentração da enzima e do substrato, concentração 

de cofatores, presença, concentração e tipos de inibidores, potencial iônico, pH, 

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

2.5. Proteases 

As proteases são enzimas responsáveis pela catálise da hidrólise das 

ligações peptídicas, resultando na degradação de proteínas e peptídeos, com 

diferentes graus de especificidade (BENMRAD et al., 2019).  

As emzimas proteolíticas são classificados em dois amplos grupos: as 

exopeptidases e as endopeptidases (Figura 4). As exopeptidases atuam na quebra 

das ligações peptídicas localizadas nas extremidades N ou C terminal das cadeias 

polipeptídicas, sendo denominadas aminopeptidases ou carboxipeptidases. Por outro 

lado, as endopeptidases têm preferência por hidrolisar ligações peptídicas em regiões 

internas das cadeias polipeptídicas. Além disso, as endopeptidases podem ser 

subdivididas de acordo com seu mecanismo catalítico em aspártico, cisteína, 

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

 

 

Figura 4. Classificação das proteases quanto ao mecanismo de ação. 
Fonte: Prado, 2021. 

 

As proteases foram as primeiras enzimas exploradas economicamente devido 

às suas atividades e propriedades. O mercado mundial de biocatalisadores, estimado 

em US$ 14,9 bilhões a partir de 2020, as enzimas proteolíticas representam até 75% 
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de uso nas indústrias (BATISTA et al., 2021). As proteases são utilizadas em diversos 

setores, como na indústria de alimentos para amaciar carnes, na indústria 

farmacêutica para desenvolvimento de medicamentos, na indústria de limpeza para 

potencializar detergentes, na indústria de couros para remoção de pelos, e no ramo 

da estética para procedimentos de peeling (PATYSHAKULIYEVA, 2021). 

A presença das proteases em diversos ramos industriais ilustra sua relevância 

e versatilidade. Essas enzimas desempenham um papel crucial na otimização de 

processos produtivos, melhoria de produtos e desenvolvimento de soluções 

inovadoras. O contínuo avanço científico e tecnológico nessa área impulsiona a 

evolução das proteases, ampliando suas aplicações em novos setores e contribuindo 

para o progresso da indústria e o desenvolvimento de produtos mais eficientes 

(PATYSHAKULIYEVA, 2021). 

De acordo com Patyshakuliyeva (2021) as enzimas proteolíticas microbianas 

são frequentemente produzidas de forma extracelular por meio de processos 

fermentativos. Um amplo grupo de microrganismos   é capaz de sintetizar proteases 

durante a fermentação, o que as torna aplicáveis em diversos setores industriais. 

2.5.1. Fontes de Proteases 

As proteases são enzimas ubíquas encontradas em uma ampla variedade de 

organismos, incluindo animais, plantas e microrganismos. Devido à sua presença em 

diversos eventos biológicos, as proteases de origem animal e vegetal são 

frequentemente encontradas nos tecidos e fluidos corporais desses organismos, bem 

como em produtos derivados deles. Exemplos de proteases animais podem ser 

encontrados nas peçonhas de serpentes, no corpo de crustáceos e no trato digestivo 

de peixes (NEUMANN et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; LIU et al., 2019).  

A utilização de animais como fontes de proteases pode apresentar 

desvantagens, pois pode envolver o sacrifício dos animais e requer a aprovação de 

comitês de ética para a obtenção das enzimas. No entanto, essa abordagem pode ser 

benéfica no aproveitamento de resíduos sólidos gerados por certas indústrias, como 

a pesqueira, onde estudos têm demonstrado o uso de vísceras de peixes como fonte 

de proteases (SILVA et al., 2021). Diversas enzimas proteolíticas, como pepsina, 

tripsina e quimiotripsina, já foram identificadas, extraídas e utilizadas a partir do 

sistema digestivo de animais (GURUMALLESH et al., 2019). 

Em plantas, as proteases geralmente são detectadas em tecidos sementes e 

látex. A obtenção 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 dependência de condições ambientais torna os 

processos de extração mais complexos, demorados e sujeitos a variações 

(MUSIDLAK et al., 2020; SILVA et al., 2020). 

Diante das características relacionadas à obtenção de proteases de animais 

e plantas, os microrganismos têm se mostrado uma fonte mais econômica e rápida. A 

produção de proteases por microrganismos é frequentemente realizada por meio de 

processos fermentativos, nos quais é necessária apenas uma fonte de substrato e 

condições adequadas para o crescimento do microrganismo e a produção das 

biomoléculas desejadas. Essas condições podem ser facilmente controladas durante 

a fermentação, proporcionando maior eficiência do bioprocesso. Pesquisas científicas 

têm relatado a produção 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 estão entre as hidrolases mais importantes e têm 

sido largamente estudadas. A maior parte das enzimas produzidas por bactérias são 

classificadas como neutras e alcalinas, principalmente aquelas obtidas por espécies 

do gênero Bacillus (SOUZA et al., 2015).  

Os fungos produzem uma maior variedade de enzimas do que as bactérias, 

com destaque para os representantes do gênero Aspergillus, que sintetizam proteases 

ácidas, neutras ou alcalinas, que são ativas em uma ampla faixa de pH que varia de 

4 a 11 (RAO et al., 1998). A síntese de proteases por fungos apresenta vantagens 

quando comparadas a produção por bactérias, tais como: o micélio pode ser mais 

facilmente removido, dispensando o uso de técnicas caras de filtração (SOUZA, et al., 

2015). Outra vantagem dos fungos é que são usualmente apontados como 

organismos GRAS (geralmente reconhecidos como seguros) (SHIH; UMANSKY, 

2020). 

2.6. Produção de proteases por fermentação submersa 

Os processos de produção de enzimas por microrganismos ocorrem 

principalmente em cultivos submersos e em estado sólido, sendo os cultivos 

submersos os mais utilizados na indústria. A natureza da fermentação, seja sólida ou 

submersa, influencia em vários aspectos do crescimento do microrganismo e na 

produção de enzimas (GMOSER et al., 2019).  

A fermentação submersa (SmF) é uma técnica amplamente empregada na 

produção de enzimas, em que as células produtoras se desenvolvem em meio de 

cultivo com excesso de água e são agitadas. Durante esse processo, parâmetros 
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operacionais como pH, temperatura, consumo de oxigênio e formação de dióxido de 

carbono são controlados e monitorados. Aproximadamente 90% das enzimas 

industriais são produzidas por meio da fermentação submersa. Essa abordagem 

apresenta vantagens notáveis, incluindo a facilidade de separação de biomassa, 

exopolissacarídeos 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 líquido, a escolha de diferentes substratos resulta em 

atividades proteolíticas distintas. Substratos simples, como caseína e gelatina, 

fornecem baixa produção de unidades enzimáticas, enquanto substratos mais 

complexos, como farelo de soja e farelo de trigo, levam a atividades proteolíticas mais 

elevadas. Além disso, a suplementação do meio de cultivo com fontes ricas em 

nitrogênio e glicose demonstrou aumentar a produção de proteases (GMOSER et al., 

2019). 

2.7. Coalhos e coagulantes  

O coalho animal, é obtido a partir do estômago de bezerros e tem a quimosina 

como seu componente principal (HELLMUTH; BRINK, 2013). Entretanto, devido ao 

seu custo elevado e às preocupações éticas relacionadas ao uso de animais, o uso 

desse tipo de coalho é indesejado em alguns mercados (ALECRIM et al., 2014; 

HELLMUTH & BRINK, 2013). 

Uma alternativa ao coalho animal é o uso de coagulante de origem 

microbiana, sendo a protease aspártica de Mucor miehei a principal enzima utilizada 

atualmente. Além disso, enzimas de M. pussilus e Endothia parasitica também são 

empregadas na produção de diferentes produtos lácteos (LEITE JÚNIOR et al., 2022). 

As proteases coagulantes provenientes de fontes microbianas são 

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 têm sido extensivamente estudadas, 

purificadas e clonadas, com o objetivo de sua aplicação comercial na indústria de 

alimentos, substituindo o coalho animal na fabricação de queijos, cervejas e outros 

produtos (SATHYA et al., 2009). 

No entanto, os coagulantes de fontes microbianas como alternativas ao 

coalho apresentam algumas limitações, como menor especificidade, o que resulta em 

rendimentos reduzidos e possível 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 disponíveis para 

mitigar o sabor amargo de hidrolisados proteicos (SHARMA et al., 2019). 

2.8. Processo de coagulação do leite 

O leite apresenta-se como uma emulsão líquida constituída de duas fases: 

contínua e descontínua. A fase contínua é formada de água e substâncias 

hidrossolúveis ao passo que a fase interna ou descontínua é formada, principalmente, 

de micelas de caseína e de glóbulos de gordura (BEUX et al., 2017). O início da 

fabricação de queijos envolve a coagulação das caseínas do leite, por enzimas 

proteolíticas coagulantes ou pela acidificação (GOMES, et al., 2019). 

Os agentes coagulantes são classificados de acordo com sua especificidade, 

pois uma elevada atividade proteolítica pode acarretar a quebra excessiva ou não das 

proteínas dos queijos que compromete a consistência e ainda propicia o 

desenvolvimento de gosto amargo, devido à liberação de pequenos peptídeos 

contendo resíduos de aminoácidos hidrofóbicos 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 aminoácidos 

rompendo a κ-caseína especificamente entre as unidades 105 (fenilalanina) e 106 

(metionina). As duas partes resultantes são a para-k-caseína insolúvel (resíduos de 

aminoácidos de 1 a 105 (Figura 5), que formará o paracaseinato de cálcio) que 

permanece associada à micela de caseína e um peptídeo solúvel 

(glicomacropeptídeo; resíduos 106 a 169) (GOMES, et al., 2019).  

 

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

A hidrólise enzimática que ocorre na produção do queijo resulta na remoção 

ou dissociação da κ-caseína da superfície das micelas, eliminando a estabilidade 

eletrostática e estérica da superfície micelar e aumentando a hidrofobicidade de 

superfície (BEUX et al., 2017), com isso, a para-k-caseína não mais estabiliza a 
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estrutura micelar e as frações alfa e beta podem precipitar, na presença de cálcio, 

formando o coágulo, onde a gordura fica retida e o soro formado é expulso pelo 

processo de sinérese (PENAS, 2018). A consistência do gel é aumentada 

gradativamente, à medida que aumenta a rigidez dos retículos de caseinato de cálcio, 

culminando a um ponto ideal, em função da elasticidade requerida na massa para 

queijos (PENAS, 2018). 

O cálcio ajuda na coagulação por criar condições isoelétricas e por agir como 

uma ponte entre as micelas (MERHEB-DINI et al., 2010), porém, quando sua 

concentração é baixa a coagulação é lenta e o coágulo é fraco, todavia em 

concentrações adequadas o cálcio e o fósforo tornam o coágulo mais compacto, 

flexível, elástico, impermeável e contrátil, condições estas que permitem à massa do 

queijo suportar as forças mecânicas durante o processo de fabricação (GOMES, et 

al., 2019). 
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3. OBJETIVOS 

3.1.  Objetivo Geral  

Este estudo teve como objetivo investigar a produção de proteases 

coagulantes extracelulares de uma espécie de fungo filamentoso para futura aplicação 

na indústria de laticineos. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar a viabilidade e proceder a autenticação com base nas características 

macromorfológicas e micromorfológicas de Aspergillus oryzae DPUA 1624; 

• Verificar a produção de micotoxinas em meio sólido; 

• Selecionar um meio de cultivo para produção de proteases coagulantes 

extracelulares; 

• Proceder a caracterização bioquímica 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 Coleção de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas – UFAM. A 

cultura matriz foi reativada em ágar 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 está implementada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob cadastro de acesso 

Nº A0A6957.  

4.2. Autenticação e manutenção dos microrganismos   

A verificação da viabilidade da espécie e pureza da colônia foram realizadas 

com base nas características macro e micromorfológicas. Para autenticação dessa 

espécie foi realizado cultivo em Ágar Extrato de Levedura Czapek (CYA), Ágar Czapek 

(CZ) e Ágar 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 manutenção da cultura viável, a cada 30 dias foram preparados 

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

4.3. Teste de aflatoxina por vapor de amônia em meio sólido 

O teste de aflatoxina foi realizado de acordo com o método relatado por 

Alecrim et al. (2017). A produção de micotoxina foi confirmada pela mudança de cor 

do reverso da colônia no meio de cultura sólido. Três meios diferentes foram usados 

para determinar a mudança de cor: extrato de levedura-sacarose (YES), Czapek (CZ) 

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 colônia foi adicionado 0,2 mL de solução de 

amônia 25% (p/v), na tampa da placa de Petri, em posição invertida. A mudança de 

cor da colônia foi observada pelo reverso de cada cultura.  Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

4.4. Preparação do inóculo 

Como inóculo foi utilizada cultura de A. oryzae em meio CYA, em tubo de 

ensaio, obtidas a 25 °C por sete dias. Cada suspensão celular foi homogeneizada em 
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agitador de tubo e a densidade óptica foi ajustada para 0,5 abs a 600 nm (equivalente 

a 106
 esporos/mL de meio) (FUJITA et al., 1994). 

4.5. Fermentação 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 

fermentação foram esterilizados a 121 °C por 15 min. Para cada 50 mL de meio, em 

cada frasco Erlenmeyer de 125 mL foi inoculada uma suspensão de esporos 

equivalente a 106 esporos/mL. A fermentação foi conduzida em agitador orbital New 

Brunswick Scientific®, a 30 °C, 180 rpm, por 72 horas (PRADO et al., 2021).  

Tabela 1. Composição química dos meios de fermentação. 

Meios Composição (g/L) pH  
meio de fermentação 

CYA Fosfato de potássio dibásico...1,0 g  
Extrato de levedura.................5,0 g 
Czapek concentrado..............10 mL 
Sacarose...................................30 g 

 
6,3 

GYP Glicose.....................................20 g 
Peptona....................................15 g  
Extrato de levedura....................5 g  

 
5,6 

 

SAB Glicose.....................................20 g  
Peptona....................................10 g 

5,6 

 

4.6. Recuperação do extrato bruto 

A biomassa foi separada do extrato bruto por filtração a vácuo, utilizando papel 

de filtro Whatman n. 1. Posteriormente, as amostras de extrato foram novamente 

filtradas sob vácuo utilizando membranas de éster de celulose (0,45 μm). Em cada 

amostra de extrato bruto foi determinada a atividade das enzimas. 

4.7. Métodos de análise enzimática 

4.7.1. Determinação da atividade de proteases   

 A determinação da atividade das proteases foi de acordo com Leighton et al. 

(1973), utilizado o substrato de azocaseína 1% (p/v) em tampão Tris-HCl, pH 7,2. A 

mistura reacional, constituída por 150 µL de extrato enzimático e 250 µL de 

azocaseína foi mantida na ausência de luz, a 25 °C. Após uma hora, a reação foi 

interrompida pela adição de 1,2 mL de ácido tricloroacético (TCA) 10% (p/v), seguido 

de centrifugação a 4 °C (8.000 x g/10 minutos). Do sobrenadante recuperado foi 

retirado 800 µL para homogeneização em 1,4 mL de hidróxido de sódio (NaOH) 1M. 

O branco foi preparado nas mesmas condições utilizadas na amostra teste. 
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Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para produzir variação de absorbância igual a 0,1 em 60 minutos. 

O extrato com atividade de proteases significativa será caracterizado parcialmente 

quanto às suas propriedades bioquímicas. 

4.7.2. Determinação da atividade de coagulação 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), diluído em CaCl2 0,05M, pH 5,8 (MARTIM et al., 2021). Dessa 

solução foi transferido 5 mL para cada tubo reação, incubados a 40º C em banho-

maria com agitação interna (Marconi MA 179). Após 15 minutos foi adicionado 0,5 mL 

do extrato enzimático bruto, seguindo a homogeneização da mistura e incubação 

durante 40 minutos. A atividade coagulante será determinada como positiva após 

formação de coágulos na parede do tubo.  

O resultado foi expresso com base na formação de coágulo e a forma de 

separação do soro do leite visualizado nos tubos de ensaio em: coagulação forte 

(coágulo distinto e soro abundante) ou coagulação fraca (coagulação sem separação 

visual de soro) (MARTIM et al., 2021). Uma unidade de atividade coagulante (U) foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para coagular 1 mL de substrato 

em 40 minutos a 40 °C. Todos os experimentos serão realizados em triplicata.  

A atividade coagulante (U) foi calculada de acordo com a Equação 1, e a razão 

coagulante (R) conforme a Equação 2. 

 

    2400 x S 

       T x E 

 

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 formação do 

coágulo, em segundos. Consta  

                   Atividade coagulante  

                     Atividade proteolítica 

 

                                                 

Equação 2 –  R = 
 

                                                 

Equação1 – U = 
 



 

31 

4.8. Caracterização parcial das proteases 

4.8.1. Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade das proteases 

Para determinação do pH ótimo, a atividade proteolítica foi determinada a 25 

°C, utilizando as seguintes soluções tampão (0,1 M): acetato de sódio (pH 5,0 e 6,0), 

Tris-HCl (pH 7,0 e 8,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10) por 60 minutos na ausência de 

luz para determinação da atividade proteolítica. A temperatura ótima foi determinada 

incubando o extrato bruto nas temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C (MARTIM et 

al., 2017). Na avaliação da estabilidade ao pH, o extrato enzimático foi diluído em cada 

tampão (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 condições ótimas 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 determinação do pH de atividade ótima do coagulante, foram elaboradas 

soluções de leite desnatado 10% (p/v) nos seguintes tampões 0,1 M: acetato de sódio 

(pH 5 e 6), Tris-HCl (pH 7 e 8) e Glicina-NaOH (pH 9 e 10). Na avaliação da 

estabilidade ao pH, o extrato enzimático foi diluído em cada tampão (1:1, v/v), a 25 

°C, por vinte quatro horas. Todas as reações e o branco foram conduzidos 

posteriormente de acordo com a metodologia descrita por Martim et al. (2021).  

Nos ensaios de avaliação do efeito da temperatura na atividade coagulante, o 

extrato enzimático e a solução de leite foram incubados na faixa de 30 °C a 80 °C, 

durante 40 minutos. No teste de estabilidade à temperatura, os extratos foram 

incubados em temperaturas de 30 °C a 80 °C, por uma hora. Posteriormente, esses 

extratos foram misturados com solução de leite, observando a formação de coágulos 

na parede do tubo de ensaio. Os resultados foram expressos em atividade relativa em 

todos os experimentos (MARTIM et al., 2017). 

4.9. Análise estatística 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, os resultados 

submetidos a análise estatística de variância e as médias foram comparadas pelo 

teste de Tukey (ρ <0,05), usando o programa Minitab, versão 18.0. 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 

Aspergillus oryzae DPUA1624 biossintetiza enzimas proteolíticas, incluindo 

as proteases coagulantes. As características bioquíquimicas dessas enzimas indicam 

que A. oryzae tem potencialidades para aplicações no setor alimentício, 

especialmente na fabricação de produtos lácteos. 
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