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RESUMO

Proteases constituem uma das mais importantes enzimas industriais e uma de suas
principais aplicacfes é na industria lactica para producdo de queijos. Devido a escassez
do coalho tradicional de origem animal, proteases coagulantes microbianas estdo sendo
pesquisadas como substitutos. O coalho apresenta duas acGes hidroliticas sobre a
caseina que caracterizam sua adequagdo como um bom coagulante, que sdo a atividade
coagulante e a proteolitica. Quanto maior a razdo entre coagulante / proteolitica
(AC/AP), melhor o coagulante. O presente trabalho objetivou estudar a producéo e
caracterizacdo da protease coagulante produzida pelo fungo termofilico Thermomucor
indicae-seudaticae N31 via fermentagdo submersa. As condic¢des de producao estudadas
foram: natureza e concentracdo da fonte de carbono e da solucdo salina, periodos de
incubacgédo e velocidade de agitagdo. Apos a producao foi feita a caracterizacéo fisico-
quimica que consistiu em determinar as condigdes de atuacfes Otimas da enzima. A
partir dos resultados, observou-se que a melhor composi¢do no meio fermentativo foi: 4
% de farelo de trigo, 0,3 % de solucéo salina, 72 horas de incubacdo a 45 °C e 150 rpm
de agitacdo. Nestas condi¢cdes os valores da atividade coagulante e da razdo AC/AP
foram 60,5 U/mL e 510, respectivamente. A enzima coagulante apresentou as
caracteristicas: pH e temperatura 6timos foram 5,5 e 65 °C, respectivamente; pH e
temperatura de estabilidade foram 3,5 — 5,0 (retendo cerca de 80 % da atividade depois
de 24 horas a temperatura ambiente) e até 60 °C (ap6s uma hora na auséncia de
substrato). O conjunto dos resultados sugere a conclusdo que a protease coagulante é
promissora do ponto de vista tecnoldgico como substituto do coalho animal,
principalmente, devido a sua alta especificidade representada pelo elevado valor da

razao.

Palavras-chave: coagulante microbiano, farelo de trigo, fungo termoéfilo.



ABSTRACT

Proteases are one of the most important industrial enzymes and one of its main
applications is in the dairy industry for the production of cheese. Due to the scarcity of
renin bovine, microbial coagulants proteases are being researched as a substitute. The
rennet has two hydrolytic action on casein featuring its suitability as a good coagulant,
which are the milk-clotting and proteolytic activity. The higher the ratio milk-clotting /
proteolytic (MCA/PA), the better the coagulant. The present study investigated the
production and characterization of coagulant protease produced by thermophilic fungus
Thermomucor indicae-seudaticae N31 on submerged fermentation. The production
conditions were: nature and concentration of the carbon source and saline, incubation
and agitation speed. After production was performed physicochemical characterization
that determined the conditions optimal of the enzyme. From the results, it was observed
that the best composition of the fermentative medium was: 4 % wheat bran, 0,3 %
saline, 72 hours of incubation at 45 °C and 150 rpm agitation. In these conditions the
values of milk-clotting activity and the ratio MCA/PA were 60,5 U/mL and 510,
respectively. The clotting enzyme had the characteristics: optimum of pH and
temperature were 5,5 and 65 °C, respectively, pH and temperature of stability were 3,5
— 5,0 (retaining approximately 80 % of activity 24 hours at temperature environment)
and even 60 °C (after one hour in the absence of substrate). The group of results showed
that coagulant protease is promising technological point of view as a substitute for
animal rennet, mainly due to their high specificity shown by the high value of the ratio.

Keywords: microbial coagulant, wheat bran, thermophilic fungus.
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1. INTRODUCAO

Devido a vantagens operacionais como especificidade de reacdo e alta eficiéncia
de conversdo com pouca formacdo de metabdlitos secundarios, as enzimas estdo sendo
cada vez mais aplicadas em diferentes setores industriais, destacando-se as industrias de
alimentos e bebidas, téxtil, papeleira e farmacéutica (PALMA, 2003; WEINGARTNER,
2010). Dentre as enzimas, as proteases constituem um dos grupos mais importante,
devido a amplitude de usos industriais que vao desde as industrias de detergentes, tintas,
couros até alimentos e farmacéutica (KRISHNA et al., 2009). As proteases, também
conhecidas como peptidases ou proteinases, apresentam a capacidade de hidrolisar
ligaces peptidicas em proteinas, peptideos e polipeptideos, elas representam em torno
de 60 % do total de enzimas comercializadas mundialmente (RAO et al., 1998;
SANDHYA et al., 2005).

Varios grupos de micro-organismos sao capazes de produzir diferentes proteases
por processos de fermentacdo. Entre eles os fungos tém sido amplamente empregados
principalmente pelo fato de suas enzimas serem, na maioria dos casos, extracelulares, o
que facilita o processo de extracdo e recuperacdo do meio de fermentacdo (RAO et al.,
1998; GERMANO et al., 2003).

Uma das principais aplicagcdes de proteases € na industria lactica para a producdo
de queijos. Devido a escassez do coalho tradicional de origem animal, proteases
coagulantes microbianas estdo sendo pesquisadas como substitutos de renina animal.
Vérios estudos tém sido realizados na procura de proteases coagulantes de origem
microbiana (CHANNE; SHEWALE, 1998; HASHEM, 1999; LIMA et al., 2003;
TUBESHA e AL-DELAIMY, 2003; CAVALCANTI et al., 2005; KUMAR et al., 2005;
SILVEIRA et al., 2005; SATHYA et al., 2009; KURUTAHALLLI et al., 2010; DING et
al., 2012) visando a aplicacdo na industria lactica.

Para obtencdo de queijo de boa qualidade, o método de coagulacdo, o
coalho/coagulante, o fermento utilizado e os diferentes tratamentos dados a massa, € que

determinam as caracteristicas organolépticas do produto final (BONATO et al., 2006).

A renina apresenta duas acdes hidroliticas na caseina. A atividade coagulante
que representa a especificidade da protedlise, ou seja, a capacidade de clivar a cadeia de

aminoacidos rompendo a k-caseina especificamente entre as unidades Phe105-Met106 e
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a atividade proteolitica a qual hidrolisa, de modo inespecifico, outras ligacfes peptidicas
da caseina, sendo considerada uma atividade generalizada, inespecifica, a qual
compromete a consisténcia e promove o desenvolvimento de gosto amargo no queijo
(ROBINSON; WILBEY, 1998; GAJO et al., 2012). Portanto, quanto maior a razéo
AC/AP melhor o coagulante, ja que este, por sua vez, apresentard maior afinidade pela
ligaco Phel05-Met106 durante a etapa de coagulacdo do leite, implicando na

diminuicdo da protedlise inespecifica excessiva durante a producdo de queijos.

Em geral, ha dois processos usuais de producdo de enzimas microbianas. A
fermentacdo no estado sélido (FES) que corresponde ao cultivo de micro-organismos
sobre um substrato com relativa auséncia de agua livre, assegurando o estado sélido do
cultivo e é geralmente realizado com substratos tais como gréos, bagacos e farelo de
trigo (PANDEY, 2003). O segundo processo € a fermentacdo no estado liquido (FSm)
em que o cultivo de micro-organismos se da em culturas no estado liquido e é em geral,

realizada com substratos solGveis.

A escolha do tipo de fermentacdo depende da adaptagdo fisiologica do
organismo. Geralmente, em cultivo submerso a forma de crescimento de fungos
filamentosos varia entre as formas “peletizadas” e “filamentosas”, cada uma tendo suas
préprias caracteristicas, que podem afetar a taxa de producdo de enzimas por
influenciar, uma vez que ¢é afetada a difusividade e taxa de transferéncia de massa
(MITCHELL; LONSANE, 1992; DASILVA et al., 2005).

O fungo termofilico Thermomucor indicae-seudaticae N31 tem sido estudado
pOr nOsso grupo e apresentou boas caracteristicas para uso como coagulante via FES
(MERHEB-DINI et al., 2010). Entretanto, devido as dificuldades inerentes a FES
quando visa a producdo em escala para a aplicacdo industrial, foi importante avaliar
condicdes em que este fungo produzia a enzima sob FSm. O presente trabalho objetivou
estudar a producdo sob FSm e a caracterizacdo da protease coagulante do fungo

termofilico Thermomucor indicae-seudaticae N31.



17

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fermentacéo

De acordo com Bonato et al. (2006), do ponto de vista bioquimico, a
fermentacdo € um processo anaerobio (auséncia de oxigénio) de transformacdo de uma
substancia em outra, produzida a partir de micro-organismos, tais como bactérias e
fungos denominados, nesses casos, de fermentos. Entretanto, o termo fermentagéo
tambéem é usado na biotecnologia para definir processos aerobios (presenca de

OXIigénio).

O desenvolvimento microbiano € monitorado durante todo o processo
fermentativo, independente do estado fisico do meio (liquido ou solido). Além disso, a
fermentacdo é uma via alternativa e muito importante para obtencdo de enzimas,
vitaminas, hormonios, pigmentos, biosurfactantes, biopesticidas, entre outros produtos
de interesse industrial (PANDEY, 2003).

A composicao do meio fermentativo € o que ird determinar a producéo, portanto
deve ser composto, em geral, de macronutrientes fermenteciveis (assimilaveis),
representados principalmente pelas fontes de carbono e nitrogénio, as mais
significantes, além de micronutrientes (ferro, manganés, entre outros) e fatores de
crescimento, como as vitaminas (WANDERLEY et al., 2011).

2.1.1. Obtenc&o de enzimas microbianas por meio de processo fermentativo

Enzimas podem ser obtidas por processos fermentativos e o trabalho com fungos
proporciona a vantagem de ndo tornar necessario o uso de métodos caros de filtracdo, ja
que seu micelio pode ser facilmente removido, por filtracdo a vacuo e centrifugacéo,
obtendo-se um extrato livre de células (ANDRADE et al., 2002). Além disso, os fungos
sdo capazes de produzir uma maior variedade de enzimas do que bactérias, entre elas:
proteases acidas, neutras ou alcalinas, ativas numa ampla faixa de pH (4,0 a 11,0) e em

uma ampla variedade de substratos (RAO et al., 1998).
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A fermentacdo é uma ferramenta importante na obtencdo de enzimas. Sistemas
de FES e FSm tém sido utilizados para producéao de proteases (SANDHYA et al., 2005;
MERHEB et al., 2006; KRISHNA et al., 2009; MERHEB-DINI et al., 2010; ROCHA,
2010; DING et al., 2012), lipases (ALVES et al., 2002; KOBLITZ; PASTORE, 2004;
DAMASO et al., 2008), pectinases (MARTIN et al., 2004; VARAVALLO et al., 2007),
amilases (TEODORO; MARTINS, 2000; ALVES et al.,, 2002; OLIVEIRA et al.,
2007), celulases (MINUSSI et al., 1998), entre outras.

A FES é o cultivo de micro-organismos em meio fermentativo no estado sélido.
Este processo envolve o cultivo de micro-organismos sobre um substrato com relativa
auséncia de agua livre assegurando o estado sélido. Contudo, a umidade deve ser
suficiente para garantir as atividades metabdlicas. Emprega substratos tais como gréos,
bagacos e farelo de trigo (PANDEY, 2003).

FSm € o cultivo de micro-organismos em meio fermentativo no estado liquido.
A producdo industrial de enzimas geralmente é realizada utilizando esta forma. Este
processo envolve o crescimento cuidadosamente controlado, de micro-organismos
selecionados (bactérias, leveduras ou fungos) em recipientes fechados contendo um
caldo de nutriente (meio de fermentacdo) e uma alta concentracdo de oxigénio. Quando
0S micro-organismos degradam o substrato para metabolizar os nutrientes eles liberam a

enzima desejada na solucgéo.

Os sistemas de FES e FSm oferecem vantagens e desvantagens, um em relagéo
ao outro. A FES oferece algumas vantagens em relacdo a FSm como, por exemplo:
maior diversidade na utilizacdo de residuos agroindustriais, como farelo de trigo, soja,
arroz, bagaco de laranja, bagago de cana, entre muitos outros; utiliza baixa quantidade
de &gua, permitindo uma producdo mais concentrada dos metabdlitos, diminuindo a
formacdo de agua residual e diminuindo problemas de contaminacdo por bactérias
durante 0 processo; e ainda, na maioria das vezes, as producfes enzimaticas sdo
maiores. Por outro lado, a maior desvantagem da FES é a dificuldade de controle efetivo
dos parametros fermentativos, uma vez que o meio é heterogéneo, dificultando a
homogeneidade na transferéncia de massa, calor, e umidade. O pH e difusdo de
oxigénio também sdo heterogéneos. Isto gera regibes de crescimento microbiano
localizado e nem sempre homogéneas no fermentador. Além disso, a esterilizacdo do
meio é muito dificil, podendo ocorrer contaminagdes com frequéncia (GERMANO et
al., 2003; PANDEY, 2003). Os desenhos de fermentadores industriais ainda séo feitos



19

sob encomenda o que eleva muito o seu custo. Também deve se considerar a limitada
variedade de micro-organismos capazes de crescer em niveis de umidade reduzida
(SOCCOL et al., 2003).

Por outro lado, a FSm permite o controle dos parametros fisico-quimicos do
processo e apresenta facil recuperacdo das enzimas extracelulares, micélio ou esporos
além de possuir facilidade de cultivo em grande escala, ja que garante a homogeneidade
do meio e facilidade no controle dos parametros do processo (SANDHYA et al., 2005;
PINHEIRO, 2006). A producdo de enzimas em escala industrial se faz,
majoritariamente, por fermentacdo submersa (WANDERLEY et al., 2011).

2.2. Crescimento de fungos filamentosos de acordo com o estado fisico do

meio fermentativo

O crescimento vegetativo de fungos filamentosos em meios em estado liquido,
semi-sélido ou solido ¢ afetado pelas condi¢cGes ambientais e pela composi¢do do meio
de crescimento (Figura 1). Portanto, alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas sao
susceptiveis de serem observadas como resultado destas mudancas, e, por conseguinte,
também é factivel uma alteracdo tanto no nivel de expressao quanto nas propriedades
cataliticas de uma determinada enzima (CANOVAS; IBORRA, 2003). Geralmente, em
FSm a forma de crescimento dos fungos filamentosos varia entre a forma de “pellets” e
filamentosa (Figuras 2 e 3 respectivamente), enquanto na FES predomina a forma
micelial (filamentosa) (Figura 4), cada qual com caracteristicas proprias, que podem
afetar a taxa de producédo da enzima, dentre outros fatores, pela influéncia da taxa de
transferéncia de massa que é o movimento de um componente especifico num sistema
de varios componentes (MITCHELL; LONSANE, 1992).
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Figura 1. Modificacdo no perfil de crescimento do T.indicae-seudaticae N31 devido a alteracéo

na concentracdo da solucdo salina de 0,1, 0,3 e 0,5 %.

Figura 2. Crescimento do T.indicae-seudaticae N31 em “pellets” em ocara como substrato via
FSm.
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Figura 3. Crescimento filamentoso do T.indicae-seudaticae N3lem farinha de soja como

substrato via FSm.

Figura 4. Crescimento filamentoso do T.indicae-seudaticae N31 em farelo de trigo como

substrato via FES.
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2.3. Coalhos e Coagulantes

A denominagéo coalho € utilizada para as enzimas obtidas da quarta camara do
estbmago de ruminantes (abomaso) como, por exemplo, o coalho bovino. Ja a
denominagéo coagulante fica remetida a todas as enzimas utilizadas para coagular o
leite, ou seja, aquelas obtidas por meio diferente do coalho, como no caso, dos
coagulantes vegetais e microbianos (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011).

Na fabricacdo da maioria dos queijos, sdo empregadas enzimas proteoliticas
(coalho); dentre essas, a mais utilizada é a renina, a qual atua de modo especifico sobre
a caseina e suas distintas fracdes (LIMA et al., 2003), evitando a protedlise excessiva e

com isso 0 amargor que alguns outros coalhos promovem.

O coalho bovino € composto de uma mistura de duas proteinas: renina (tambem
conhecida como quimosina) e pepsina. Todavia, esta relagdo quimosina-pepsina varia
de modo consideravel com a idade do animal, isto é, quanto mais jovem maior a
propor¢do de quimosina, o que é desejavel em funcdo de sua atuacdo especifica na
coagulacdo da caseina, aléem da idade, o regime alimentar do animal prévio ao abate
também influencia esta proporcdo (ANDREN, 1998; LIMA et al., 2003).

Em coalhos de animais recém-nascidos a propor¢do média de quimosina :
pepsina € em torno de 80 % : 20 %, e em animais mais velhos, esta proporcao é inversa.
Esta informacdo é importante, uma vez que as pepsinas apresentam menor grau de
especificidade, hidrolisando ligacdes indesejaveis o que diminui a qualidade do coalho e
aumenta o amargor, ja a quimosina € considerada altamente especifica ndo deixando
residual amargo, porque hidrolisa a ligagdo peptidica entre os aminoacidos 105
(fenilalanina) e 106 (metionina) (GAJO et al., 2012). As duas partes resultantes sdo a
para-k-caseina insoldvel (residuos de aminoacidos de 1 a 105, que formard o
paracaseinato de calcio) que permanece associada a micela de caseina e um peptideo
soluvel (glicomacropeptideo; residuos 106 a 169) (ROBINSON; WILBEY, 1998).

Ao observarmos a Tabela 1 é evidente o aumento da producdo de queijos
durante os anos de 2000 a 2007, tanto no Brasil (43,82 %) como nos demais paises
(17,47 %), e esse crescente aumento em conjunto com a diminui¢cdo na producgédo de

coalho de origem bovino, devido a baixa disponibilidade de animais jovens para abate,
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resultou em um aumento no custo de producdo (EMBRAPA, 2008; ESCOBAR;
BARNETT, 1993).

Tabelal.  Producdo mundial de queijos em milhares de tonelada — 2000 / 2008*.

Milhares de Toneladas

Paises 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008*
AMERICA DO NORTE 4.208 4.216 4.372 4.350 4504 4.645 4761 4.833 4,911
Canada 328 329 350 342 345 352 291 297 300
Estados Unidos 3.746 3.747 3.877 3.882 4.025 4.150 4.325 4.389 4.461
México 134 140 145 126 134 143 145 147 150
AMERICA DO SUL 890 900 840 785 840 895 1.008 1.055 1.155
Argentina 445 440 370 325 370 400 480 475 515
Brasil 445 460 470 460 470 495 528 580 640
UNIAO EUROPEIA** 5861 5.865 5993 6.205 6.481 6.625 6.801 6.870 6.975
EX - URSS 287 365 469 504 574 649 622 663 690
Russia 220 260 340 335 350 375 405 420 430
Ucrania 67 105 129 169 224 274 217 243 260
AFRICA 380 395 414 463 468 473 475 n.d. n.d.
Argélia n.d. n.d. 4 13 13 13 13 n.d. n.d.
Egito 380 395 410 450 455 460 462 n.d. n.d.
ASIA 49 54 57 78 82 84 92 98 106
Coréia do Sul 15 20 20 23 24 24 28 30 32
Filipinas n.d. n.d. 1 6 6 5 6 7 7
Taiwan n.d. n.d. n.d 14 17 16 18 20 20
Japdo 34 34 36 35 35 39 40 41 47
OCEANIA 670 655 725 669 694 672 654 668 664
Australia 373 374 413 368 389 375 362 360 335
Nova Zelandia 297 281 312 301 305 297 292 308 329

TOTAL 12.345 12,450 12.870 13.054 13.643 14.043 14.413 14.187 14.501
* Previsdo

** Unido Européia é composta por 27 paises

Fonte: USDA - Departamento de Agricultura dos Estados Unidos Atualizado em abril/ 2008.

Por esse motivo vias alternativas de producdo de coalho para promover a
coagulacdo do leite na fabricacdo de queijos estdo sendo estudadas incluindo coalho
bovino de vacas adultas, proteases coagulantes de fungos e outras enzimas proteoliticas.
Além de problemas encontrados para a extracdo da quimosina de bezerros como o alto
custo, ja mencionado, a presenca de outras enzimas (pepsinas) as quais diminuem o
rendimento da producdo, também €é um fator relevante. No entanto, a maioria das
proteases de fontes alternativas tém um maior nivel de inespecificidade, levando a uma

diminuicdo do rendimento e possivel desenvolvimento de amargor em alguns tipos de
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queijo (CHITPINITYOL; CRABBE, 1997), por esse motivo varios trabalhos estdo
sendo desenvolvidos a fim de melhorar a razdo a qual é obtida por meio da atividade

coagulante, especifica versus atividade proteolitica, inespecifica.

2.4. Estrutura da caseina

A caseina junto a lactose e a gordura € um dos componentes organicos do leite
mais abundantes; e digerida no intestino e fonte de amino&cidos essenciais. Entretanto,
quando a digestdo ndo ocorre totalmente pode estimular uma resposta imune localizada
intestinal ou sistémica, conhecida como alergia a proteinas do leite (FRANCO et al.,
2009).

As caseinas sdo encontradas no leite em forma micelar, e classificadas como
fosfoproteinas globulares insoliveis em pH 4,6 e a 20 °C (ROBINSON; WILBEY,
1998). Essa estrutura micelar é a base da estabilidade do leite ja que essa estruturacéo é
mantida por uma forca de repulséo que é determinada como estabilidade (MACHADO,
2010).

A microscopia eletronica mostrou que as micelas tém uma aparéncia desigual, o
que foi interpretado que as caseinas sdo construidas a partir de uma unido de sub-
micelas (FOX; BRODKORB, 2008), as quais foram classificadas por Cheftel et al.
(1989) como a ag-caseina (sem cisteina e mais suscetivel ao efeito de proteases), osz-
caseina (altamente hidrofilica, fosforilada e com grande sensibilidade ao calcio
ionizdvel), B-caseina (apresenta maior quantidade de prolina e pode se tornar mais
aberta em baixas temperaturas, ficando mais suscetivel as proteases), k-caseina (micela
de pequeno tamanho, forte, dificil solubilizacdo, sofre pouco efeito do calcio livre, é a
principal sub-micela responsavel pela caracteristica de estabilidade protéica) e y-caseina

(que ¢ o resultado da acdo proteolitica sobre a B-caseina).

A fragdo k-caseina esta proxima ou na superficie da micela e difere-se da o e
por conter uma regido glicosilada, composta por trés monossacarideos (galactose, N-
acetil-galactosamina e acido N-acetil neuraminico), formando tri ou tetrassacarideos,
ligados aos residuos treonil 131, 133, 135 ou 136 (SGARBIERI, 2005).
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Existem algumas explicagOes para descrever a micela de caseina, entretanto sua
estrutura ainda provoca controvérsias na comunidade cientifica. Phadungath (2005);

Fox e Brodkorb (2008) descrevem uma revisao geral sobre o assunto.

Os modelos se encaixam em 3 categorias: modelos coat-core (as micelas seriam
esferas rigidas cobertas com uma camada de filamentos protéicos, a k- caseina),
modelos de sub-unidades (submicelas explicado acima por Cheftel et al. (1989); Fox e
Brodkorb (2008). Além desses autores citados anteriormente, Walstra (1999) elaborou
um modelo, no qual o fosfato de célcio estd presente como aglomerados dentre as
submicelas — Figura 5) e modelos de estrutura interna, sendo que todos discutem sobre a
composi¢do e organizacdo das - caseina, a- caseina e k- caseina no interior e exterior
da micela, sobre a localizacdo e funcdo do fosfato de calcio e sobre como toda a

estrutura é estabilizada.

s Sub-micelas

\}rr’ﬁ) Cade1a peptidica saliente

3 Fosfato de caleio

Figura5.  Micela em corte transversal, mostrando a estrutura em submicelas, as cadeias
polipeptidicas da k-caseina se projetando da superficie e os aglomerados de
fosfato de célcio (WALSTRA, 1999).

Apesar do modelo de submicelas ter aceitacdo na comunidade cientifica, alguns
autores citados por Phadungath (2005) descrevem modelos alternativos para explicar a
micela de caseina. Como proposto por Dalgleish et al. (2004) através de micrografia
eletronica de varredura, observaram que a superficie micelar ndo era apenas filamentos

presos a uma esfera, eram pequenas estruturas de forma cilindrica ou tubular, entre 10 a
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20 nm de diametro, as quais se projetavam do interior, possuindo na extremidade a «-
caseina (Figura 6), o que proporciona uma maior area superficial e facilita a acdo de

moléculas menores como as enzimas, por exemplo.

Figura 6. Eletro micrografia da micela de caseina (DALGLEISH et al., 2004).

Quanto as funcBes da micela de caseina, Fox e Brodkorb (2008) chegaram a
conclusdo de que a caseina do leite existe como micelas dentre todas as espécies
estudadas, esse fato é indicado devido a coloracdo branca presente da qual as micelas
sdo as principais responsaveis. Além disso, observaram que sua distribuicdo universal
sugeriria algum significado nutricional e/ou fisiolégico que podem ser observados
através da melhora da digestibilidade de recém-nascidos (coagulacdo das micelas de
caseina pela quimosina) e também pela presenca de célcio e fosforo (responsaveis pelo
desenvolvimento de dentes e 0ss0s). As micelas mantém o excesso de fosfato de calcio
em um estado coloidal estavel permitindo a secrecdo do leite com uma alta
concentracdo de fosfato de célcio, em uma forma sollvel, se ndo houvesse micelas o
fosfato de célcio iria precipitar na glandula mamaria bloqueando seus canais, 0 que

poderia levar até a morte do 6rgao.
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2.5. Processo de coagulacao

O leite apresenta-se como uma emulsdo liquida constituida de duas fases:
continua e descontinua. A fase continua é formada de agua e substancias hidrossoliveis
ao passo que a fase interna ou descontinua é formada, principalmente, de micelas de
caseina e de globulos de gordura (SGARBIERI, 2005). O inicio da fabricacdo de
queijos envolve a coagulacdo das caseinas do leite, por enzimas proteoliticas
coagulantes ou pela acidificacdo (BONATO et al., 2006).

Muitas proteases sdo capazes de coagular o leite, porém a que desempenha o
papel de melhor agente desta acéo € a renina devido as caracteristicas de transformacéo

que possui.

Bons agentes coagulantes sdo classificados de acordo com sua especificidade,
pois uma elevada AP pode acarretar a quebra excessiva ou ndo das proteinas dos queijos
e esta quebra desordenada compromete a consisténcia e ainda propicia 0
desenvolvimento de gosto amargo, devido a liberacdo de pequenos peptideos contendo
residuos de aminoacidos hidrofébicos os quais podem interagir com receptores de

amargor na cavidade oral (GAJO et al., 2012).

Essa especificidade que faz com que a renina seja adequada foi explicada por
Robinson e Wilbey (1998) no fato da sua capacidade de hidrolisar a cadeia de
aminodacidos rompendo a k-caseina especificamente entre as unidades 105 (fenilalanina)
e 106 (metionina). As duas partes resultantes séo a para-x-caseina insoltvel (residuos de
aminodcidos de 1 a 105, que formara o paracaseinato de célcio) que permanece
associada a micela de caseina e um peptideo solivel (glicomacropeptideo; residuos 106
a 169).

A hidrdlise enzimatica que ocorre na producdo do queijo ou o tratamento a altas
temperaturas resultam na remocdo ou dissociacdo da k-caseina da superficie das
micelas, eliminando a estabilidade eletrostatica e estérica da superficie micelar e
aumentando a hidrofobicidade de superficie (SGARBIERI, 2005), com isso, a para-k-
caseina ndo mais estabiliza a estrutura micelar e as fracdes alfa e beta podem precipitar,
na presenca de calcio, formando o coagulo, onde a gordura fica retida e o soro formado
é expulso pelo processo de sinérese (Figura 7A) (REID et al., 1997; BONATO et al.,
2006).
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A consisténcia do gel ¢ aumentada gradativamente, a medida que aumenta a
rigidez dos reticulos de caseinato de célcio, culminando a um ponto ideal, em funcéo da

elasticidade requerida na massa para queijos (Figura 7B) (BONATO et al., 2006).

(A) (B)

Figura 7. Processo de sinérese (A); Aumento gradativo da consisténcia do gel (B).

O célcio ajuda na coagulacdo por criar condicdes isoelétricas e por agir como
uma ponte entre as micelas (MERHEB-DINI et al., 2010), porém, quando sua
concentracdo é baixa a coagulacéo € lenta e o coagulo é fraco, todavia em concentracoes
adequadas o calcio e o fosforo tornam o coagulo mais compacto, flexivel, elastico,
impermeavel e contrétil, condi¢Bes estas que permitem a massa do queijo suportar as

forcas mecanicas durante o processo de fabricacdo (BONATO et al., 2006).

2.6. Determinacéo e importancia da Razéo (R) entre AC e AP.

O motivo pelo qual a renina é considerada adequada para a producdo de queijo €
devido a sua elevada AC e baixa AP o que culmina em uma elevada R, ja que
AC/AP=R. Essa relacdo é utilizada para determinar a capacidade de um extrato

enzimatico como substituto do método convencional.

Segundo Hashem (1999) a razdo € usada como um indice para justificar a
adequabilidade de um extrato enzimatico para uso como substituto de coalho. E para ser
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utilizada como um indice que justifique o aproveitamento do extrato como substituto de

renina o R deve ser maior que 1, ou seja, possuir mais AC do que AP.

A partir dessas informagdes foram feitos testes com o Thermomucor indicae-
seudaticae N31 via FSm, em diferentes meios fermentativos e dias de producéo
variados a fim de obter uma condicdo em que a AC fosse alta e AP baixa, promovendo,
portanto um elevado valor de R.

2.7. Aplicacgdo de residuos agroindustriais para producédo de enzimas

Vérios residuos agroindustriais podem ser empregados como fontes alternativas
de substratos para a producdo de enzimas (BOCCHINI et al., 2005), devido a
disponibilidade e por representar uma fonte alternativa de baixo custo. De modo geral, a
preocupacdo em relacdo a utilizacdo mais eficiente de residuos agroindustriais vem
aumentando a cada ano (CARVALHO et al., 2008), e isso ocorre, principalmente, a fim

de reduzir custos com o descarte desses residuos no meio ambiente.

Por meio da conscientizacdo ecoldgica e sabendo que 0s setores agroindustriais e
de alimentos sdo responsaveis por gerar grandes quantidades de residuos muitos
trabalhos e linhas de pesquisas estdo sendo desenvolvidos a partir de fermentagdes,
tanto em estado solido como submerso para producdo de enzimas com aplicacdo
comercial. Em relacdo a producdo de proteases podem ser citados os trabalhos de:
Germano et al. (2003); Tubesha e Al-Delaimy (2003); Cavalcanti et al. (2005);
Sandhya et al. (2005); Silveira et al. (2005); Krishna et al. (2009); Sathya et al. (2009);
Merheb-Dini et al. (2010); Rocha (2010); Ding et al. (2012), os quais visaram

desenvolver condi¢Ges que minimizaria o descarte desses residuos no meio ambiente.

Segundo Rocha (2010) a bioconversdo de residuos agricolas e de industrias
alimenticias est4 cada vez mais em evidéncia, ja que representam recursos viaveis para a

sintese de produtos, como a producdo de enzimas, por exemplo.

Entre os residuos agroindustriais um dos que mais sdo citados por apresentar
bons resultados para producéo de protease coagulante é o farelo de trigo (MERHEB-
DINI et al., 2010). Isso acontece, provavelmente, devido a presenca e proporcdo dos
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nutrientes que compdem o farelo de trigo. Raupp et al. (2000) fizeram a analise da
composicao centesimal (base seca) do farelo de trigo (Tabela 2).

Tabela 2. Composicéo centesimal (base seca)® do farelo de trigo.

Fibra alimentar Carboidrato digerivel? Proteina Lipidio Cinza

43,69 27,92 19,79 3,43 6,33

'média de trés determinagdes analiticas; “estimado no hidrolisado produzido no procedimento

analitico de determinacdo da fibra alimentar.

Fonte: adaptada de Raupp et al. (2000).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho objetivou estudar a producgéo e caracterizacdo da protease
coagulante produzida pelo fungo termofilico Thermomucor indicae-seudaticae N31 via
fermentacdo submersa. Além disso, buscou produzir um extrato enzimatico com uma

elevada razéo entre atividade coagulante / atividade proteolitica.
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4. MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo descritas as etapas utilizadas para o processo de producao,
composicdo dos meios de fermentacdo, processo de extracdo enzimatica, analises para a

obtencdo dos valores de AC e AP e a caracterizagdo da enzima bruta.

4.1. Micro-organismo

A obtengéo do fungo filamentoso Thermomucor indicae-seudaticae N31 (Figura
8) se deu a partir da colecdo de micro-organismos do Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia Aplicada — IBILCE — UNESP. Para seu cultivo e manutencdo utilizaram-
se tubos de cultura com meio Sabouraud Dextrose Agar. A incubacéo foi realizada a 45
°C durante 48 horas (ou até crescimento completo). Ap6s o0 crescimento o0

armazenamento se deu em temperatura ambiente por se tratar de um fungo termofilico.

Figura 8. Tubo estoque do Thermomucor indicae-seudaticae N31.

4.2. Pré-Inéculo

Do tubo de cultura estoque foi preparado o pré-indculo, o qual funcionou como
crescimento provisorio do Thermomucor indicae-seudaticae N31 e, posteriormente,

como suspensdo de micélios a qual foi transferida para os meios fermentativos.
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Para preparé-lo foram utilizados 50 mL de meio de cultura Sabouraud colocados
em frasco Erlenmeyer de 250 mL, autoclavado a 120 °C por 20 min, em seguida
permaneceu inclinado até que o gel solidificasse e por fim, em condi¢des estéreis, foi
inoculado com uma alcada do tubo de cultura. Apos a inoculagdo incubou-se, sem

agitacdo, a 45 °C por 48 horas ou até crescimento completo.

4.3. Solucéo para suspender os micélios

Apos crescimento total do pré-indculo foi adicionado 100 mL de solucdo salina
composta de (NH4).SOs;, MgSO4.7H,O e NH;NOs, previamente esterilizada. A
concentracdo utilizada foi de 0,1 % para cada sal. Em seguida a superficie do meio foi
raspada com auxilio de uma alca de niquel-cromo a fim de se obter uma suspensao de
micélios, a qual foi utilizada para inocular 1 mL em cada um dos frascos Erlenmeyer

contendo 0s meios fermentativos.

4.4. Meios fermentativos

Foram preparados e autoclavados a 120 °C / 20 min, em frascos Erlenmeyer de
125 mL com volume fixo de solucéo salina (fonte de nitrogénio inorgénico) de 25 mL,
pH 5,5 contendo os seguintes sais: (NH4)2SO4, MgSO,.7H,0 e NH4NO3 e incubacgéo a
45 °C. Todos os procedimentos foram realizados em duplicata.

A seguir sera descrita a composicdo e condicBes de incubacdo dos meios

fermentativos avaliados:

4.4.1. Escolha da fonte de carbono

FSm com agitacdo de 150 rpm. Variou-se a fonte de carbono (farelo de trigo,
farelo de trigo com caseina, palha de arroz, residuo de milho, farinha de soja, extrato de
soja e ocard) em concentracdo de 1 %, incubou-se durante 144 horas (com extracdes a
cada 24 horas) e solucéo salina na concentragéo de 0,1 % para cada sal.
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Também foi testado com: dextrose, caseina e peptona de carne em concentracéo
de 1 %. Para estes substratos a incubacéo foi feita durante 96 horas (com extracdes a

cada 24 horas) e solucéo salina na concentragédo de 0,3 % para cada sal.

4.4.2. Avaliagdo da FSm estatica

Esse procedimento fez o uso da FSm sem agitacdo (estatica). Os substratos
testados foram: farelo de trigo, farinha de soja e extrato de soja na concentracgao de 1 %,
por 144 horas de incubacdo (com extragdes a cada 24 horas), solucdo salina na
concentracdo de 0,1 % para cada sal.

4.4.3. Variacao da concentracao da fonte de carbono

Neste teste utilizou-se um Unico substrato, o farelo de trigo, ja que apresentou

melhor desempenho na producéo da renina microbiana.

Foi variado a concentracdo de substrato em 2; 3; 4; 5 e 6 %, entretanto, a
concentracdo de solucdo salina foi mantida a 0,1 %.

Os frascos Erlenmeyer foram incubados durante 144 horas (com extracdes a

cada 24 horas) a 150 rpm.

4.4.4. Variacao da concentracdo da solucédo salina

O substrato utilizado foi o farelo de trigo onde a concentracao foi mantida a 1 %.
Porém, a solucéo salina teve suas concentracfes variadas em 0,3; 0,5; 0,7 e 0,9 % para
cada sal. O periodo de incubacdo foi de 144 horas (com extracGes a cada 24 horas) a
150 rpm.
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4.4.5. Combinacéo das concentracdes de farelo de trigo e solucéo salina

Neste experimento variou-se simultaneamente a concentracdo de farelo de trigo
em 3; 4 e 5 % e da solugdo salina em 0,3; 0,4 e 0,5 % para cada sal. Velocidade de

agitacdo de 150 rpm. As extracOes foram feitas em 72, 96 e 120 horas.

4.4.6. Componentes relacionados ao trigo

O procedimento baseou-se nos componentes individuais presentes no farelo de
trigo: gliten a 2 e 4 %, amido de trigo a 2 e 4 %, farinha de trigo a 2 e 4 %, farelo de
trigo com gldten a 4 %, farelo de trigo com amido de trigo a 4 %, farelo de trigo com
farinha de trigo a 4 %, amido de trigo com gliten a 4 % e bagaco de canaa 2 e 4 %
como fonte de fibras, as combinages realizadas tiveram a proporcéo de 1:1 mantidas.

Utilizou-se 0,3 % da concentragdo da solucéo salina com extracdo em 72 horas
de producéo e agitacdo de 150 rpm. Esses parametros foram escolhidos com base nos

resultados obtidos nessas condicdes.

4.4.6.1. Obtencdo do gluten

Utilizou-se 100 g farinha de trigo comercial (Nita) juntamente com 48 mL de
agua, a mistura foi amassada (em torno de 10 minutos) até que se obteve uma massa
homogénea, a qual foi lavada sob agua corrente até que a dgua ndo apresentasse a cor

branca.

Apoés lavagem, a amostra foi congelada e em seguida liofilizada durante 24
horas. Ja liofilizada, passou por processo de maceracdo até que fosse obtido um p6 o

qual foi utilizado nos demais experimentos.
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4.4.6.2. Obtencdo do amido de trigo

A agua da lavagem da massa foi reservada em baldes, os quais ficaram em
repouso até a decantacdo da maior parte do amido. Centrifugou-se o restante do

sobrenadante para maior aproveitamento.

A pasta obtida foi colocada em estufa de circulacéo de ar a 60 °C até completa
secagem, depois de seca macerou-se até formar um po, o qual foi utilizado para os

experimentos.

4.5. Extracdo enzimatica

Para a extracdo enzimatica filtrou-se o contetdo de cada frasco Erlenmeyer em
papel de filtro a vacuo e o extrato obtido foi centrifugado a 13776 g por 10 minutos a 5
°C. O sobrenadante obtido, denominado extrato enzimatico bruto, foi congelado a -20

°C para posteriores ensaios enzimaticos.

4.6. Determinagéo da atividade coagulante no leite

Determinou-se a AC de acordo com Arima et al. (1970), com modificagdes.
Cinco mL de solucdo 10 % (p/v) de leite desnatado (Itambé) acrescido com CaCl; 0,01
mol/L, foi pré-incubado em banho-maria a 35 °C durante 10 minutos. Em seguida

adicionou-se 0,5 mL de solucéo enzimética e iniciou-se a contagem do tempo.

A formacdo do coagulo foi observada enquanto rodava-se continuamente o tubo
de ensaio em banho-maria termostatico para teste de coalho/coagulante MA
470/Coalho/1 (Figura 9A).

O tempo em que as primeiras particulas (Figura 9B) foram formadas foi medido.
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(A) (B)

Figura 9. Banho termostatico para testes de coalhos e coagulantes (A); Tubo de ensaio

coagulado (B).

Uma unidade de atividade coagulante (MCU) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria presente em 1 mL de extrato que coagulou 10 mL de substrato em 40
minutos e foi calculada de acordo com Shata (2005): UAC/mL = 2400/t x S/E, onde t é
0 tempo necessario para formacdo do coagulo, S é o volume de leite e E é 0 volume de

enzima.

4.7. Determinacdo da atividade proteolitica

A AP foi determinada de acordo com Merheb et al. (2007), com modificacdes.
Este procedimento requereu de um controle para cada amostra. A mistura da reacdo das
amostras foi composta de 0,4 mL de caseina (Sigma) 0,5 % (p/v) diluida em tampéo
acetato 0,2 mol/L pH 5,5 como substrato; 0,4 mL de tampéo acetato 0,2 mol/L pH 5,5 e
0,2 mL de extrato enzimatico. A reacdo ocorreu em banho-maria a 35 °C e ao término
de 30 minutos a reacdo foi interrompida devido a adicdo de 1 mL de acido
tricloroacético (TCA) 10 %; ja para os controles a mistura da reacdo se diferenciou no
momento da adi¢cdo do extrato enzimatico o qual foi adicionado apds a interrupgdo da
reacdo com TCA 10 %. As amostras e controles foram centrifugados a 11159 x g
durante 9 minutos. A leitura da absorbéncia foi realizada a 280 nm.
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A atividade proteolitica foi calculada da seguinte maneira: UAP/mL = (A
Abs,gonm X 10 X fator de dilui¢do) / (E x t), onde E é o volume de enzima e t € o tempo
da reacdo. A atividade especifica foi expressa como unidades de atividade enzimatica
por mg de proteina.

4.8. Determinacdo da Relacéo entre atividade coagulante e proteolitica

O calculo da Relacéo (R) entre atividade coagulante (AC) e proteolitica (AP) foi
feito da seguinte maneira: R = Atividade Coagulante (U/mL) / Atividade Proteolitica
(U/mL).

4.9. Caracterizagdo do extrato enzimatico bruto por meio das atividades
coagulante e proteolitica

4.9.1. pH 6timo

Para a atividade coagulante a analise do pH 6timo foi realizada em um banho-
maria com rotacdo a 35 °C em uma faixa de pH de 5,0 a 7,5.

Em um tubo foi adicionado 5 mL de solugdo 10 % (p/v) de leite em po
desnatado (Itambé) diluido em tampéo a 0,2 mol/L: Acetato (5,0 a 5,5), Mes (6,0 a 7,0)
ou Taps (7,5), acrescido de CaCl; a 0,01 mol/L. Esta mistura foi previamente incubada
durante 10 minutos, em seguida adicionou-se 0,5 mL do extrato enzimatico e o tempo

foi marcado até a coagulacéo.

Na atividade proteolitica a faixa de pH analisada foi de 4,5 a 8,5, os tampdes
utilizados tinham molaridade de 0,4 mol/L: Acetato (4,5 a 5,5), Mes (6,0 a 7,0) ou Taps
(7,5 a8,5) e asolucdo de caseina 0,5 % foi diluida em agua.
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4.9.2. pH de estabilidade

Houve um pré-tratamento da enzima na determinacdo do pH de estabilidade,
onde a mesma foi diluida em proporcdo de 1:1 em solucdes tampdo a 0,4 mol/L:
Acetato (3,5 a5,5); Mes (5,5a7,0) e Taps (7,5 a 9,5) e mantida a 25 °C por 24 horas.

Ao término desse periodo, aliquotas de todos os pH foram tomadas para 0s
ensaios de atividade coagulante e proteolitica residuais, 0s quais procederam conforme

os itens 4.6. e 4.7., respectivamente.

4.9.3. Temperatura 6tima

Para a determinacdo deste parametro, a faixa de temperatura testada

compreendeu de 35 a 80 °C com variagéo de 5 °C.

As analises prosseguiram como descritas nos itens 4.6. e 4.7. em cada uma das

temperaturas avaliadas.

4.9.4. Temperatura de estabilidade

A analise da temperatura de estabilidade da enzima requereu de um pré-
tratamento, o qual consistiu na pré-incubacdo do extrato enzimatico em banho-maria
durante 1 hora em cada uma das temperaturas testadas entre 35 a 80 °C (com variacao

de 5 °C), em seguida as analises foram feitas de acordo com os itens 4.6. e 4.7. a 35 °C.

4.9.5. Efeito da temperatura de descongelamento

Aliquotas congeladas de extrato enzimatico foram submetidas a diferentes
temperaturas (4, 15, 23, 35 e 60 °C) somente o tempo suficiente para o

descongelamento.

Em seguida, seguiu-se com as analises mencionadas nos itens 4.6. e 4.7.
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4.9.6. Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento do extrato

enzimatico bruto sobre a atividade enziméatica

O experimento consistiu em analisar a viabilidade da atividade enzimatica do
extrato bruto ao decorrer de 10 semanas de armazenamento em diferentes temperaturas
(-20 °C, 7 °C e 25 °C).

Apos a extracdo enzimatica foram determinadas as atividades coagulantes e

proteoliticas no tempo zero.

Para o armazenamento a -20 °C nada foi adicionado ao extrato, todavia a fim de
prevenir o crescimento microbiano, foi adicionado 0,2 % de azida sodica nos tubos

armazenados a 7 e 25 °C.

A cada semana as atividades coagulantes e proteoliticas foram realizadas com o

objetivo de determinar a estabilidade da enzima.

4.9.7. Influéncia da concentracéo do cloreto de calcio na atividade coagulante

Foi adicionado a solucdo 10 % (p/v) de leite desnatado (Iltambé) diferentes
concentragdes de CaCl, (0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,06 e 0,1 mol/L), em seguida a AC foi

determinada de acordo com o item 4.6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Influéncia do tipo de substrato na producéo da enzima

A atividade enzimatica foi avaliada até o sexto dia, com agitagdo de 150 rpm,
em diferentes substratos a 1 % de concentragéo: farelo de trigo (FT), palha de arroz
(PA), residuo de milho (RM), farelo de trigo com caseina (FTC), extrato de soja (ES),
farinha de soja (FS), ocara (OC), dextrose, caseina e peptona de carne. Também foi
avaliada a producdo enzimatica sem agitagdo com farelo de trigo, farinha de soja e
extrato de soja a 1 %, durante seis dias.

300 A

200 +
100 4 I I
0
51 52 53 54 855

Figura 10. Producéo da enzima a partir de diferentes substratos a 1 %; 45 °C e 0,1 % solu¢édo
salina. S1: FT, 72 horas, 150 rpm, AC=12,4 U/mL e R=282; S2: FT, 96 horas, sem
agitacdo, AC=11,7 U/mL e R=275; S3: ES, 24 horas, 150 rpm, AC=9,8 U/mL e
R=206; S4: OC, 48 horas, 150 rpm, AC=10,7 U/mL e R=192; S5: FS, 48 horas,
150 rpm, AC=6,4 U/mL e R=127.

Razio AC/AP

A Figura 10 mostra a producao da enzima em diferentes substratos, observou-se
que o fungo T. indicae-seudaticae N31 foi capaz de produzir a enzima coagulante em

diferentes periodos de incubacdo, isso ocorreu pela mudanca do substrato. Entretanto,
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observa-se que o FT (S1) apresentou os melhores resultados da razdo e AC dentre os
demais substratos testados, correspondendo a R=282 e AC=12,4 U/mL.

Portanto, foi determinado que a producéo da protease fosse feita a partir do FT
como substrato, ja que foi 0 meio onde se obteve a maior AC nas condi¢gdes com e sem
agitacdo. Entretanto, seria utilizada a FSm com agitacdo, a principio, por ter apresentado
maior valor em menor tempo de fermentacdo (Figura 10- S1).

Como visto no presente trabalho, alguns fatores influenciam na produgéo
enzimatica, um deles é quando se altera 0 micro-organismo, por exemplo: 96 horas em
FES Aspergillus niger MC4 (CHANNE; SHEWALE, 1998); 192 horas de incubagéo
em fermentacdo estatica com o Penicillium oxalicum (HASHEM, 1999); 40 horas de
FSm Nocardiopsis sp (CAVALCANTI et al., 2005); 48 horas em FES Rhizopus oryzae
(KUMAR et al., 2005); 48 horas de cultivo em FES Mucor miehei (SILVEIRA, 2007),
sugerindo que ndo hd um ponto fixo universal de melhor producdo e ainda, além do
micro-organismo, a fonte de carbono utilizada demonstrou ter papel vital na

determinagéo do tempo de incubacdo (Figura 10).

O tipo de fermentacdo é um fator importante na producéo da enzima, diferente
do resultado obtido neste trabalho, Merheb-Dini et al. (2010) que também utilizaram o
T. indicae-seudaticae N31 e o substrato FT, porém em FES, encontraram que o melhor
periodo de producdo foi no primeiro dia. E ainda, no presente trabalho utilizando FSm
com agitacdo de 150 rpm e estatica foi observado periodos diferentes de maior valor de
AC, sendo o terceiro e 0 quarto dia, respectivamente (Figura 10 — S1 e S2).

Prakasham et al. (2006) também concordam que as caracteristicas de producéo
variam, em geral, de micro-organismo para micro-organismo. A partir dos dados de
caracterizagdo completa do individuo isolado é feito uma avaliagdo do potencial de
producdo comercial. Merheb-Dini et al. (2010) completam afirmando que o tempo de
producdo normalmente ocorre de 2 a 8 dias.

Durante os testes preliminares utilizou-se a combinacéo de caseina ao farelo de
trigo, ja que alguns artigos a descrevem como intensificadora na producdo da enzima. E
0 caso de Escobar e Barnett (1993), Lima et al. (2003) e Silveira et al. (2005), os quais
utilizaram o fungo Mucor miehei e obtiveram, com essa combinagdo, um aumento na
producdo de renina microbiana. Entretanto, para o T. indicae-seudaticae N31 essa

combinacdo ndo foi significativa para producdo da enzima em nenhum dos periodos
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avaliados (24 a 144 horas). Merheb-Dini et al. (2010) também observaram que a caseina

adicionada ao farelo de trigo ndo aumentou significativamente a producdo enzimatica.

Vaérios substratos podem ser utilizados para a producdo da renina microbiana
(SILVEIRA et al., 2005): Channe e Shewale (1998) utilizaram o Aspergillus niger MC4
através de FES, e encontraram que o melhor meio para producdo foi composto de
amido, peptona de carne e solucédo e sais. Concluiram entdo, que o amido foi uma boa
fonte, porque retardou liberacdo de agucares durante a fermentacdo. O presente trabalho
discorda de Channe e Shewale (1998), o qual ao avaliar o perfil de fermentacéo
utilizando o amido, a peptona de carne, 0 amido combinado ao farelo de trigo (1:1) e 0
amido combinado ao gliten, obteve-se, em ambas as condicdes, valores insatisfatorios
para a producdo (Tabela 4); Beyenal et al. (1999) estudaram a estirpe comercial de
Mucor miehei (NRRL 3420), a fermentacdo foi realizada em um fermentador
alimentado continuamente, utilizando um meio contendo extrato de levedura, sais e D-
glucose, obtiveram bons resultados; Cavalcanti et al. (2005) que cultivou o
Nocardiopsis sp via FSm em meios contenho sais e variagdes de concentragdo de
farinha de soja e glicose também obtiveram resultados interessantes para producéo,
além disso, os autores consideraram este trabalho como uma alternativa promissora e de
baixo custo ja que o Brasil é um grande produtor de soja. Entretanto, como mostra a
Figura 10, os resultados obtidos no presente trabalho, ndo foram satisfatérios para a
producdo com farinha de soja; Silveira et al. (2005) com o Mucor miehel em FSm
conseguiram produzir a enzima a partir de farinha de semente de algoddo e agua de
maceragdo de milho. Ja em 2007 por meio de FES utilizou o farelo de trigo combinado
com HCI, farelo de laranja, aveia e farelo de arroz, com e sem suplementacdo de
caseina. Encontrou bons resultados com essas combinacgdes e constatou que a caseina
potencializa a sintese de renina (SILVEIRA, 2007); Kumar et al. (2005) produziram a
protease coagulante através do fungo Rhizopus oryzae por meio de FES com farelo de
trigo; Merheb-Dini et al. (2010) através da FES com o Thermomucor indicae-
seudaticae N31 mostraram que o farelo de trigo por si s6 foi um bom substrato para a
producéo de AC, concordando com os resultados obtidos neste estudo.

Bons resultados utilizando-se o farelo de trigo também foram constatados por
outros autores ao estudar outros fungos (TUBESHA; AL-DELAIMY, 2003;
KURUTAHALLI et al., 2010; DING et al.,, 2012). Como demonstrado por Varios
autores e também no presente trabalho, o farelo de trigo é um dos substratos de maior
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potencial na producdo da renina microbiana, resultando em alta AC, AP relativamente
baixa e, portanto, uma elevada razdo AC/AP, resultado interessante para a producéo
como explicado anteriormente. Além disso, o farelo de trigo € um residuo, tornando o

processo de producdo mais acessivel e menos dispendioso.

5.2. Efeito da concentracéo do substrato e da solucéo salina

A partir dos resultados preliminares determinou-se que o FT seria o substrato
utilizado, em processo de FSm com agitacdo de 150 rpm, incubacéo a 45 °C e tempo de
incubagcdo de 144 horas com extracdo a cada 24 horas. Entretanto, variacfes na
concentracdo do substrato (FT) e da solucdo salina seriam feitas, neste experimento,
separadamente a fim de avaliar qual dessas variaveis tem maior influéncia na resposta

de producéo enzimatica.

Dois grupos de meios fermentativos foram preparados, no primeiro variou-se a
concentracdo do substrato de 2, 3, 4, 5 e 6 % e manteve-se a concentracdo da solucao
salina em 0,1 %; no segundo grupo a concentracdo do substrato foi mantida a 1 % e
aumentou-se a concentracdo da solucdo salina para 0,3, 0,5, 0,7 e 0,9 %. Ambos 0s
experimentos foram realizados simultaneamente a 45 °C durante 144 horas a 150 rpm.

Ao término das fermentagdes observou-se que a concentracdo do substrato teve
maior influéncia na resposta enzimatica do que a concentracdo da solucdo salina, onde,
as melhores condicdes para cada experimento foram de 3 % para a concentracdo de
substrato e 0,3 % de concentracdo da solucdo salina, ambos em 72 horas de incubacao,

os valores de AC foram de 33,7 U/mL e 21,5 U/mL, respectivamente.

O experimento seguinte foi baseado neste teste, portanto adotou-se as melhores
concentracdes (substrato: 3, 4 e 5 %; solucédo salina: 0,3 e 0,5 %) e os melhores periodos
de incubacgdo (72 a 120 horas) para combina-los e avaliar se ha interagdo e um possivel

sinergismo entre essas variaveis.
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5.3. Variacdo simultanea da concentracdo do substrato, solucdo salina e

periodo de incubacédo

A partir do experimento anterior foram estabelecidas algumas combinacdes de

condicdes que poderiam nos remeter a melhores respostas de producéo enzimatica.

A partir da Tabela 3 constatou-se que as variaveis sao sinérgicas, a medida que
ao combinéa-las, foram obtidos resultados superiores aos demais resultados encontrados

anteriormente.

Observou-se tanto um aumento da R quanto da AC, os quais atingiram valores
de R superior a 400 em 2 dos 33 experimentos e AC superior a 60,0 U/mL em 3 dos 33,
a condicdo que apresentou, a0 mesmo tempo, valores elevados de R e AC foi alcancada
em 72 horas de incubacdo, concentracdo do substrato de 4 % e solucgéo salina de 0,3 %
com valores de 510 e 60,5 U/mL, respectivamente.

Tabela3. AC e Razdo AC/AP a partir da combinacdo de diferentes concentracdes de FT,
diferentes concentracdes de solucdo salina e periodo de incubagdo de 72 a 120
horas, 45 °C a 150 rpm.

FT SS 72h 96 h 120 h
% % AC(U/mL) AC/AP AC(U/mL) AC/AP  AC(UimL)  ACIAP
03 215+08 377+114 127+38 298+109 103+63 322+97
1 04 - - - - - -
05 266+44 288+33 115+18 210+24 134+39  297+29
03 526+28 378+11 212+48 16511 353+150 223+72
3 04 382+58 243+9 359+80 217+46 344%58  254+99
05 30,7+83 476+133 381+09 236+10 292+118 184+64
03 605+43 51078 519+72 382+97 340%90 328+38
4 04 542+16 2379 511+28 245%2  51,9+39  267+29
05 439+35 246+43 477+88 226+14 41,1+05 227+15
03 638+56 311+71 441+51 254+21 361+63 262+94
5 04 67,1+80 385+115 57,9+104 271+9  388%74 177+28
05 330+42 145+24 573+72 253+44 50,0+101 373+18

(-) Anélise ndo realizada
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A razdo foi demonstrada em varios trabalhos: Preetha e Boopathy (1997)
estudaram algumas propriedades da enzima a partir de Rhizomucor miehei NRRL 3500
e compararam com a enzima comercial (proveniente do bezerro e do Mucor miehei). A
AP ap06s um tratamento térmico foi determinada e expressa como um indice de
termoestabilidade. Ao final do experimento observaram que a relacdo AC/AP do
Rhizomucor miehei NRRL 3500 foi de 2,3, a do bezerro 4,9 e do Mucor miehei 2,0;
Hashem (1999) que ao estudar alguns fungos determinou que o melhor produtor da
enzima coagulante era o Penicillium oxalicum o qual a partir da fermentacdo estatica
obteve a razéo de 4,55 em 8 dias de incubacdo. Esse valor quando comparado a razdo
obtida no presente trabalho utilizando o T. indicae-seudaticae N31 é bem inferior, além
disso, a producdo enzimatica ocorreu no terceiro dia de fermentacdo; Kurutahalli et al.
(2010) fizeram a triagem entre 16 cepas de fungos e encontraram que o Aspergillus
oryzae MTCC 5341 foi 0 maior produtor em FES composto de farelo de trigo, farinha
de soja desengordurada e leite em pd desnatado durante 120 horas de incubacéo, eles
obtiveram o valor da razdo no extrato bruto de 2,54; Merheb-Dini et al. (2010) através
da FES com o T. indicae-seudaticae N31 encontraram a maior razdo de 76 em 24 horas
de FES com o farelo de trigo; EI-Baky et al. (2011) utilizaram a FSm com agitacdo de
150 rpm e produziram a renina microbiana com o basidiomiceto Piptoporus soloniensis,
como resultado encontraram uma razdo de 51. Os dois ultimos trabalhos citados
possuem as maiores razdes quando comparados aos citados anteriormente, entretanto
quando comparados aos dados obtidos neste trabalho observa-se que a razdo AC/AP da
enzima produzida pelo T. indicae-seudaticae N31 via FSm é muito superior.

A razdo é o parametro que justifica a adequabilidade do coagulante para a
substituicdo do coalho, entretanto é valido comparar o tempo de coagulagdo (tempo
necessario para que se formem os primeiros sinais de coagulo), uma vez que nem todos
os trabalhos disponiveis na literatura utilizam a mesma férmula para o célculo, como no
trabalho de Benlounissi et al. (2012), os quais estudaram algumas espécies de fungos
produtores da renina microbiana, sendo que de todas as espécies avaliadas o Aspergillus
tamarii foi aquele que mais rapido coagulou o leite (5 minutos), tempo semelhante
quando compara-se a melhor condicdo encontrada no presente trabalho, descrita pela
Tabela 3 (6 minutos).
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5.4. Componentes relacionados ao trigo

O experimento seguinte teve como base 0s componentes principais do trigo,
portanto, as fermentacdes foram realizadas a partir do gluten 2 e 4 %, amido de trigo 2 e
4 %, farinha de trigo 2 e 4 %, farelo de trigo com gluten 4 %, farelo de trigo com amido
de trigo 4 %, farelo de trigo com farinha de trigo 4 %, amido de trigo com gliten 4 % e
bagaco de cana 2 e 4 % como fonte de fibras, as combinacGes realizadas mantiveram a
proporcao de 1:1. A concentracdo da solucdo salina foi mantida a 0,3 % com extracao

em 72 horas de producéo e agitacdo de 150 rpm.

Os resultados obtidos ndo foram satisfatorios, no fato de que a producéo da
protease foi baixa (Tabela 4). Os meios contendo somente: gluten, amido de trigo, farelo

de trigo com glaten e bagaco de cana ndo apresentaram AC.

Tabela4. Razdo AC/AP e pH dos substratos relacionados ao farelo de trigo. FSm durante
72 horas, 45 °C, 150 rpm, solucéo salina de 0,3 %.

Concentracao do substrato

Fonte de carbono 2% 4%
AC/AP pH AC/AP pH

Glaten - 8,3+ 0,04 - 8,0 £0,02
Amido - 3,7+0,07 - 3,7+0,05
Farinha de trigo 210+ 15 3,7+0,01 160 £ 60 3,7+0,04
FT : Gliten * * - 8,2+0,11
FT : Amido * * 41+1 3,6 £ 0,00
FT : Farinha * * 152 +11 3,6 £0,02
Amido : Gluten * * 145 + 38 50+0,47
Bagaco de cana - 5,3+0,01 - 5,1+0,03

- Valor ndo calculado

* FSm nao realizada
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Embora tenham sido encontradas elevadas razfes, os valores de AC foram
demasiadamente baixos quando comparados ao experimento anterior (Tabela 3),
determinando, por conseguinte, que esses substratos nessas concentragdes ndo sao
adequados para a producdo da renina microbiana. Contudo, esse experimento mostrou o
comportamento do fungo em relagéo a intensa modificacdo do pH do meio o qual era,
inicialmente, de 5,5. Como observado na Tabela 4, quando o meio foi composto
somente por proteina (gldten) houve uma alcalinizagdo e mesmo assim foi evidenciado
0 crescimento do fungo podendo, em algum momento, ter havido a producédo
enzimatica, entretanto, através da caracterizagdo da enzima foi constatado que em pH
igual ou maior que 8 a mesma perde a atividade, isso provavelmente deve ocorrer
devido a mudancas em sua estrutura tridimensional, portanto, se houve a producdo

enzimatica, com o aumento do pH a mesma foi desnaturada.

J& quando possuiu maior concentracdo de carboidrato houve a acidificacdo em
todos 0s meios testados e embora tenha havido o crescimento do fungo a auséncia de
proteina no meio provavelmente interferiu indicando que h& necessidade de uma

inducéo para a producéo.

Em meios onde foi feita a combinacdo do gluten e amido (1:1) o pH se manteve
na faixa de 5, préximo ao pH inicial, entretanto como mostra a Tabela 4, o pH néo &,
sozinho, capaz de determinar se ha ou ndo a producdo da enzima, ja que no bagaco
também estava por volta de 5 e ndo houve AC, talvez ao modificar a proporcao de
gldten e amido os resultados se mostrem de outra forma, entretanto mesmo se houvesse
a mudanga na proporgéo e um relativo aumento na producéo, a tendéncia em apresentar
um valor de AC baixo ainda permaneceria, ja que na melhor condi¢do o valor maximo
de AC néo passou de 10,9 U/mL.

O pH foi aferido durante todas as condicdes testadas, e as que se mostraram mais
adequadas para producdo da renina microbiana, compreendia o valor entre: 5,22 — 6,56,

sendo que na melhor condigéo para producéo (Tabela 3) o pH foi de 6,22.
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5.5. Velocidade de agitacéo

Uma vez que cada micro-organismo tem sua resposta enzimatica variada de
acordo com o substrato, solucdo salina, tempo e temperatura de incubacéo, esta parte do
estudo dedicou-se a avaliar a influencia da velocidade de agitacdo na producgéo
enzimatica, ja que é um parametro de grande relevancia, Ding et al. (2012) néo
estudaram a composicdo do meio, mas sim a velocidade de agitacdo e os niveis de
aeracdo, parametros que segundo eles sdo pouco estudados, o micro-organismo de
estudo foi o Bacillus amyloliquefaciens, o qual também se voltou para a producdo de
uma protease coagulante, com o trabalho obtiveram um valor maximo da producéao
quando modificaram a aeracdo de 350 para 500 rpm, a partir desse estudo o préximo

experimento realizado teve como foco a velocidade de agitagdo do meio.

As melhores condig¢Oes obtidas com o experimento ilustrado na Tabela 3 foram
mantidas em todas as velocidades testadas.
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Figura 11. Interferéncia da velocidade de agitacdo na producdo da enzima coagulante. FSm;

substrato farelo de trigo a 4 %; solugdo salina a 0,3 %; 72 horas de incubacéo; 45 °C.

De acordo com a Figura 11 a velocidade que foi utilizada durante todo o estudo
ja era, coincidentemente, a velocidade ideal de maior producdo. Entretanto, com este
experimento foi possivel observar mudancas significativas no crescimento do fungo o

qual cresceu somente em forma filamentosa quando ndo tinha agitacdo e em baixa
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velocidade (50 rpm), ja quando aumentou-se para 100 rpm foi notado o crescimento em
ambas as formas filamentosas e peletizadas, esta velocidade demonstrou ser uma
transicdo no modo de crescimento do fungo, por fim a partir de 150 rpm ndo observou-

se mudangas significativas, crescendo somente em pellets.

5.6. Caracterizacdo do extrato bruto através das atividades coagulante e
proteolitica

5.6.1. pH 6timo

Essa determinacdo é importante uma vez que cada enzima possui 0 seu pH
Otimo. A Figura 12 mostra o efeito que o pH exerce nas atividades coagulante e
proteolitica, de acordo com estes graficos observa-se que o pH Otimo da protease
coagulante obtida a partir do T. indicae-seudaticae N31 via FSm é 5,5 em ambos 0s
casos e conforme aumenta o pH ha uma diminuicdo das atividades até se extinguirem
em 7,5 para a coagulante e 8,0 para a proteolitica. Na AC o ponto inicial foi em 5,5,
pois em pH menor que esse valor a analise ficaria comprometida uma vez que esse teste
utiliza leite como base da reacdo e como € sabido, o pH de 4,6 corresponde ao ponto
isoelétrico da caseina, assim a mistura da reacdo ja estaria desestabilizada o que nos

levaria a um resultado ndo confiavel.

Como dito anteriormente, conforme o aumento do pH maior é a diminuicdo da
atividade enzimatica, esse comportamento é esperado ja que a grande maioria das
enzimas asparticas produzidas por fungos tem uma melhor resposta em pH baixos.
Resultados semelhantes ao presente estudo também foram observados nos trabalhos de
Preetha e Boopathy (1997) utilizando o Rhizomucor miehei; Kumar et al. (2005) a partir
do Rhizopus oryzae; Merheb et al. (2007), os quais utilizaram o Thermoascus
aurantiacus e El-Baky et al. (2011) com o basidiomiceto Piptoporus soloniensis. Em
ambos os trabalhos citados, conforme o aumento do pH a atividade enzimatica era

reduzida.

O pH inicial da mistura do leite para realizar o ensaio de AC também foi aferido

e possuia o0 valor de pH em 6,26 valor esse que em um processo de producdo industrial
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poderia ser facilmente alterado ja que em muitos processos de producdo de queijos sao
adicionadas culturas “starter” as quais normalmente sdo compostas por bactérias
acidulantes, portanto ao acidificar o pH do meio o efeito da enzima produzida pelo T.

indicae-seudaticae N31 seria favorecida.

.
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Figura 12. Determinacdo do pH otimo representado pelas atividades coagulante (m) e
proteolitica (o). FSm; substrato farelo de trigo a 4 %; soluc¢do salina a 0,3 %; 72

horas de incubagéo; 45 °C.

5.6.2. pH de estabilidade

O longo periodo de exposicao da enzima em diferentes pH demonstrou que o pH
em que sua atividade é 6tima ndo é necessariamente o pH mais estavel. Como ilustrado
na Figura 13, pbde-se observar que em ambos 0s ensaios enzimaticos ndo foi
encontrado uma ampla faixa de estabilidade. Além disso, os pontos de maior
estabilidade para AC e AP sdo diferentes, sendo 4,0 e 4,5 respectivamente, tambem é
notavel que no ensaio da AC a queda no valor de atividade € mais acentuada quando
comparado a AP. Resultado semelhante foi encontrado por Sardinas (1968) o qual

caracterizou a renina microbiana produzida pela Endothia parasitica e encontrou que o
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pH de estabilidade era 4,5, além disso, neste estudo também ndo foi encontrado uma

ampla faixa de estabilidade.

Kumar et al. (2005) ao caracterizarem a protease obtida do Rhizopus oryzae e
El-Baky et al. (2011) ao produzirem a renina microbiana a partir do basidiomiceto
Piptoporus soloniensis encontraram que o pH de maior estabilidade era por volta do 6,0,
entretanto, o primeiro manteve a estabilidade por uma ampla faixa de pH (4,0 — 9,0)
com variagdo maxima de apenas 50 %, ja o0 segundo manteve 70 % da atividade em uma
pequena faixa de pH 3,0 — 5,0, atingindo o pico em pH 6,0 e decrescendo a partir dai até

se extinguir em pH 7,5.
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Figura 13. Efeito da longa exposi¢éo a diferentes valores de pH sobre as atividades coagulante
(m) e proteolitica (o). FSm; substrato farelo de trigo a 4 %; solucédo salina a 0,3 %;

72 horas de incubacdo; 45 °C.

5.6.3. Temperatura Gtima

Por se tratar de um fungo termofilico j& era esperado que a temperatura étima da

enzima em questdo teria sua atividade 6tima em temperaturas elevadas.
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A Figura 14A descreve o0 efeito que a temperatura exerceu sobre a atuacao
enzimatica, onde o valor da atividade aumenta gradativamente até o valor maximo
encontrado para AC, a 65 °C, o qual é sete vezes maior do que a 35 °C (temperatura de
fabricacdo de grande parte dos queijos), em contrapartida a partir de 65 °C a atividade
enzimatica diminui. Quando se compara a eficiéncia desempenhada pela enzima em sua
temperatura 6tima (65 °C) com a temperatura de fabricacdo média de queijos (35 °C)
observa-se uma performance cerca de cinco vezes maior, o que poderia ser tratado como
empecilho para a aplicacdo da mesma na producdo de queijos dado ao rendimento
relativamente baixo a 35 °C, entretanto quando avalia-se 0 desempenho somente a 35
°C, observa-se que a acdo desta renina microbiana é perfeitamente aceitavel para tal
aplicacdo, ja que a AC e R sdo satisfatorias (60,5 U/mL e 510, respectivamente) na
melhor condigédo apresentada pela Tabela 3.

Para a AP (Figura 14B) também foi observado um aumento gradativo da
atividade enzimatica, a qual aumenta até o pico em 60 °C e declina a partir dessa
temperatura, observou-se que a diminuicdo da AP foi mais suave do que da AC.

No estudo de Merheb-Dini et al. (2010), os quais tambem produziram uma
protease coagulante a partir do T. indicae-seudaticae N31, porém utilizando a FES,
encontraram que tal enzima é estavel até a 45 °C e a partir deste ponto declina até
perder toda atividade em 60 °C. Este resultado quando confrontado ao obtido no
presente trabalho indica que a enzima obtida via FSm resiste a temperaturas mais altas
do que a enzima obtida via FES. A protease obtida por Kumar et al. (2005) a partir do
Rhizopus oryzae também resistiu a elevadas temperaturas, aumentando sua atividade até
0s 60 °C, a partir deste ponto houve um declinio, até perder toda a atividade ao atingir
0s 70 °C.

Ja a protease coagulante produzida pelo Piptoporus soloniensis no estudo de El-
Baky et al. (2011) apresentou-se mais sensivel a elevadas temperaturas, tendo o pico de
atividade a 40 °C, decrescendo a partir dessa temperatura para apenas cerca de 20 % da
atividade até se extinguir em 60 °C.
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Figura 14. Determinacdo da temperatura 6tima representada pelas atividades coagulante (A) e
proteolitica (B). FSm; substrato farelo de trigo a 4 %; solu¢do salina a 0,3 %; 72

horas de incubagéo; 45 °C.

5.6.4. Temperatura de estabilidade

O extrato enzimatico foi submetido a diferentes temperaturas durante 1 hora, a

Figura 15 mostra a estabilidade da enzima através da analise das atividades coagulante
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(m) e proteolitica (O0) as quais permaneceram estaveis até 55 °C e apresentaram
aproximadamente 80 % de atividade residual a 60 °C, 50 % a 63 °C até perderem a
atividade a partir de 65 °C.
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Figura 15. Efeito da incubaco do extrato bruto durante 1 hora em diferentes temperaturas. AC
(w); AP (o). FSm; substrato farelo de trigo a 4 %,; solucéo salina a 0,3 %; 72 horas

de incubacéo; 45 °C.

A protease apresentou termoestabilidade caracteristica de enzimas obtidas de
fungos termofilicos como a protease encontrada no trabalho de Li et al. (1997), os quais
estudaram o Thermomyces lanuginosus via FSm, neste trabalho a atividade foi de
aproximadamente 80 % quando submetida a 60 °C durante 50 minutos, resultado
semelhante ao do presente estudo. J& Merheb et al. (2007) a partir do Thermoascus
aurantiacus em FES, encontraram uma protease mais resistente, mantendo 100 % da

atividade mesmo quando submetida a 60°C por 1 hora.

Resultado parecido também pbde ser observado a partir de fungos mesofilicos,
como o caso de Channe; Shewale (1998) os quais obtiveram a partir do Aspergillus
niger MC4 um extrato enzimatico que apresentou elevada tolerancia a altas
temperaturas, sendo inativada somente quando aquecida a 60 °C durante 80 minutos.

O tipo de fermentacdo pode alterar algumas caracteristicas da enzima como a

temperatura de estabilidade, por exemplo. Quando se compara 0 presente estudo ao
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trabalho Merheb-Dini et al. (2010) os quais produziram uma protease coagulante, a
partir do mesmo micro-organismo (T. indicae-seudaticae N31) e substrato (FT),
conclui-se que a temperatura de estabilidade térmica da enzima produzida em FSm é

maior do que a produzida por FES, sendo de até 55 °C e 45 °C, respectivamente.

Outros trabalhos apresentaram resultados semelhantes ao estudo de Merheb-Dini
et al. (2010), como: Hashem (1999), o qual encontrou uma protease coagulante mais
sensivel a elevadas temperaturas quando utilizou o Penicillium oxalicum, que manteve
somente 52 % de AC a 50 °C durante 30 minutos. Resultado semelhante foi obtido por
Shieh et al. (2009), os quais trabalharam com uma bactéria para a producdo da enzima
coagulante (Bacillus subtilis natto) e ao realizarem o teste de estabilidade da enzima
observaram que a atividade decresceu para 47 % apés incubacdo durante 40 minutos a
55 °C e se extinguiu a 65 °C, valores relativamente baixo quando comparado a atividade
residual apresentada pelo T. indicae-seudaticae N31 via FSm, a qual caiu para
aproximadamente 50 % somente quando submetida por 1 hora a 63 °C.

Enzimas resistentes a elevadas temperaturas vem sendo estudadas, uma vez que
as enzimas nao resistentes podem perder sua atividade dado ao armazenamento
inadequado, feito em temperaturas elevadas, por exemplo. No entanto, Wilkinson e
Kilcawley (2005) descrevem que a maior parte da enzima é expulsa do coagulo, sendo
liberada juntamente com o soro no processo de producdo de queijos, contudo, essa parte
remanescente no coagulo ainda pode promover a protedlise, o que levaria ao
aparecimento de um gosto amargo bem como uma alteracdo na textura. Ja que a renina
bovina é aquela que melhor desempenha a funcdo de coagulacdo do leite é interessante,
portanto, produzir um coagulante microbiano com caracteristicas que se assemelham a
ela. Uma parte do estudo de Moschopoulou et al. (2006), foi avaliar a temperatura de
inativacao da renina de bezerro, a qual se tornou inativa a partir de 62 °C em pH de 6,2,
resultado similar ao encontrado no presente estudo, onde a atividade se extingue em 65
°C.



57

5.6.5. Temperatura de descongelamento

O método de descongelamento é importante em produtos com elevado teor de
proteina. Nestes casos, o descongelamento lento é preferencial, j& que nestas condi¢fes
a agua pode retornar lentamente a posi¢édo original, anterior ao congelamento, atraves da
difusdo (COLLA; PRENTICE-HERNANDEZ, 2003).

A temperatura de descongelamento em composi¢des com elevado teor protéico é
descrita como um fator desnaturante, ou seja, pode haver perda da funcionalidade, em
vista disso, foi feito um teste o qual utilizou diferentes temperaturas para o
descongelamento (4, 15, 23, 35 e 60 °C), onde as amostras congeladas permaneceram

incubadas apenas tempo suficiente para descongelar.

A Figura 16 mostra que a protease coagulante produzida pelo T. indicae-
seudaticae N31 produzida via FSm é estavel ao descongelamento, seja ele lento ou
rapido, sendo que a maxima variacao dos valores obtidos ndo chegou a 15 %, ou seja, a
atividade foi mantida mesmo quando submetida as temperaturas elevadas
(descongelamento rapido). Essa caracteristica pode estar relacionada ao fato de ser um

micro-organismo termofilico.
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Figura 16. Efeito da temperatura de descongelamento. AC (m); AP (o). FSm; substrato farelo

de trigo a 4 %; solucdo salina a 0,3 %; 72 horas de incubacéo; 45 °C.
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5.6.6. Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento do extrato

enzimatico bruto sobre a atividade enziméatica

A estabilidade de uma enzima ao armazenamento é fator critico para sua
comercializacdo e se manter estdvel a uma ampla faixa de temperatura e durante no
minimo 10 semanas de armazenamento é uma carateristica interessante do ponto de

vista comercial.

A Figura 17 mostra as AC e AP da enzima armazenada em diferentes
temperaturas (-20, 7 e 25 °C) durante um periodo de 10 semanas, onde ensaios semanais

foram realizados a fim de monitorar o perfil da atividade enzimatica.

Observamos que a temperatura e o periodo de armazenamento pouco afetaram as
AC (Awme), as quais se mantiveram praticamente constante durante todo o estudo, ou
seja, a enzima produzida via FSm pelo T. indicae-seudaticae N31 pode ser conservada
em temperatura ambiente, resfriada ou congelada por, pelo menos, 10 semanas sem que

haja qualquer perda dessa atividade.

Entretanto, as AP foram as que mais sofreram mudancas durante o
armazenamento e isso foi observado em todas as temperaturas testadas, sendo que a -20
°C (A) foi encontrada a menor variagdo (apenas 25 %) e a 25 °C foram as que mais

sofreram modificagdes, contudo essa varia¢do ndo passou de 40 %.
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Figura 17. Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento sobre as atividades coagulantes
e proteoliticas. - 20 °C: AC (A) AP (A); 7 °C: AC (m) AP (0); 25 °C: AC (e) AP
(o). FSm; substrato farelo de trigo a 4 %; solugdo salina a 0,3 %; 72 horas de

incubagéo; 45 °C.

5.6.7. Influéncia da concentracado do cloreto de calcio na atividade coagulante

Ja que uma parte do célcio idnico é convertida em calcio coloidal no tratamento
térmico do leite, é necesséario adicionar calcio ao leite pasteurizado para garantir a
formacdo de um coégulo adequado. Além disso, a adi¢do de cloreto de célcio provoca a
reducdo do tempo de coagulacdo, aumento da firmeza da coalhada e da forca do gel,
melhora a taxa de agregacdo e adesividade, entretanto o excesso pode resultar na
formacdo de sabor amargo (BONATO et al., 2006; CAVALCANTI et al., 2004).

A Figura 18 mostra a atividade coagulante relativa em diferentes concentracGes
de cloreto de célcio, observou-se que a AC aumenta significativamente até o pico em

0,04 mol/L e a partir dai decresce.

Preetha e Boopathy (1997) também observaram que o0 aumento da concentragdo
do CaCl, aumenta a AC até concentragdo de 0,4 mol/L e que a partir desse valor

também ha uma diminuig&o.
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Sardinas (1968), Merheb-Dini et al. (2010) e EI-Baky et al. (2011) avaliaram o
efeito da concentragdo de CaCl2 no leite sobre a atividade da renina microbiana
produzida pela Endothia parasitica, Thermomucor indicae-seudaticae N31 e
Piptoporus soloniensis, respectivamente, e também encontraram um pico de maior AC a

0,04 mol/L de CaCl,, concordando com o resultado obtido no presente estudo.
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Figura 18. Avaliacdo do efeito da concentracdo do cloreto de calcio na AC. FSm; substrato

farelo de trigo a 4 %; solucdo salina a 0,3 %; 72 horas de incubacéo; 45 °C.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados constatou-se que o fungo filamentoso
termofilico T. indicae-seudaticae N31 obtido da colecdo de micro-organismos do
Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE — UNESP € um bom

produtor da renina microbiana via FSm.

A protease coagulante produzida por FSm apresentou valor da razdo AC/AP

mais alto em relagdo a obtida em FES.

Ao avaliar a natureza dos substratos, o farelo de trigo se mostrou 0 mais

promissor para tal producdo tanto em FSm com e sem agitagdo como em FES.

As condicbes empregadas no processo fermentativo como: tipo de fermentacéo,
tipo e concentracdo do substrato, temperatura de incubacdo e concentracdo da solucéo

salina afetam a taxa de producéo enzimatica.

A melhor producdo enzimatica foi obtida sob as seguintes condicOes de
fermentacao: 4 % de farelo de trigo, 0,3 % de solucéo salina, 72 h de incubacdo a 45 °C

e velocidade de agitacdo de 150 rpm.

A enzima apresentou uma importante caracteristica de aplicacdo industrial, uma
vez que pode ser armazenada por, pelo menos, dez semanas sem apresentar perda de

atividade.

A fermentagdo submersa mostrou-se uma interessante via alternativa para a
producdo da renina microbiana, em substituicdo & FES. Este resultado apresenta-se
como uma boa opcao tecnoldgica para producdo em maior escala desta protease.
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