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Resumo

Recentemente, varios subprodutos agroindustriais tém sido usados como substratos para a
producéo de enzimas, devido a disponibilidade local e por representar uma fonte alternativa de
baixo valor comercial, principalmente quando se visa a producdo em larga escala. As proteases
microbianas representam aproximadamente 60% das vendas mundiais de enzimas, tendo aplicacéo
no processamento de alimentos e bebidas, formula¢éo de detergentes, producéo de medicamentos,
dentre outras. Na area de alimentos, uma aplicacdo esta no processo de coagulacéo enzimatica do
leite, no processo de producédo de alguns tipos de queijo. No presente trabalho, foi analisada a
producéo, caracterizacao e potencial de aplicacéo de proteases produzidas pelo fungo Gliocladium
verticilloides, através de fermentacdo em estado solido de diferentes subprodutos agroindustriais.
Observou-se que o melhor substrato para a producéo da protease foi o farelo de trigo, apds 2 dias
de fermentagdo. O extrato enzimatico obtido foi caracterizado, apresentando 3 picos de pH 6timo
(5,5, 6,5 e 8,0) e temperatura 6tima na faixa entre 60-65 °C. O extrato enzimatico mostrou-se
estvel até 60°C, e manteve mais de 80% da atividade na faixa de pH entre 4,0 e 10,0, nas
condigdes testadas. O mesmo mostrou potencial para aplicagdo no processo de coagulacéo do
leite.

Palavras-chave: fermentacdo em estado solido; subprodutos agroindustriais; protease; coagulagao;
Gliocladium verticiloides.

1. Introducéo

As proteases representam cerca de 60% do mercado industrial de enzimas, sendo
extensamente usadas na industria de detergentes, de cerveja, de couro, farmacéutica e alimenticia
como na coagulacdo do leite para producdo de queijos, agente hidrolitico na maturacdo de queijos,

tenderizacdo de carnes, panificagdo, etc. Proteases microbianas, principalmente fungicas,
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apresentam vantagens como facil obtengdo e recuperagio (KUMAR et al., 2005).

Recentemente, muitos estudos estdo sendo feitos visando a obtencdo de destas enzimas,
como de Thermomyces lanuginosus (JENSEN et al., 2002; LI et al., 1997), Aspergillus (CORAL et
al., 2003; SHATA, 2005; TUNGA et al., 2003), Penicillium (GERMANO et al., 2003; HASHEM,
2000), Mucor (MAHESHWARI et al., 2000; TUBESHA E AL-DELAIMY, 2003) e Rhizopus
oryzae (KUMAR et al., 2005).

Diversos subprodutos agro-industriais t€ém sido usados como substratos para a producgdo de
enzimas, devido a disponibilidade local e por representar uma fonte alternativa de baixo valor
comercial (MARTINS et al., 2002; MARTINS et al., 2007; SILVA et al.; 2005). Assim, pode-se,
com seu aproveitamento, agregar valor a estes produtos e reduzir custos de produgdo das enzimas.

No processo de coagulacdo do leite para obtencdo de queijo, a escolha do agente
coagulante ¢ fundamental, pois ao lado de enzimas produzidas por bactérias, laticas ou ndo, as
enzimas do agente coagulante influenciam na degradagdo protéica, sendo umas mais proteoliticas
que outras (FOX et al., 1991). A pepsina bovina, por exemplo, ¢ uma das mais proteoliticas, ¢
menos especifica que a quimosina e pode hidrolisar excessivamente as caseinas, contribuindo com a
diminui¢do do rendimento e promovendo sabor amargo ao produto, além de causar reducao na vida-
util do queijo (FOX, 1997).

O coalho bovino ainda ¢ o mais utilizado no processamento de queijos, entretanto algumas
pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de comparar a influéncia dos diferentes tipos
de agentes coagulantes, exercida sobre os pardmetros fisico-quimicos e sobre o rendimento de
alguns tipos de queijos (BARBANO et al., 1992;). Um extrato enzimatico com poder coagulante do
leite ja produzido industrialmente ¢ o proveniente do fungo Aspergillus niger var. awamori
(NEVES-SOUZA, 2005). No entanto, a pesquisa por novas linhagens microbianas produtoras
destas enzimas pode ser interessante do ponto de vista de sua aplicagdo industrial, na obtencdo de
enzimas com alto poder coagulante e com caracteristicas fisico-quimicas adequadas. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo, caracterizagdo e o potencial de aplicacdo no processo
de coagulagdo do leite de proteases obtidas pelo fungo Gliocladium verticiloides, com o

aproveitamento de subprodutos agro-industriais como substratos.
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2. Material e Métodos

2.1. Selecédo do microrganismo
2.1.1.Meio de cultura

Foi utilizado um meio nutriente adaptado de Jensen et al. (2002)): 0,5% glicerol, 2%
caseina, 0,3% de extrato de levedura, 0,5% NacCl, 0,5% CaCOs, 0,1% K,SO4, 0,02% MgCl,, 0,3%
K>;HPO4 ¢ 0,5% de solugdo de elementos tracos (2,2% de ZnSO4.7H,0; 1,1% de H3BOs; 0,5% de
MnCl,.4H,0 0,5% de FeSO4.7H,0; 0,16% de CoCl,.5H,0; 0,16% de CuS04.5H,0; 5% de EDTA).

Ainda foram adicionados os antibidticos ampicilina 30pg/puL e cloranfenicol 25ug/pL.

2.1.2. Meio para selecéo e isolamento da linhagem

Foi utilizado o meio nutriente descrito no item 1.1. acrescentando-se 3% de agar.

2.2. Substratos para o processo fermentativo e obtencdo dos extratos enzimaticos

Para a fermentacdo, foram utilizados como substratos: farelo de trigo e farelo de milho,
suplementados com solugdo de sulfato de amonio (NH4),SO4 e sulfato de magnésio MgSO,.7H,O
(ambos a 0,1%).

A fermentacdo em meio solido ocorreu em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 5 g de cada
substrato. Para o indculo no farelo de trigo, foram adicionados 13 mL de solugdo nutriente
composta por 0,1% de sulfato de magnésio e 0,1% de sulfato de amdnio. No farelo de milho, foram
adicionados 6 mL da mesma solugdo, a qual contém cerca 0,5 mg de massa micelial/mL.

Apo6s cada periodo de 24 horas de fermentagdo, foram adicionados 40 mL de agua
destilada em cada Erlenmeyer, para obten¢do dos extratos enzimaticos produzidos pelo fungo.
Posteriormente, os mesmos ficaram sob agitagdo em shaker durante 20 minutos, sendo
posteriormente filtrado, utilizando papel filtro, e centrifugado a 3900 rpm durante 20 minutos. O
sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico, para os ensaios de determinacdo da atividade
enzimatica.

Estes experimentos foram feitos em trés repeticdes e os resultados sdo expressos como a

média encontrada em cada dia.

2.3. Caracterizagao fisico-quimica dos extratos enzimaticos

2.3.1. Determinacdo da temperatura otima de atuacéo.

Para a determinagdo da temperatura 6tima de atuag¢do dos extratos enzimaticos, foi seguido

o processo de determinacdo da atividade proteolitica usando 0,3 mL de solu¢do enzimatica em

Revista Brasileira de Tecnologia Agroindustrial 30



tampao acetato S0mM, pH 5,5 contendo 1% de azo-caseina (substrato), durante 20 minutos, em
temperaturas de reagdo que variaram entre 40° C a 80° C. Apds este periodo, foram adicionados 2,4
mL de 4cido tricloroacético (TCA) a 10%, para paralisar a rea¢do. Posteriormente, o material foi
centrifugado, a 4000 rpm durante 10 minutos. Do sobrenadante, foram retirados 2,4 mL, ao qual
adicionou-se 2,8 mL de NaOH 1M. Esta solugdo foi entdo agitada e levada a leitura de absorbancia

a 440 nm.

2.3.2. Determinacéo do pH 6timo de atuacéo

Foi usado 0,3 mL de solugdo enzimatica nos seguintes tampdes contendo 1% de azo-
caseina: acetato (pH 5,0 a 5,5), citrato (pH 6,0 a 7,5), tris (pH 8,0 a 9,5) e glicina (pH 10). A reacao
ocorreu durante 20 minutos, a 65°C (temperatura definida como 6tima para o extrato enzimatico).
Apds este periodo, foram adicionados 2,4 mL de écido tricloroacético (TCA) a 10%, para paralisar
a reacdo. Posteriormente, o material foi centrifugado, a 4000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante,
foram retirados 2,4 mL, ao qual adicionou-se 2,8 mL de NaOH 1M. Esta solugdo foi entdo agitada

levada a leitura de absorbancia a 440 nm.

2.3.3. Testes de estabilidade dos extratos enzimaticos frente a variacdes de temperatura

Para a realizagdo do teste de estabilidade a temperatura, incubou-se cada extrato
enzimatico durante 1 h a diferentes temperaturas (8° C, 25° C, 35° C, 40° C, 50° C, 60° C, 65° C,
70° C, 80° C). Apos este periodo, determinou-se a atividade proteolitica residual (% de atividade
comparada com a encontrada quando a enzima ndo era pré-incubada), em tampao citrato NaOH

com pH 6,5, a 65°C.

2.3.4. Teste de estabilidade dos extratos enzimaticos frente a variacoes de pH

Para a realizagdo do teste de estabilidade ao pH, incubou-se 0,5 ml de cada extrato
enzimatico, durante 24 horas, a 25°C, em 05 mL dos seguintes tampdes: acetato pH 4,0 a 5,0,
citrato pH 5,5 a 7,0, tris pH 7,5 a 9,0 e glicina pH 9,5 a 10,5. Apds esse periodo determinou-se a
atividade proteolitica, da seguinte forma: foi usado 0,3 mL de solugdo retirada das diferentes
solugdes tampao, que foi adicionada em tampao citrato 50mM, pH 6,5 contendo 1% de azo-caseina
(substrato), durante 20 minutos, a 65°C. Apos este periodo, foram adicionados 2,4 mL de acido

tricloroacético (TCA) a 10%, para paralisar a rea¢do. Posteriormente, o material foi centrifugado, a
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4000 rpm durante 10 minutos. Do sobrenadante, foram retirados 2,4 mL, ao qual adicionou-se 2,8

mL de NaOH 1M. Esta solugao foi entdo agitada e levada a leitura de absorbancia a 440 nm.

2.4. Determinagdo da atividade proteolitica

A atividade de protease foi determinada usando 0,3 mL de solugdo enzimatica em tampao
MES 50mM, pH 5,5 contendo 1% de azo-caseina (substrato), durante 20 minutos, a 55°C. Apds este
periodo, foram adicionados 2,4 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10%, para paralisar a reagao.
Posteriormente, o material foi centrifugado, a 4000 rpm por 20 minutos. Do sobrenadante, foram
retirados 2,4 mL, ao qual adicionou-se 2,8 mL de NaOH 1M. Esta solu¢do foi entdo agitada levada
a leitura de absorbancia a 440 nm.

Para o controle da reagdo, primeiro colocou-se o TCA (inibidor da reacdo), sendo
posteriormente adicionada a solucdo enzimatica. Neste, a leitura também foi feita em
espectrofotometro, a 440 nm. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima
encontrada na diferenca de absorbancia a 440 nm entre a amostra e o branco, por minuto de reacao,

sendo expressa como Unidade de enzima por grama de substrato (U/g).

2.5. Determinagéo da atividade coagulante do extrato enzimético no leite

Para fazer o teste de coagulacdo do leite, foram usados 5 mL de leite em po, a uma
concentragdo de 10% (p/v), acrescentado de CaCl, 0,01M, no qual foram adicionados 0,5 ml de
extrato enzimatico. Apds a adicdo do extrato enzimdatico, marcou-se o tempo necessario para inicio
da coagulagdo. Este teste foi realizado a 40°C para todos os dias de fermentagdo, j4 que essa
geralmente ¢ a temperatura méaxima utilizada em algumas queijarias para ocorrer a coagulagao,
sendo nesta temperatura, portanto, avaliada a atividade coagulante em todos os dias de
fermentagdo. Isto foi testado porque o objetivo principal do projeto € obter enzimas com poder de

coagulacdo do leite, em condigdes que se possa aplica-la industrialmente.
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3. Resultados e Discusséo

Uma linhagem do fungo Gliocladium verticiloides foi selecionada para os testes de
fermentacdo, com os experimentos sendo feitos com farelo de trigo e farelo de milho. Os
experimentos foram feitos em 3 repeti¢des e os resultados estdo expressos como a média de 3

experimentos, observando em qual dia apresentou a melhor atividade proteolitica.

3.1. Atividade proteolitica do extrato enzimatico obtido por fermentacdo em farelo de trigo e
em farelo de milho como substratos, com sulfato de aménio e sulfato de magnésio como fonte

suplementar de nutrientes

Foram analisados os farelos de trigo e de milho como substratos da fermentacdo, sendo
estes suplementados com solug¢do nutriente composta por sulfato de amonia e sulfato de magnésio
(ambos a 0,1%). Através da figura 1, nota-se que a maior média de atividade proteolitica pelo fungo
estudado ocorreu quando o mesmo foi cultivado no farelo de trigo (11,6 U/g), apds 2 dias de
fermentacdo, com um valor muito préximo ao obtido no 3° dia. Observa-se que, apds este periodo,
a atividade enzimatica decresceu. Isto sugere uma menor disponibilidade de nutrientes ou a
liberagdo de metabolitos toxicos (ROMERO et al., 1998).

Perfil de produgdo semelhante foi citado por Hamid Mukhtar (2006) , na produgado protease
pelo fungo Penicillium chrysogenum, o qual produziu mais enzima entre o 2° e 3° dia de

fermentacao.
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Figura 1: Atividade proteolitica dos extratos enzimaticos obtidos por
fermentagdo em estado solido de diferentes substratos, suplementados com
sulfato de amonio e sulfato de magnésio. -m- farelo de trigo; -A- farelo de
milho.
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3.2. Caracterizacao fisico-quimica do extrato enzimatico
O extrato enzimatico foi caracterizado com relagdo ao pH e temperatura 6timos de atuacao,
visando encontrar as melhores condigdes de reacdo para atividade proteolitica e avaliar a sua

estabilidade frente a variagdes de pH e temperatura.

3.2.1. Determinacdo da temperatura otima de atuacéo proteolitica do extrato Enzimatico

Pode-se observar, através da figura 2, que a melhor temperatura para a atividade
proteolitica foi entre 60° e 65° C, coma atividade de 12,7 U/g, resultado semelhante ao encontrado
por Merheb et al. (2007), com o fungo termofilico Thermoascus aurantiacus. Esta temperatura
otima ¢ tipica de enzimas produzidas por microrganismos termofilicos, uma vez que os mesmos se
desenvolvem em temperaturas elevadas.

Para o processo de coagulacdo do leite, este resultado ¢ interessante, uma vez que, a 40°C o
extrato ndo apresenta alta atividade proteolitica, o que pode ser importante para ndo haver formagao

de peptideos indesejaveis.
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Figura 2: Temperatura 6tima de atuag@o do extrato enzimatico.
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3.2.2. Determinacéo do pH 6timo de atuacao proteolitica do extrato enzimatico

Através da observacdo da figura 3, pode-se sugerir que existe mais de um tipo de enzima
no extrato enzimatico, ja que existem 3 picos de atividade, em diferentes valores de pH. No caso da
possibilidade de aplicacdo no processo de coagulagdo do leite, o resultado mais interessante ¢ o pico

de atividade que ocorreu no pH 6,5, que € proéximo ao pH natural do leite.

Figura 3: Influéncia do pH sobre a atividade proteolitica do extrato
enzimatico.
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3.2.3. Avaliacdo da estabilidade do extrato enzimatico, frente a variacGes de temperatura
Através da figura 4, pode-se observar que o extrato enzimatico tem grande estabilidade a
temperatura, ja que mantém quase 100% de sua atividade quando mantido até 60°C, durante 1 hora.
Resultado semelhante foi relatado por Merheb et al. (2007), com o fungo Thermoascus aurantiacus.
Houve perda de atividade de forma significativa apenas quando a temperatura foi superior
a 60°C, restando cerca de 22% da atividade apos incubagdo a 65°C, por 1 hora e menos de 10%

quando expostas a temperaturas superiores.

Figura 4: Estabilidade do extrato enzimatico quando incubado
por 1 hora, em diferentes temperaturas.
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3.2.4. Estabilidade do extrato enzimatico, frente a variac6es de pH

Através da figura 5, pode-se determinar que o extrato tem grande estabilidade a variacdes
de pH, pois todas as amostras apresentaram atividade proteolitica residual maior do que 80%,
apresentando atividade de 100% no pH de 6,5. Este resultado pode ser interessante do ponto de
vista da sua aplica¢do, uma vez que na faixa de pH natural do leite o extrato enzimatico mostrou-se

muito estavel.
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Figura 5: Estabilidade do extrato enzimatico a variagdes de pH,
quando incubados em diferentes tampdes sem substrato, durante

24 h.
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3.3. Atividade coagulante do extrato enzimatico, a 40°C

Uma das aplicacdes de proteases, na area de alimentos, encontra-se no processo de
coagulacdo enzimatica do leite, para producdo de queijos. Como este processo ocorre geralmente
entre 35°C e 40°C, esta ultima foi a temperatura escolhida para fazer o teste de coagulagdo do leite,
no presente trabalho. Observou-se que o melhor dia para a produgdo de extrato enzimatico com
acdo coagulante foi o 2° dia de fermentacdo, com 16,0 UAC, sendo que apds o 4° dia ndao houve

quantidade significativa de atividade coagulante (Tab. 1).

Além disso, pode ser observado que o maior valor entre atividade coagulante/atividade
proteolitica também ocorreu no 2° dia de fermentagdo (Tab. 1), sendo, portanto, este tempo de
cultivo considerado o ideal para a obtencdo do extrato enzimatico, para o processo de coagulacdo do
leite. Assim, o fato de o melhor resultado entre atividade coagulante/atividade proteolitica ocorrer
em apenas 2 dias de fermentacdo do fungo ¢, como dito anteriormente, interessante para possivel
aplica¢do do extrato enzimatico obtido, uma vez que os custos para obten¢do do mesmo diminui,

por ndo ser um longo periodo de fermentacao.
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Tabela 1: Relagdo entre atividade coagulante/atividade proteolitica do extrato enzimatico
produzido por Gliocladium verticiloides, em farelo de trigo.

Dias de Unidade de atividade Unidade de Valor da relagdo atividade
fermentagdo coagulante (UAC) atividade coagulante/atividade
proteolitica proteolitica
(Ulg)
2° 16,0 2,6 6,1
3° 14,8 4,1 3,6
4° 6,2 3,3 1,9
50 ¢ 1.8 *
6° * 2,1 *
7° * 1,7 *
8° * 1,3 *

* quantidades nao significativas.

4. Concluséo

Os subprodutos agro-industriais analisados mostraram-se eficientes como substratos para a
producao de proteases pela linhagem fungica estudada, proporcionando boa atividade proteolitica,
além de boa atividade no processo de coagulagdo do leite. O extrato enzimatico obtido do 2° dia de
apresentou a maior relagdo entre atividade coagulante/atividade proteolitica, sendo este entdo
considerado mais adequado para aplicagdo. Os resultados obtidos demonstram também a producao
de um extrato enzimatico com atividade proteolitica que tem potencial de aplicacdo em diferentes
processos, uma vez que houve boa atividade enzimatica em diferentes valores de pH e temperatura,

bem como uma boa estabilidade a estes fatores.
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Abstract

Recently, several agro-industrial wastes have been used as substrates for the production of
enzymes, due to local availability and represent an alternative source of low commercial value,
especially when aimed at large-scale production. The microbial proteases represent 60% of
worldwide sales of enzymes, with application in food and beverage processing, formulation of
detergents, production of medicines, among others. In the area of food, an application is in the
process of enzymatic coagulation of milk in the production process of some types of cheese. In this
study, we analyzed the production, characterization and potential application of proteases
produced by the fungus Gliocladium verticilloides through solid state fermentation of various agro-
industrial by-products. It was observed that the best substrate for production of protease was wheat
bran, after 2 days of fermentation. The enzyme extract obtained was characterized, showing 3 peaks
of optimum pH (5.5, 6.5 and 8.0) and temperatures ranging between 60-65 ° C. The enzyme extract
was shown to be stable to 60 ° C and maintained over 80% of activity in the pH range between 4.0

and 10.0, under the conditions tested. It has potential for application in the coagulation of milk.

Keywords: solid state fermentation, agro-industrial by-products; protease, coagulation;

Gliocladium verticilloides.
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