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RESUMO

O presente trabalho de pesquisa teve como principal objetivo a producéo
e aplicagcédo de proteases dos fungos Aspergillus oryzae e Aspergillus niger. As
proteases produzidas por A. oryzae e A. niger mostraram uma maior atividade
e estabilidade enzimética em temperaturas entre 60 a 70°C, com maior
atividade na temperatura de 70°C. A atividade proteolitica maxima do extrato
enzimatico bruto obtido a partir do A. oryzae ocorreu em pH 7,0 e as enzimas
obtidas do A. niger apresentaram uma protease acida estavel em pH 4,0 e uma
protease neutra estavel em pH 6,0. Foi utilizado planejamento composto central
2?2 e metodologia de superficie de resposta para estudar a influéncia das
variaveis: concentracdo de caseina (0,2-2,0%, p/v) e volume de extrato
enzimatico bruto de A. niger e de A. oryzae (1-4 mL) na hidrolise da caseina
em peptideos. Foi possivel observar que se obter uma maior hidrdlise é preciso
utilizar menores concentracfes de caseina (0,2-0,4%) e maiores volumes de
extrato enzimatico bruto (2,5-3,6 mL). Verificou-se que os hidrolisados de
caseina obtidos com proteases de A. oryzae apresentaram maior atividade
antioxidante que os hidrolisados de caseina obtidos com proteases de A. niger.
Na aplicacdo dos extratos enziméticos brutos do A. oryzae e A. niger na
coagulacéo do leite para fabricacdo de queijo, ambos 0s extratos enzimaticos
possuiram capacidade de coagulacdo do leite. Os resultados deste trabalho
sdo importantes para as futuras aplicacdes dessas enzimas, que depois de
concentradas poderé&o ser utilizadas na producao de hidrolisados proteicos com

atividade antioxidante.

Palavras —chave: proteases, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, caseina,

hidrolisado proteico



ABSTRACT

The aim of this study was the production and application of proteases from
Aspergillus niger and Aspergillus oryzae. Proteases produced by A. niger and
A. oryzae showed a higher activity and enzymatic stability at temperatures
between 60 to 70°C, with greatest activity at 70°C. The maximum proteolytic
activity of the crude enzyme extract obtained from A. oryzae occurred at pH 7.0
and the enzymes obtained from A. niger presented an acid protease stable at
pH 4.0 and a neutral protease stable at pH 6.0. It was used 22 central
composite design and response surface methodology to study the influence of
the variables: concentration of casein (0.2-2.0% w/v) and volume of crude
enzyme extract of A. niger and A. oryzae (1-4 mL) in the hydrolysis of the
casein into peptides. It was found that the casein hydrolysates with proteases of
A. oryzae showed a higher antioxidant activity than casein hydrolysates with
proteases from A. niger. During the application of the crude enzyme extract of
A. oryzae and A. niger in the clotting of milk for cheese production, both enzyme
extracts presented milk clotting ability. These results are important for future
applications of these enzymes, which after concentrated may be used in the

production of protein hydrolysates with antioxidant activity.

Key-words: proteases, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, casein, protein
hydrolysate
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1. Introducéo

1.1. Proteases: fontes de producéao e classificacao

As proteases sdo um grupo de enzimas que catalisam reacbes de
hidrolise de proteinas em seus peptideos e aminoacidos. Essas enzimas estéo
presentes em todos os seres vivos e desempenham papel fundamental na
fisiologia, catalisando vérias reacfes metabdlicas (GIONGO, 2006; SILVA,
2013; SUMANTHA et al., 2006). Uma vez que as proteases sao encontradas
de forma universal nos seres vivos, podem ser extraidas de diversas fontes
(animais, vegetais e microrganismos) (FREITAS, 2013).

As principais proteases isoladas de fontes vegetais sdo: a papaina
extraida do latex do mamao verde, a bromelina presente no abacaxi e a ficina
retirada do latex do figo verde. A extracdo de enzimas de origem vegetal
depende de inimeros fatores, como a disponibilidade e viabilidade de terras
para o cultivo, boas condi¢fes climaticas que influenciam no crescimento das
plantas, bem como tempo disponivel. Estes fatores se mostram pouco
favoraveis a obtencdo dessas enzimas em larga escala (FREITAS, 2013;
GIONGO, 2006).

As proteases de origem animal séo retiradas de tecidos especificos e
entres as principais estdo: a renina e pepsina retiradas do estdbmago de
ruminantes, a tripsina e a quimotripsina extraidas de tecido pancreatico de
suinos e bovinos. A obtencédo destas enzimas depende da disponibilidade de
animais suficientes para o abate, processo este controlado e regulamentado
por politicas agropecuéarias e governamentais que dificultam sua obtencéo,
proporcionando assim um elevado custo (FREITAS, 2013; GIONGO, 2006;
SILVA, 2013).

Devido aos obstaculos na obtencdo de enzimas de origem vegetal e
animal em grande escala, com baixo custo e de forma sustentavel, as enzimas
de origem microbiana se destacam, apresentando diversas vantagens. Sao

obtidas através de processos mais simples, mais rapidos e de baixo custo, e
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em geral sdo mais estaveis que as homologas de plantas e animais (FREITAS,
2013; GIONGO, 2006).

De acordo com o Comité Internacional de Enzimas (Enzyme Comission)
as proteases sdo enzimas que pertencem a classe das hidrolases (3) e
subclasse das peptideo-hidrolases ou peptidases (4), sendo classificadas como
EC 3.4. As outras classificagdes das proteases sdo em relagdo ao tipo de
reacdo catalisada, natureza quimica do sitio catalitico e relacdo evolucionaria
em conformidade com a estrutura (GIONGO, 2006; SILVA, 2013; SUMANTHA
et al., 2006).

As proteases sao divididas em 2 grandes grupos de acordo com a sua
acdo catalitica: exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases exibem
preferéncia pelas extremidades C- ou N- terminais da cadeia peptidica. As
exopeptidases que agem na regido N-terminal da proteina sdo denominadas
aminopeptidases e as exopeptidases que agem na regido C-terminal da
proteina sdo denominadas carboxipeptidases. As carboxipeptidases sédo
subdivididas de acordo com a natureza do seu sitio catalitico em serina, metalo
e cisteina carboxipeptidases (Tabela 1). Ja as endopeptidases atuam dentro da
cadeia peptidica. As endopeptidases séo classificadas em 4 grupos de acordo
com a natureza do seu sitio catalitico: serina proteases, cisteina proteases,
aspartico ou carboxil proteases e metalo proteases (Tabela 1 e Tabela 2)
(MERHEB, 2007; SILVA, 2013; SUMANTHA et al., 2006).

Tabela 1. Classificacdo das proteases de acordo com seu sitio ativo

catalitico

Exopeptidases EC n° Endopeptidases EC n°
Serina carboxipeptidases 3.4.16 Serina proteases 3.4.21
Metalo carboxipeptidases 3.4.17 Cisteina proteases 3.4.22
Cisteina carboxipeptidases 3.4.18 Aspartico proteases 3.4.23

Metalo proteases 3.4.24

Fonte: adaptado de SUMANTHA et al. (2006) e SILVA (2013).
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Tabela 2. Caracteristicas de algumas endopeptidases

Classificagdo Aminoacido pH Temperatura Cofatores Principais fontes

do sitio otimo otima ions
ativo (°C) metalicos
Aspartico ou  Aspartico ou 2-5 40-55 Ca?* Aspergillus, Mucor,
carboxil Cisteina Rhizopus,
proteases Penicillium,
ECn®3.4.23 Neurospora,
Estdbmago de animais
Cisteina Aspartico ou 5-9 40-55 Aspergillus, abacaxi,
proteases Cisteina mamao verde e figo
EC n°3.4.22 verde
Metalo Fenil alanina  5-9 65—-85 Ca?* Bacillus, Aspergillus,
proteases ou Zn?* Penicillium
EC n°3.4.24 Leucina Pseudomonas,
Streptomyces
Serina Serina, 6-11 50-70 Ca? Bacillus, Aspergillus,
proteases Histidina ou intestino de animais

ECn°3.4.21 Aspartico

Fonte: adaptado de SUMANTHA et al.(2006).

Outra importante divisdo das proteases é com relacédo a faixa de pH de
melhor atuacdo: proteases neutras, acidas e alcalinas. As acidas incluem
principalmente as aspartico proteases que apresentam melhor atividade na
faixa de pH de 2,0 a 6,0. As proteases acidas sdao encontradas em células
animais, fungos, mas ndo em bactérias. As proteases acidas microbianas tipo
renina sdo produzidas por Mucor miehei, Mucor pusillus e outras espécies de
Mucor. As proteases acidas microbianas tipo pepsina sdo produzidas por
Aspergillus spp., Penicillium spp. e Rhizopus spp. O coalho bovino, composto
de uma mistura de enzimas proteoliticas acidas (88-94 % de renina e pepsina
6—-12 %), € usualmente obtido do estdbmago de bovinos lactentes (SILVA, 2013;
SUMANTHA et al., 2006).

As proteases neutras apresentam melhor atividade na faixa de pH de 6,0
a 8,0, sendo representadas principalmente pelas cisteina proteases, metalo

proteases e algumas serina proteases. A papaina, presente em maior
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quantidade no latex do fruto verde do mamao (Carica papaya); a bromelina,
presente no abacaxi e a ficina, obtida a partir do latex do Ficus sp.;sé@o
exemplos de cisteina proteases neutras. Varias espécies de Bacillus ssp.
produzem metalo proteases neutras e termoestaveis. As proteases fungicas
neutras estdo entre os principais componentes de preparacdes usadas em
panificacdo, tratamento de couro e aplicacbes farmacéuticas. Aspergillus
oryzae € a principal fonte de protease neutra fungica. Espécies de Penicillium
spp. também tem sido identificadas como produtoras de proteases neutras
(SILVA, 2013; SUMANTHA et al., 2006).

J& as proteases basicas apresentam melhor atividade na faixa de pH de
8,0 a 13,0, sendo representadas principalmente pelas serina proteases. As
serina proteases alcalinas sdo produzidas por muitas bactérias, fungos
(Aspergillus e Neurospora spp.) e leveduras, no entanto a principal fonte de
protease alcalina vem de Bacillus ssp. (SILVA, 2013; SUMANTHA et al., 2006).

1.2. Uso dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus oryzae para

producdo de enzimas

As proteases microbianas industriais sdo originarias de varias espécies
fungicas, incluindo Mucor sp., Pennicillium sp., Rhizopus sp. e Aspergillus sp.
e também de bactérias como Bacillus sp. Em geral, as proteases fungicas tem
um pH O6timo acido ou neutro e ndo sdo termoestaveis (CORREA, 2013;
GIONGO, 2006; SUMANTHA et al., 2006).

E notavel o aumento da busca por parte da industria na utilizacdo de
fontes fungicas que produzam enzimas em grande escala para a fermentacao
de produtos com baixo valor agregado e também para a degradacdo de
residuos industriais. Os fungos filamentosos sdo muito utilizados uma vez que
produzem enzimas em grande quantidade e variedade e possuem facilidade
em crescer ao natural em substratos sélidos, tendo uma excelente capacidade
de fermentacdo (PEREIRA, 2014). Em geral suas colbénias apresentam um
rapido e abundante crescimento, com densa distribuicdo sobre o meio de
crescimento (LIMA, 2012).

As espécies mais comuns e mais bem estudadas de fungos filamentosos

fazem parte do género Aspergillus spp. Sdo anamdérficos e pertencem ao reino
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Fungi, filo Ascomycota, ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae e
género Aspergillus. Este género pode ser encontrado amplamente na natureza,
principalmente em solos, associado com a deterioragdo de materiais vegetais e
alimentos e principalmente em regides tropicais e subtropicais (LIMA, 2012).

As espécies mais comuns de Aspergillus sdo: A. flavus, A. niger, A.
oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e A.
versicolor. Esses fungos filamentosos se reproduzem por meio de esporos
(conidios) e sao formadas por micélios compostos por hifas septadas e
ramificadas. A classificacdo das espécies do género Aspergillus spp. pode ser
realizada por caracteristicas morfologicas, sendo que suas colbnias podem
apresentar coloracdo branca, amarela, verde, entre outras cores. Além das
caracteristicas morfolégicas, a classificacdo pode ser feita por testes
moleculares, identificacdo dos perfis dos metabdlitos secundarios, taxa de
crescimento em determinadas temperaturas e atividade de agua (MONTEIRO,
2010; PEREIRA, 2014; ROCHA, 2010; SLIVINSK, 2007).

Algumas espécies como A. flavus e A. fumigatus podem ser
consideradas patogénicas aos seres humanos devido a producdo de toxinas
como, por exemplo, as aflatoxinas. No entanto, outras espécies sao
reconhecidas como seguras para a utilizacdo em alimentos (GRAS — Generally
Regarded as Safe) e entre elas estdo o A. oryzae e o A. niger (LIMA, 2012,
MACHIDA et al., 2008; SCHUSTER et al., 2002). O uso do A. niger e A. oryzae
para producdo de enzimas apresenta vantagens como facilidade de
manipulacdo, habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-
primas de baixo custo e produzir rendimentos elevados de bioprodutos
(MONCLARO, 2014; ROSA et al., 2002).

O Aspergillus niger é pertencente a secao Nigri do género Aspergillus e
€ popularmente denominado como “mofo negro”. Suas colénias apresentam
cores esbranquicadas a amareladas, porém ocorre um rapido crescimento de
milhares de esporos negros (SLIVINSK, 2007). O fungo Aspergillus niger é
geralmente encontrado emambientes comuns, como solo, plantas e material
vegetal em decomposicdo. A.niger € um fungo filamentoso que cresce
aerobicamente em matéria organica. Sua ampla utilizacdo pela inddstria se
deve ao fato de ser produtor de acido citrico e de varias enzimas (proteases,
pectinases, amiloglicosidase, alfa-amilase, celulases, hemicelulases, lipases,
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glicose oxidase e catalase). Entre as enzimas extraidas deste fungo, as
proteases acidas se destacam devido a sua ampla producdo. As proteases
acidas sédo endopeptidases, ou seja, dependem de residuos de acido aspartico
para que ocorra a sua atividade catalitica e demonstram a sua maxima
atividade em pHs baixos(2,0 a 6,0). O sequenciamento do genoma do A.niger
revelou a presenca de um grande numero de genes que codificam proteases
acidas (PASTORE et al.,, 2011; PEL et al.,, 2007; SCHUSTER et al., 2002;
TICHOTA et al., 2010).

O Aspergillus oryzae é um fungo pertencente ao género Aspergillus
secdo Flavi. Essa secdo tem como caracteristicas morfolégicas espécies com
conidios em tons de branco a amarelo escuro ou amarronzado (MONCLARO,
2014). Entre os fungos filamentosos, o Aspergillus oryzae é conhecido pelo seu
potencial de producado de varias enzimas, tais como proteases, amilases, beta-
galactosidase, lipases, celulase, glutaminase e metalopeptidase. O fungo
Aspergillus oryzae € utilizado ha centenas de anos na industria japonesa na
producdo de alimentos fermentados tradicionais como sake (bebida alcodlica
japonesa), miso (pasta de soja) e shoyu (molho de soja). A protease alcalina de
Aspergillus oryzae € considerada uma das mais importantes, principalmente na
producdo do molho de soja (MACHIDA et al., 2008; U.S. Enviromental
Protection Agency, 2014; PEREIRA, 2014; FREITAS, 2013).

A capacidade de alta producé&o de enzimas de A. oryzae deve-se a uma
maior expressao de genes envolvidos no metabolismo, com destaque para
agueles voltados para a sintese de metabdlitos secundarios, confirmando que o
A. oryzae é um microrganismo ideal para a fermentacéo. Quando se compara o
genoma do A. oryzae com outras duas outras espécies do género Aspergillus
(A. fumigatus e A. nidulans) constatou-se que o genoma do A. oryzae € bem
maior, com um aumento de 2000 a 3000 genes (MACHIDA et al.,, 2008;
PEREIRA, 2014; FREITAS, 2013).

Embora os detalhes da relagdo genética entre A. oryzae e A. flavus ndo
estejam totalmente esclarecidos, € bem estabelecido que as duas espécies sao
tdo intimamente relacionadas, que alguns autores consideram que todas as
linhagens de A. oryzae sé&o variantes naturais domesticadas de A. flavus,
modificadas através de anos de selecdo com uso na fermentacédo de alimentos.

Apesar de A.oryzae ser geneticamente muito similar ao A. flavus, esse fungo é



17

genomicamente bem caracterizado e considerado um microrganismo de
seguranca para a producdo de enzimas para uso em alimentos, porque néo
tem a capacidade de produzir aflatoxina ou quaisquer outros metabdlitos
cancerigenos (MACHIDA et al., 2008; U.S. Enviromental Protection Agency,
2014; PEREIRA, 2014; FREITAS, 2013).

1.3. Fermentacdo em estado solido (FES) e caracteristicas dos

substratos para FES

A fermentacdo em estado solido pode ser definida como o crescimento
de microrganismos na superficie ou interior de substratos sélidos os quais
possuem a capacidade de absorver agua, porém para 0 processo poder
ocorrer se faz necessario que ndo haja agua livre aparente. A producao de
enzimas ocorre diretamente sobre o substrato insoluvel umedecido (LIMA,
2012; PEREIRA, 2014; ZUNIGA et al., 2011).

A fermentacdo submersa é extremamente utilizada na atualidade,
totalizando um percentual de 90% dos preparados enzimaticos industriais,
entretanto a FES apresenta inUmeras caracteristicas que a torna vantajosa.
Uma das principais caracteristicas da FES é a baixa atividade de &gua,
condicdo que se aproxima do ambiente de crescimento natural dos fungos
filamentosos, o que torna mais facil de controlar e conservar o seu ciclo
morfolégico. Além disto, a FES apresenta maior produtividade dos extratos
enzimaticos, maior estabilidade das enzimas a variagbes de temperatura e pH
e uma maior facilidade de obtencdo de esporos quando comparada a
fermentacdo submersa. Outra vantagem ao se escolher este método de
fermentacao é a possibilidade de utilizacdo de residuos gerados em processos
agroindustriais para o crescimento celular (LIMA, 2012; ZUNIGA, et al, 2011).

Ao iniciar a FES é de suma importancia a escolha correta do substrato a
ser utilizado uma vez que este ira refletir de forma direta no rendimento do
extrato enzimatico. O substrato utilizado podera estar em sua forma natural ou
na forma sintética, isto dependera do processo que se deseja realizar, mas de
forma geral sdo utilizados residuos agroindustriais devido a grande producéo
pela industria brasileira, ao seu baixo ou até mesmo nenhum valor comercial e,

além disto, seu uso favorece a sustentabilidade. E possivel incorporar
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nutrientes ao substrato, melhorando as condicbes de crescimento do
microrganismo para a fermentacdo desejada (LIMA, 2012; PEREIRA, 2014,
FERNANDES, 2007).

Entre os residuos utilizados na FES os principais séo: farelo de trigo,
farelo de arroz, bagaco de mandioca, bagaco de cana de-acucar, casca e polpa
de café, casca e bagaco de maca e outros residuos do processamento de
frutas. E importante que o substrato esteja em sua forma fragmentada sendo
de natureza granular ou fibrosa o que permite a retencdo de agua por
higroscopia ou capilaridade. (LADEIRA, et al., 2010; KRONBAUER, et al.,
2007; PEREIRA, 2014; OLIVEIRA, et al., 2013; SANTOS, 2006).

1.4. Aplicacdes das proteases

A hidrélise enzimatica das proteinas pode ser feita por 4cidos, bases ou
enzimas. A hidrélise enzimética aparenta ser o método mais apropriado para a
obtencdo de peptideos devido a disponibilidade comercial de enzimas em
grande escala, custo moderado, alta qualidade dos produtos formados e
possibilidade de controlar a hidrélise e consequentemente as propriedades dos
produtos gerados. A hidrolise quimica é um processo de dificil controle,
originando produtos com reduzida qualidade nutricional, devido a formacéo de
substancias toxicas (como a lisino-alanina), a racemizacao dos aminoacidos e
a possibilidade de destruicdo dos aminoéacidos triptofano, lisina e treonina
(BIASUTTI et al., 2007; SINHA et al., 2007).

O processo enzimatico de hidrélise apresenta uma série de vantagens
sobre os métodos quimicos, como a especificidade, o controle do grau de
hidrolise, as condicdbes moderadas de acédo, o menor conteudo de sal no
hidrolisado final e, ainda, a formacdo minima de subprodutos. As enzimas
podem ser empregadas, na maioria das vezes, em concentragdes muito baixas
e sua remocdao do sistema da reagdo € frequentemente desnecessaria e mais
facil do que para outros catalisadores, os quais devem ser usados em
concentracdes maiores (BIASUTTI et al., 2007; SINHA et al., 2007).

As principais enzimas utilizadas comercialmente sdo: proteases,
amilases, lactases, pectinases, celulases, lipases e xilanases, porém as

proteases representam cerca de 60% deste mercado devido a ampla
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versatilidade de aplicacdo na industria de detergentes, farmacéutica e de
alimentos (HASAN et al., 2014; KUMAR et al., 2005; THANAPIMMETHAA et al.
2012). A tabela 3 mostra a origem das proteases e suas principais aplicagdes.
As proteases fungicas destacam-se por serem muito utilizadas na industria de
alimentos, com papel fundamental na panificacdo, na fabricacdo de cervejas,
produgdo de queijos, amaciamento de carnes e producdo de hidrolisados
funcionais (SILVA, 2013).

Tabela 3. Fontes de proteases e suas aplicagcdes

Fonte Enzima Aplicacéo industrial

Animal Tripsina, Industria  farmacéutica, de
Quimotripsina couro, processamento de
alimentos, hidrélise proteica.

Vegetal Papaina, Ficina, = Amaciamento  de  carne,

Bromelina producdo de extratos de
leveduras, cerveja clarificada,
panificacdo, farmacos.

Aspergillus niger Proteases acidas e Queijo, carnes, pescado,

neutras cereais, bebidas.
Aspergillus oryzae | Proteases &acidas e Hidrdlise proteica,
neutras processamento de carne e
pescado, cervejas e
panificacao.
Aspergillus Proteases Manufatura de queijo
melleus, Endothia alcalinas (coagulacao do leite).

parasitica, Mucor
miehei e Mucor

pusillus

Fabricacdo de detergentes,
Bacillus Proteases industria de couro,
lichenformis, alcalinas processamento de carnes e
Bacillus subtilis pescado.
Bacillus subtilis, Proteases neutras Produgdo de bebidas e
Bacillus cereus panificacao.

Fonte: Adaptado de SILVA (2013).
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Na panificacdo, a farinha de trigo € o principal componente dos
processos e contém uma proteina insolivel chamada glaten, que determina as
propriedades das massas. Proteases de Aspergillus oryzae tém sido usadas
para modificar o glaten através de protedlise limitada. A adicdo de proteases
reduz o tempo de mistura da massa e resulta em paes mais volumosos.
Especificamente para a confecgao de biscoitos tipo “agua e sal” ou cracker,
utilizam-se proteases que conferem a massa maior extensibilidade, permitindo
uma laminacéo isenta de fraturas e de espessura fina, adequada para a correta
tostagem do material durante o forneamento (MERHEB, 2007; SUMANTHA et
al., 2006).

Nas cervejarias, proteases como a papaina sao utilizadas na
clarificacdo de cervejas. Durante o processo de maturacdo das cervejas com a
baixa temperatura tem-se a insolubilizacdo dos complexos proteina-fenol, que
naturalmente sédo encontrados no malte e nos cereais utilizados para a
producdo de cervejas. Estes complexos entdo geram a turvacado, as proteases
sao responsaveis por hidrolisar estas proteinas. (CASTRO, 2014).

Dentro da industria de laticinios uma importante aplicacdo das proteases
acidas é a capacidade de coagular as proteinas do leite (caseinas),
evidenciado pelo seu uso generalizado na industria de laticinios para a
fabricacdo de queijos e derivados. Atualmente, as proteases 4&acidas
microbianas de origem fungica tém substituido amplamente o coalho animal.
Entre as proteases coagulantes microbianas se destacam as obtidas de
Rhizomucor miehi, Endothia parasitica e Aspergillus niger (MERHEB, 2007,
MONROQY, 2013).

Como amaciadores de carnes, geralmente sdo empregadas proteases
alcalinas termofilicas, que possuem a capacidade e a habilidade de hidrolisar
proteinas do tecido conjuntivo e também proteinas da fibra muscular. O
processo de amaciamento se da através do polvilhamento de uma preparacao
enzimatica ou através da imersédo do produto em uma solugédo enzimética e/ou
injetando a preparacdo concentrada de protease na propria carne do animal
(MERHEB, 2007).
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1.5. Hidrolisados proteicos

Os hidrolisados proteicos vém sendo utilizados desde 1940 na
fabricacdo de alimentos especiais. Estas preparacfes tém sido usadas em
formulacbes infantis (recém-nascidos prematuros, criancas com diarreia,
gastrenterite, quadros gerais de ma-absor¢do), para a manutencao do estado
nutricional de pacientes impossibilitados de digerir proteinas e para o
tratamento de portadores de fenilcetonudria. Além disso, essas preparacoes
podem ser usadas na suplementacdo dietética de idosos, na nutricdo de
esportistas e em pessoas com alergia as proteinas, visto que o decréscimo no
tamanho dos peptideos possui relacdo direta com a diminuicdo da
imunogenicidade (AFONSO et al, 2009; BIZZOTTO et al, 2006;
CAPOBIANGO et al.,, 2006; LI-JUN et al., 2008; PACHECO et al., 2005;
ROGERO e TIRAPEGUI, 2008).

A hidrélise de proteinas é uma tecnologia desenvolvida para melhorar as
caracteristicas fisicas, quimicas e também funcionais, sem que haja prejuizos
no valor nutricional, com a melhoria de forma mais especifica das
caracteristicas de absorcdo destas proteinas. Os hidrolisados proteicos sao
compostos por peptideos de diferentes tamanhos e aminoacidos livres e
apresentam a vantagem de serem absorvidos mais eficientemente e possuirem
um maior valor nutritivo do que as proteinas intactas (SILVA, 2010; PACHECO
et al., 2005).

Os hidrolisados proteicos apresentam facil digestibilidade, alta
solubilidade em agua, longa vida de prateleira (quando na forma desidratada) e
baixa viscosidade em solugcdo, mesmo quando em altas concentragdes. A alta
solubilidade e a estabilidade dos hidrolisados proteicos em relagdo a uma
mistura de aminoacidos livres se deve ao fato de que alguns aminoéacidos
apresentam problemas com relagdo a estas duas propriedades quando estao
na forma livre. Assim, a tirosina e a cistina sédo pouco sollveis, a glutamina e a
cisteina séo instaveis em solucéo e facilmente destruidas durante as etapas de
esterilizagdo e armazenamento (SILVA, 2010).

E possivel encontrar na literatura estudos que comparam a absor¢éo de
aminodacidos resultantes da hidrélise enzimatica com misturas equivalentes de

aminoacidos livres. A taxa de absorcdo intestinal de aminoacidos livres é
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consideravelmente maior para as solucdes contendo di- e tri-peptideos ou
proteinas parcialmente hidrolisadas do que para as solu¢@es contendo apenas
aminoacidos livres. As solucbes de hidrolisados proteicos contendo di- e
tripeptideos apresentam uma osmolaridade menor do que as solucbes de
aminoéacidos livres e, por isso sdo mais bem toleradas por individuos com
dificuldade de absorcdo. Além disso, sdo mais palataveis, sendo, portanto,
mais tolerados por um longo periodo de tempo do que uma mistura de
aminodcidos (SILVA, 2010; SILVA, 2009; SOARES, et al, 2004).

Os hidrolisados proteicos também apresentam varias aplicagcdes na
industria alimenticia, associadas a melhoria das propriedades funcionais das
proteinas, como solubilidade, poder emulsificante e textura. Neste sentido,
estes hidrolisados sdo utilizados como ingrediente em varios alimentos, como
patés, paes, doces, produtos alimenticios fortificados e para criancas (CASTRO
et al., 2015; SILVA, 2010).

Ao escolher que tipo de proteina utilizar na obteng&o de hidrolisados é
importante seguir alguns critérios de selecdo entre eles estdo: o valor
nutricional, custo, sabor, antigenicidade, solubilidade e funcionalidade. As
proteinas mais comumente usadas para a producdo de hidrolisados proteicos
sdo as derivadas do leite (caseina e as proteinas do soro), soja, carne e
pescado (HARTMAN e MEISEL, 2007).

Um aspecto negativo do processo enzimatico esta relacionado ao
desenvolvimento de gosto amargo no decorrer da catalise, devido a liberagéo
de peptideos pequenos contendo residuos de amino&cidos hidrofébicos que se
encontravam no interior das moléculas proteicas. Proteinas intactas néo
apresentam gosto amargo porque seu tamanho molecular afeta sua habilidade
de interagir com receptores de amargor na cavidade oral. Ja peptideos
menores que 6 KDa contendo residuos de leucina, prolina, fenilalanina,
tirosina, isoleucina e triptofano provavelmente terdo gosto amargo
(FITZGERALD e O’CUINN, 2006).

Este fato constitui um dos principais obstadculos na aplicacdo dos
hidrolisados, contudo, varias alternativas tém sido usadas para prevenir,
eliminar ou mascarar este efeito, com destaque para o tratamento com carvao
ativado, a extragdo com &lcool, a precipitagdo isoelétrica, a cromatografia em
silica gel, a cromatografia de interacdo hidrofébica, a adicdo de polifosfatos,
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glicina ou ciclodextrina durante o0 processo de hidrolise e a
aplicacao/tratamento por exopeptidases. Muita atencédo tem sido dada ao uso
de exopeptidases para remover gosto amargo, principalmente as que
hidrolisam ligacbes adjacentes aos residuos hidrofébicos, em especial a
prolina, mostrando que a especificidade € um fator importante para escolher a
estratégia enzimatica para remocdo de gosto amargo. Outra técnica adotada
para reduzir o sabor amargo dos hidrolisados proteicos consiste na sua
encapsulacdo em lipoesferas e lipossomas (FITZGERALD e O’CUINN, 2006;
MERHEB, 2007; SILVA, 2010).

Peptideos biologicamente ativos (PBA) e peptideos antioxidantes

Outra importante vantagem de aplicacdo dos hidrolisados proteicos € a
liberacdo de peptideos biologicamente ativos (PBA) que podem interagir com
células no organismo, induzindo respostas fisiolégicas e proporcionando
beneficios aos principais sistemas do corpo humano, como: digestivo,
cardiovascular, nervoso e imunolégico (MOITA, 2011).

Peptideos biologicamente ativos podem ser definidos como sequéncias
de aminoé&cidos que se encontram inativas nas proteinas nativas, porém, apés
0 processo de hidrdlise, in vitro ou in vivo, tornam-se ativas, sendo capazes de
modular respostas fisiolégicas no organismo. Dentre as funcbes que estes
peptideos podem desempenhar destacam-se as atividades imunomoduladora,
antimicrobiana, antidlcera, anti-hipertensiva, anticariogénica, anticoagulante,
opibdide, hipocolesterolémica e antioxidante. Neste sentido ha perspectivas
destes PBA serem incorporados como ingredientes em alimentos funcionais,
nutracéuticos e medicamentos, onde essas bioatividades podem ser aliadas no
controle e prevencdo de doencgas e também como auxiliares na conservagéo
de alimentos (CHATTERTON et al., 2006; HARTMANN e MEISEL, 2007;
SILVA, 2010).

Diversas fontes proteicas tém se mostrado como potenciais fontes de
PBA, como as de origem animal (suina, frango, pescado, ovos) e vegetal
(soja), porém o leite tem sido a principal fonte utilizada nas ultimas décadas. O
soro de leite € um residuo obtido apds a fabricacdo de queijo e contém
proteinas de alto valor nutricional devido ao conteddo de aminoacidos
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essenciais, além de aminoacidos contendo enxofre, como a cisteina, os quais
possuem fung¢des antioxidantes. Contém aproximadamente 20% das proteinas
originais do leite. As duas principais proteinas sdo: as B-lactoglobulinas e a
a-lactalbumina, que perfazem de 70 a 80% das proteinas totais do soro
(HARAGUCHI et al., 2006; MORENO-INDIAS et al., 2009; PACHECO et al.,
2005; SGARBIERI, 2004; SINHA et al., 2007).

Peptideos gerados a partir da hidrélise de diferentes fontes proteicas
tém sido relatados como possuidores de atividade antioxidante. Os
antioxidantes sédo definidos como substancias que quando presentes em baixas
concentracbes em relacdo ao substrato oxidavel sdo capazes de inibir ou
retardar a oxidacao daquele substrato. Os antioxidantes ndo se tornam radicais
livres pela doacédo de elétrons, pois eles sédo estaveis em ambas as formas. No
contexto dos peptideos antioxidantes, eles podem ser utilizados com a
finalidade de promover beneficios a salde, bem como na preservacao de
alimentos (CASTRO, 2012; CORREA, 2013).

Em organismos aerdbios ha inevitavelmente a formacdo de radicais
livres durante a respiracao, como o superoxido e a hidroxila. Estes radicais sao
bastante instaveis causando danos as proteinas e mutacdes no DNA, oxidacdo
de fosfolipidios de membranas e em lipoproteinas de baixa densidade. Uma
guantidade em excesso no organismo humano estd associada ao
desenvolvimento de varias doencas, como aterosclerose, artrite, diabetes e
cancer (CASTRO, 2012).

Uma das principais causas de deterioracdo dos alimentos é a oxidacao,
comprometendo caracteristicas como o sabor, aroma e coloragéo e reduzindo
consequentemente o tempo de prateleira do alimento. A oxidacdo dos
alimentos afeta lipidios, proteinas e carboidratos. Por isso € de suma
importancia a presenga de substéncias como o0s antioxidantes que inibam
essas reacoes, afetando de forma direta a qualidade dos alimentos (CORREA,
2013).

Existem duas categorias basicas de antioxidantes, os sintéticos e 0s
naturais. Entretanto as substancias sintéticas (como BHA, BHT e n-propil-
galato) apresentam riscos potenciais in vivo, devido a sua relacdo com
propriedades carcinogénicas. Devido a essas caracteristicas desvantajosas
dos antioxidantes sintéticos é que os naturais ganham destaque e o potencial
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antioxidante de peptideos gerados a partir da hidrélise de diferentes proteinas
(origem vegetal e animal) vem sendo pesquisada (CASTRO, 2012; CORREA,
2013).

Os mecanismos de acdo que explicam a atividade antioxidante de peptideos
ndo sao totalmente compreendidos, mas varios estudos mostraram a
capacidade destes peptideos em inibir a peroxidacao lipidica, sequestrar
radicais livres, quelar ions metélicos e capturar espécies reativas de oxigénio.
As propriedades antioxidantes dos peptideos estdo relacionadas com sua
composicao, estrutura e hidrofobicidade. A presenca dos aminoacidos tirosina,
triptofano, metionina, lisina e cisteina € um importante fator para a acao
antioxidante dos peptideos, especialmente pela capacidade de reducdo dos
fons Fe3* a Fe?* e atividade quelante de ions Fe?* e Cu?*(CASTRO, 2012). A
atividade antioxidante dos peptideos pode ser avaliada por diversos métodos e
na tabela 4 estdo descritos o0s principais métodos e seus respectivos

mecanismos de acgao.

Tabela 4. Métodos de determinacdo de atividade antioxidante de

peptideos
Método | Mecanismo Reacao Medida
Realizada
DPPH | Capturado O radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) Reducéo da
radical reage com antioxidantes doadores de absorbancia
DPPH hidrogénio, com mudanca de coloragdo g 517nm

violeta para amarela.

ABTS | Capturado O radical ABTS (4cido 2,2'-azinobis-(3- Reducdo da
radical etilbenzotiazolino-6-sulfénico) € absorbancia
ABTS estabilizado na presenca de antioxidantes g 734nm
doadores de hidrogénio, com mudanca de
coloracéo verde escura para verde clara.

ORAC |Capturado O radical peroxila, gerado pela Reducdo de

radical decomposicado do AAPH [dicloreto de 2,2’- fluorescéncia

peroxila azobis (2-amidinopropano)] na presenca (excitacéo a
de oxigénio atmosferico, reage com um 4g85nm e
indicador fluorescente formando um

x emissao a
produto ndo fluorescente. Na presenca de
. N . 520nm)
antioxidantes, a fluorescéncia é
preservada.

Fonte: Adaptado de CASTRO (2012).
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2. Objetivos

Objetivos gerais

O presente trabalho de pesquisa teve como principal objetivo a
producdo de proteases a partir de fungos filamentosos do género Aspergillus

(A. niger e A. oryzae) por fermentacéo no estado solido.

Objetivos especificos

Determinar a atividade proteolitica sobre a caseina dos extratos enzimaticos

brutos de A. oryzae e de A. niger.

Determinar efeito de pH e da temperatura na atividade e estabilidade

enzimaética.

Estudar através de planejamento experimental os efeitos da concentracdo de
caseina e do volume de extrato enzimatico bruto de A. niger e A. oryzae no

grau de hidrdlise da caseina.

Determinar a atividade antioxidante dos peptideos liberados a partir da hidrélise

da caseina com o uso dos extratos enzimaticos brutos de A. niger e A. oryzae.

Aplicar o extrato enzimatico bruto de A. niger e A. oryzae na coagulacao do

leite para fabricacao de queijo.
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3. Justificativa

Entre as enzimas utilizadas comercialmente as proteases representam mais
da metade deste mercado, devido a ampla versatilidade de aplicacdo na
industria de detergentes, farmacéutica e de alimentos. As proteases sao
encontradas em diversas fontes: animais, vegetais e em microrganismos. As
de origem microbiana se destacam por serem obtidas através de processos
mais simples, mais r4pidos e de baixo custo, e em geral sdo mais estaveis que
as homologas de plantas e animais.

Os fungos filamentosos sdo os mais utilizados para producdo de enzimas,
uma vez que apresentam facilidade de manipulacdo, produzem enzimas em
grande quantidade e variedade, € possivel a realizacdo de modificacbes pés-
traducionais, possuem facilidade em crescer ao natural em substratos sélidos e
uma excelente capacidade de fermentacdo. Tanto o Aspergillus oryzae quanto
o Aspergillus niger séo reconhecidos como fungos seguros para a utilizacdo em
alimentos (GRAS — Generally Regarded as Safe), e por isso se sobressaem
neste ramo da industria.

A fermentacdo no estado soélido ainda ndo € tdo utilizada como a
fermentacdo submersa, porém é uma técnica promissora dentro da industria
devido as suas vantagens como, por exemplo, a possibilidade do uso de
residuos agroindustriais como substrato de fermentagao, o que reduz os custos
do processo e promove a sustentabilidade, uma vez que estes residuos séo
produzidos em grandes quantidades e por ndo serem utilizados de outra forma
se tornam um problema ecoldgico e sanitéario.

A utilizacdo de hidrolisados proteicos vem ganhando for¢ca devido ao fato
de que preparacbes compostas por peptideos menores apresentam a
vantagem de serem absorvidas mais eficientemente e possuirem um maior
valor nutritivo do que as proteinas intactas ou do que uma mistura equivalente
de aminoacidos livres. Assim, os hidrolisados proteicos contendo aminoacidos
livres e peptideos pequenos, constituem uma alternativa as proteinas intactas e
estdo presentes em formulagdes especiais desenvolvidas para fornecer suporte

nutritivo a pacientes com diferentes necessidades.
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Outra importante vantagem de aplicacdo dos hidrolisados proteicos € a
liberacdo de peptideos biologicamente ativos (PBA) que podem interagir com
células no organismo, induzindo respostas fisiolégicas benéficas
desempenhando diversas fungbes, como atividade imunomoduladora,
antimicrobiana, antidlcera, anti-hipertensiva, anticariogénica, anticoagulante,
opioide, hipocolesterolémica e antioxidante. Neste sentido ha perspectivas
destes PBA serem incorporados como ingredientes em alimentos funcionais,
nutracéuticos e medicamentos. Os peptideos possuidores de atividade
antioxidante podem ser utilizados com a finalidade de promover beneficios a
saude, na prevencdo de varias doencas, como aterosclerose, artrite, diabetes e
cancer, bem como na preservacdo de alimentos. O desenvolvimento de
antioxidantes naturais é de extrema importancia como alternativa aos
antioxidantes sintéticos, uma vez que estes apresentam relacéo a propriedades
carcinogénicas.

Considerando as informagcbes acima, é de extrema importancia a
realizacdo de estudos que utilizem fungos seguros, como o Aspergillus oryzae
e o Aspergillus niger para a obtencdo de enzimas proteoliticas com finalidade
de aplicacdo na industria de alimentos. Além do estudo mais aprofundado
sobre a obtencdo e determinacdo de hidrolisados que contenham peptideos

biologicamente ativos.
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4. Metodologia

4.1. Microrganismos e manutencédo das cepas

Foram utilizadas as cepas dos fungos filamentosos Aspergillus oryzae,
(Ahlburg) Cohn n°® CCT: 3940 ou ATCC 12891 e Aspergillus niger van
Tieghem (variedade awamori) n® CCT: 3941 ou ATCC 22342, adquiridas na
Fundacdo André Tosello (Colecdo de Culturas Tropicais). Os fungos foram
conservados sob-refrigeracdo a 8°C em meio agar Sabouraud dextrose, sendo

repicados a cada trés meses.

4.2. Obtencéo da solucédo de esporos para inocular os meios de cultivo na

fermentacéo no estado soélido

O meio para producdo de esporos foi constituido por 50 mL do Agar
Sabouraud dextrose distribuido em frascos erlenmeyers de 250 mL,
posteriormente inclinados e, apds solidificacdo, o micro-organismo foi repicado
no mesmo. Apés o crescimento do fungo (A. oryzae ou A. niger), incubado a
24°C por aproximadamente 5-7 dias, a biomassa formada na superficie do
meio foi raspada com auxilio de uma espatula, adicionando-se 30 mL de agua
destilada estéril, para obter uma solucdo de esporos. A contagem da solucéo
de esporos foi realizada em camara de Neubauer (PEREIRA, 2014). A
concentracdo de esporos utilizada para inocular os meios de cultivo na FES foi

de 10°- 10° esporos/g.

4.3. Fermentacdo no estado soélido (FES) para obtencdo dos extratos

enzimaticos brutos

Como meio de cultivo no processo de FES para obtencg&o das proteases,
foi utilizada farinha grossa de arroz, suplementada com 2% (p/v) de peptona e
2% (p/v) de extrato de levedura. A FES foi conduzida em erlenmeyer de 500

mL contendo 25 g de meio de cultivo e agua destilada (100 mL). Entdo, no
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erlenmeyer de 500 mL para cada 25 gramas de farinha de arroz e 100 mL de
adgua destilada foram adicionados 0,5 g de peptona e 0,5 g de extrato de
levedura. Todos os erlenmeyers foram autoclavados a 121°C por 20 min. e
apos autoclavagem o meio estava umido, mas sem agua aparente. Apds o
resfriamento, cada meio foi inoculado com uma suspensao de esporos de A.
oryzae ou A. niger (3-4 mL, 10° - 10° esporos/g) e o material inoculado foi
incubado a 24°C por 7 dias. Apos 7 dias de crescimento do fungo (A. oryzae ou
A. niger), foi obtido um extrato enzimatico bruto pela adicdo de 100 mL de agua
destilada. Essa suspensdo foi homogeneizada com bastdo de vidro e em
seguida foi filtrada para remocao dos sélidos. A atividade enzimatica de cada
extrato foi medida conforme descrito no item 4.4.

4.4. Determinacdo da atividade proteolitica dos extratos enzimaticos
brutos para os testes de efeito de pH e da temperatura na atividade e
estabilidade enzimatica

Para medir a atividade enzimatica de cada extrato, a mistura da reacao
foi composta de 2,5 mL de solucédo de caseina 0,5% (p/v) e 2,0 mL de extrato
enzimatico. A mistura de reac¢do foi incubada em banho-maria e ao final de 60
minutos a reacdo foi interrompida pela adicdo de 2,5 mL de solucédo de acido
tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Para o controle, o TCA foi adicionado antes do
extrato enziméatico. O branco (sem adicao de caseina) foi composto por 2,5 mL
de agua destilada, 2,0 mL de extrato enzimético e 2,5 mL de solugédo de TCA
10% (p/v). As amostras, o branco e o controle foram filtrados e a leitura dos
filtrados foi feita a 280 nm, utilizando cubetas de quartzo. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para causar um aumento de 0,01 na absorbancia a 280 nm, nas condi¢bes do
ensaio. O TCA tem a fungdo de precipitar a caseina nao hidrolisada, que fica
retida na etapa de filtragdo. No filtrado restardo os peptideos e aminoacidos

sollveis que serdo medidos a 280 nm, pois absorvem a luz UV.
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4.5. Estudo do efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade

enzimaéatica

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi determinado
incubando-se 2,5 mL de solugédo de caseina 0,5% (p/v) e 2,0 mL de extrato
enzimatico nas seguintes temperaturas: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C por 1
hora. Apds incubacado, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 2,5 mL de
solucéo de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). As amostras foram filtradas e
a leitura do sobrenadante foi realizada a 280 nm.

O efeito da temperatura sobre a estabilidade enzimatica de A. oryzae foi
determinado incubando-se 3,0 mL de extrato enzimatico bruto em auséncia de
substrato nas temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C por 30
minutos. Para o teste com A. niger incubou-se 3,0 mL de extrato enzimatico
bruto em auséncia de substrato nas temperaturas de 10-80°C por 1 hora. A
atividade residual de cada extrato enzimatico nas diferentes temperaturas foi
determinada incubando-se 2,5 mL de solucédo de caseina 0,5% (p/v) e 2,0 mL
de extrato enzimatico. A mistura de reacao foi incubada a 60°C e ao final de 60
minutos a reacao foi interrompida pela adicdo de 2,5 mL de solu¢cdo de acido
tricloroacético (TCA) 10% (p/v). As amostras foram filtradas e a leitura do
sobrenadante foi realizada a 280 nm.

O efeito do pH na estabilidade enzimatica foi determinado na faixa de pH
de 3,0 a 10,0, com uso das seguintes solu¢des tampéao: citrato-fosfato (pH 3,0);
acetato (pH 4,0 e 5,0); fosfato (pH 6,0, 7,0 e 8,0) e bicarbonato (pH 9,0 e 10,0),
todos na concentracdo 0,1 M e dentro da faixa de capacidade tamponante. As
misturas de 3,0 mL de extrato enzimatico bruto e 3,0 mL das solu¢gbes tampéao
de diferentes valores de pH foram incubadas pelo periodo de 40 minutos a
60°C. A atividade residual de cada uma das misturas de extrato enzimético nos
tampdes com diferentes valores de pH foi determinada incubando-se 2,5 mL de
solucdo de caseina 0,5% (p/v) e 2,0 mL de extrato enzimatico. A mistura de
reacao foi incubada a 60°C e ao final de 60 minutos a reacao foi interrompida
pela adicdo de 2,5 mL de solucéo de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). As
amostras foram filtradas e a leitura do sobrenadante foi realizada a 280 nm.
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4.6. Determinacgao do grau de hidrolise da caseina

O grau de hidrélise (GH) foi definido como a porcentagem de
grupamentos amino que foram liberados no rompimento da molécula proteica
pela acdo de enzimas (RODRIGUES, 2014). Neste caso, o GH foi calculado
por meio da relacdo entre as proteinas hidrolisadas e a proteina total da

amostra de acordo com a equacéao 1:

04GH = proteines hidrolisadas x 100 (Equa(;éo 1)

proteina total da amestra

Para determinacdo das proteinas hidrolisadas e da proteina total da
amostra foi utilizado o método do Biureto (GORNALL et al., 1949), onde se
construiu uma curva padrdo com concentracfes conhecidas de caseina
(ANEXO 1). A partir da equacéo da reta resultante da curva padrdo de caseina
foram realizados os calculos de concentracdo de proteinas hidrolisadas e
proteina total da amostra.

A hidrolise da caseina em peptideos foi determinada incubando-se 1,0
mL de solucdo de caseina 0,5% (p/v) e 1,0 ml de extrato enzimético de A.
oryzae ou A. niger, por 60 minutos na temperatura de 60°C. Apés incubacéo, a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,0 mL de solucdo de &cido
tricloroacético (TCA) 10% (p/v). As amostras foram filtradas para precipitar a
caseina nao hidrolisada e no sobrenadante contendo os peptideos hidrolisados
foram adicionados 4,0 mL de reagente de Biureto. Apés 30 minutos de

repouso, a leitura das amostras foi realizada a 540 nm.

4.7. Planejamento experimental para estudo da hidrélise da caseina em
peptideos utilizando o0s extratos enzimaticos brutos dos fungos

Aspergillus oryzae ou Aspergillus niger

Foi utilizado planejamento composto central 22 e metodologia de
superficie de resposta para estudar a influéncia das variaveis: concentracdo de
caseina (0,2-2,0%, p/v) e do volume de extrato enzimatico bruto (1-4 mL) na
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hidrolise da caseina em peptideos. Os ensaios totalizaram 12 experimentos,
incluindo quatro ensaios referentes ao fatorial 22 (-1 e +1), quatro repeticdes no
ponto central (0) para se estimar o erro e consequente analise de variancia e
quatro ensaios nos pontos axiais (a =1,41) para se obter o modelo polinomial
quadratico, gerando apos validacao estatistica, a superficie de resposta e curva
de contorno. A andlise estatistica do modelo foi feita através de analise de
variancia (ANOVA) com uso do programa computacional STATISTICA, verséo
10.0. Essa analise incluiu o teste Fisher (teste F) e o coeficiente de
determinacdo (R?). A Tabela 1 mostra as variaveis independentes e os valores
decodificados do planejamento experimental e a tabela 2 mostra o

planejamento composto central 22 codificado.

Tabela 5. Valores decodificados utilizados no planejamento experimental

Variavel -0, -1 0 +1 +a
Concentracao de caseina (%) 0,2 0,4 1,0 1,7 2,0
Volume de enzima (mL) 1,0 1,4 2,5 3,6 4,0

Tabela 6. Planejamento composto central 22 codificado

Concentragao Volume de Grau de hidrélise (%)
Ensaios de caseina (%) enzima (mL) Resposta do
experimento
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 1
5 -a 0
6 + o 0
7 0 -a
8 0 +a
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
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A hidrdlise da caseina em peptideos foi determinada incubando-se 1,0
mL de solucdo de caseina nas diferentes concentracdes e diferentes volumes
de extrato enzimético em solugdo aquosa, conforme determinado no
planejamento experimental, por 30 minutos na temperatura de 70°C. Apos
incubacédo, a reacao foi interrompida pela adicdo de 1,0 mL de solucédo de
acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). As amostras foram filtradas para
precipitar a caseina ndo hidrolisada e no sobrenadante contendo os peptideos
hidrolisados foram adicionados 4,0 mL de reagente de biureto. Apés 30

minutos de repouso, a leitura das amostras foi realizada a 540 nm.

4.8. Determinacdo da atividade antioxidante dos hidrolisados de caseina

obtidos pela acdo dos extratos enzimaticos brutos de A. oryzae e A. niger

Para realizar a hidrdlise da caseina com extrato enzimatico bruto de A.
oryzae ou A. niger, a reacdo foi composta de 2,5 mL de solu¢cdo de caseina
0,5% (p/v) e 2,0 mL de extrato enzimatico. Foram realizados 2 tipos de testes:
um com a solucédo de caseina 0,5% (p/v) neutralizada com solucdo de NaOH 1
N (pH 7,0) e outro com a solucéo de caseina 0,5% (p/v) ndo neutralizada e que
naturalmente tinha um pH &cido de 3,5. A mistura de reacdo (2,5 mL de
solucéo de caseina 0,5% (p/v) e 2,0 mL de extrato enzimatico) foi incubada em
banho-maria a 70°C e ao final de 30 e 60 minutos a reac¢édo foi interrompida
pela adigdo de 2,5 mL de solucéo de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). As
amostras foram filtradas para precipitar a caseina ndo hidrolisada e o
sobrenadante contendo os peptideos hidrolisados foi neutralizado com solugéo
de NaOH 1 N. A atividade antioxidante de cada hidrolisado de caseina foi
determinada pela metodologia do ABTS, conforme RUFINO et al. (2007), com
modificacdes.

Para se determinar a quantidade de caseina hidrolisada em cada teste
(necessario para realizar os célculos de atividade antioxidante), utilizou-se a
metodologia do Biureto. A mistura de reacdo (2,5 mL de solucdo de caseina
0,5% (p/v) e 2,0 mL de extrato enzimatico) foi incubada em banho-maria a 70°C
e ao final de 30 e 60 minutos a reacéo foi interrompida pela adicdo de 2,5 mL
de solucdo de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). As amostras foram

filtradas para precipitar a caseina ndo hidrolisada e o sobrenadante contendo
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0s peptideos hidrolisados foram adicionados 4,0 mL de reagente de biureto.
Apds 30 minutos de repouso, a leitura das amostras foi realizada a 540 nm. A
partir da equacdo da reta resultante da curva padrdo de caseina foram

realizados os calculos de concentracao de proteinas hidrolisadas.

4.9. Aplicacdo dos extratos enzimaticos brutos do A. oryzae e A. niger na

coagulacéo do leite para fabricacdo de queijo

Para a aplicacdo dos extratos enzimaticos brutos do Aspergillus oryzae e
Aspergillus niger na coagulacdo do leite para fabricacdo de queijo, foram
aguecidos dois litros de leite jA pasteurizado a 35°C e em seguida foi
adicionado 3 mL de cloreto de calcio. Apés a dissolucdo do cloreto de calcio,
foram adicionados 10 mL do extrato enzimatico bruto de A. oryzae ou A. niger e
efetuou-se a homogeneizacdo das amostras por 1 minuto. O leite ficou em
repouso por 12 horas em estufa a 45°C. Apos coagulacdo, com o auxilio de
uma faca foram feitos cortes paralelos e cruzados por toda a extensédo da
massa, com uma distancia minima de trés centimetros entre os cortes e a
coalhada ficou em repouso por mais cinco minutos, possibilitando a formacao
do soro. Apdés o repouso, foi feita a mexedura da massa cortada em
movimentos circulares e lentos por toda extensao e profundidade do recipiente.
E por dltimo a massa formada foi transferida para uma forma circular propria
para producdo de queijo, possibilitando a saida do soro. Este processo foi
realizado de forma separada para os extratos enzimaticos de A. oryzae e A.
niger. Como forma de comparacao da eficiéncia de coagulacdo do leite pelos
extratos enzimaticos, o processo de coagulacdo do leite para fabricacdo de
gueijo também foi realizado com um coalho comercial para fabricacéo de queijo
da marca Ha-La®, produzido a partir de A. niger.
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5. Resultados e discussao

5.1. Atividade das proteases dos extratos enzimaticos brutos de A. oryzae
e de A. niger sobre a caseina

Na determinacdo da atividade enzimatica do extrato bruto de A. oryzae
foi realizado um teste utilizando somente farinha grossa de arroz na FES para
obtencdo das proteases e outro teste utilizando farinha grossa de arroz,
suplementada com peptona e extrato de levedura. Os resultados da
determinacao da atividade enzimética (realizada como descrito no item 4.4) de

cada extrato enzimatico bruto de A. oryzae estao descritos na tabela 7.

Tabela 7. Atividade das proteases obtidas a partir dos extratos

enzimaticos brutos de A. oryzae sobre a caseina

Extrato enzimatico de A. oryzae Absorbéancia Atividade
(280 nm) enzimética (U)
Meio de cultivo suplementado com 1,482 amostra 127,6
peptona e extrato de levedura 0,206 controle
Meio de cultivo ndo suplementado 0,336 amostra 12,9
com peptona e extrato de levedura 0,207 controle

Os resultados dos testes realizados com extrato bruto de Aspergillus
oryzae demonstram que a atividade enzimatica apresentou-se maior quando o
meio de cultivo foi suplementado com fontes de nitrogénio, como o extrato de
levedura e a peptona. A producédo de proteases depende da disponibilidade de
carbono e nitrogénio no meio de cultivo e ambos exercem efeitos reguladores
sobre a sintese enzimatica. As espécies de Aspergillus possuem a capacidade
de utilizar uma grande variedade de substratos para 0 seu crescimento e
também possuem diferentes vias bioquimicas para a sua assimilacdo (SOUZA,
2015). Naturalmente o nitrogénio é encontrado no solo na forma de nitrato ou
amonio e sua utilizacao pelos fungos ocorre no momento em que € requerido
nos processos metabdlicos. Em casos de cultivo do fungo em laboratorio,

guando o substrato utilizado pode néo fornecer uma quantidade adequada de



37

nitrogénio como € o caso do arroz, se faz necessario a suplementacéo do meio
de cultivo (SLIVINSK, 2007). Por este motivo escolheu-se trabalhar com a
farinha de arroz suplementada para o cultivo de ambos os fungos, A. oryzae e
A. niger.

Na determinacdo da atividade enzimética do extrato bruto de A. niger
(crescido em meio de cultivo suplementado com peptona e extrato de levedura)
foi realizado um teste de hidrolise da caseina utilizando o extrato enzimético
bruto de A. niger e um coalho comercial disponivel para fabricacdo de queijo
(marca Ha-La®) produzido a partir de A. niger, para comparar os resultados de
atividade enzimatica. Os resultados da determinacdo da atividade enziméatica
(realizada como descrito no item 4.4) do extrato bruto de A. niger e do coalho

comercial estdo descritos na tabela 8.

Tabela 8. Atividade das proteases do extrato enzimatico bruto de A. niger
e do coalho comercial sobre a caseina

Extrato Absorbancia Atividade
enzimatico (280 nm) enzimatica (U)
A. niger 1,714 amostra 153,4
0,180 controle
Coalho comercial 1,062 amostra 88,2

0,180 controle

Pode-se observar que o extrato enzimatico de A. niger apresentou
atividade enzimatica maior que o coalho comercial. Muitas proteases
extracelulares de origem microbiana atuam de forma semelhantes a quimosina
na sua capacidade para clivar os macro peptideos caseino da K-caseina, o que
desencadeia a desestabilizacdo das micelas da caseina. Este mecanismo
induz a coagulacéo do leite, o que proporciona 0 seu uso na producdo de
queijo (FREITAS, 2013).
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5.2. Estudo do efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade

enzimatica dos extratos enziméaticos brutos de A. oryzae e de A. niger

As tabelas 9 e 10 e os gréficos 1, 2, 3 e 4 apresentam a determinagdo
do efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimatica dos extratos

enzimaticos brutos de A. oryzae e de A. niger.

Tabela 9. Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade

enzimatica de A. oryzae

Efeito da temperatura Efeito da temperatura
sobre a atividade sobre a estabilidade
enzimatica enzimatica
Absorbancia Atividade Absorbancia Atividade
Tempoeratura (280 nm) enzimatica (280 nm) enzimatica
(°C) A. oryzae (U) A. oryzae (U)
10 0,170 17,0 0,080 8,0
20 0,240 24,0 0,300 30,0
30 0,330 33,0 0,322 32,2
40 0,390 39,0 0,373 37,3
50 0,350 35,0 0,280 28,0
60 0,480 48,0 0,482 48,2
70 1,125 1125 0,500 50,0
80 0,580 58,0 0,429 429
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Gréfico 1. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de A. oryzae
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Gréfico 2. Efeito da temperatura sobre a estabilidade enzimatica A. oryzae

Tabela 10. Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade

enzimatica de A. niger

Efeito da temperatura
sobre a atividade

Efeito da temperatura
sobre a estabilidade

enzimatica enzimatica
Absorbancia Atividade Absorbancia Atividade
Temperatura (280 nm) enzimética (280 nm) enzimética
(°C) A. niger (9)) A. niger V)
10 0,010 1,0 0 0
20 0,105 10,5 0,070 7,0
30 0,160 16,0 0,080 8,0
40 0,192 19,2 0,100 10,0
50 0,255 25,5 0,128 12,8
60 0,301 30,1 0,285 28,5
70 0,540 54,0 0,402 40,2
80 0,380 38,0 0,107 10,7
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Gréfico 3. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimética de A. niger
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Gréfico 4. Efeito da temperatura sobre a estabilidade enzimatica A. niger

As proteases produzidas por A. oryzae e A. niger neste trabalho
mostraram uma maior atividade e estabilidade enzimatica em temperaturas
mais altas, entre 60 a 70°C e um pico maior de atividade na temperatura de
70°C. A maior resisténcia térmica exibida pelas proteases deste estudo tornam-
nas interessantes do ponto de vista industrial. A temperatura 6tima é um valor
muito especifico de cada enzima, podendo variar entre os diferentes tipos de

proteases produzidas por um mesmo fungo (SILVA, 2013). No estudo realizado
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por Castro e Sato (2014) foi observada atividade oOtima das proteases
produzidas por A. oryzae LBA 01 na temperatura de 57,2°C e maior atividade
nas temperaturas de 50-60°C. Em outro estudo também realizado por Castro
et al. (2014), foi observado que as proteases de A. niger LBA 02 apresentaram
temperatura 6tima a 50°C, tiveram maior atividade nas temperaturas de 40-
50°C e apresentaram decréscimo da atividade em temperaturas acima de
55°C.

A tabela 11 e os gréaficos 5 e 6 apresentam a determinacéo do efeito da
pH na estabilidade enzimética dos extratos enzimaticos brutos de A. oryzae e

de A. niger.

Tabela 11. Efeito do pH sobre a estabilidade enzimética de A. oryzae e A.

niger

pH Absorbancia Atividade Absorbéancia Atividade
(280 nm) enziméatica (U) (280 nm) enzimética (U)
A. oryzae A. oryzae A. niger A. niger

3 0,106 10,6 0 0

4 0,218 21,8 0,283 28,3

5 0,000 0,0 0,104 10,4

6 0,415 41,5 0,207 20,7

7 1,878 187,8 0,094 9,4

8 0,063 6,3 0,03 3,0

9 0 0 0,01 1,0

10 0 0 0 0
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Gréfico 6. Efeito do pH sobre a estabilidade enzimética de A. niger

A atividade enziméatica é fortemente influenciada pelo pH, uma vez que
0s sitios ativos das enzimas sdo muitas vezes compostos por grupos idnicos
cuja conformagédo deve ser mantida, para permitir com sucesso a ligacdo do
substrato, por isso é de extrema importancia conhecer o pH 6timo de cada
enzima proporcionando uma otimizacdo na reacdo (FREITAS, 2013). A
atividade proteolitica maxima do extrato enzimatico bruto obtido a partir do A.

oryzae ocorreu em pH 7,0, caracterizando a enzima produzida como uma
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protease neutra. No estudo realizado por Freitas (2013), as proteases obtidas a
partir do A. oryzae também obtiveram maior atividade em pH neutro. Segundo
SILVA (2013), Aspergillus oryzae é a principal fonte de protease neutra fungica.

As enzimas obtidas do A. niger neste trabalho apresentaram uma
estabilidade consideravel na faixa de pH entre 4,0 e 7,0, com a caracterizacao
de proteases acidas estaveis em pH 4,0 e proteases neutras estaveis em pH
6,0. Ahmed et al. (2011) obtiveram uma faixa de estabilidade enzimética para
as proteases de A. niger entre os pHs 5,0 e 8,0, com a maior atividade em pH
7,0. No estudo de Madhumithah et al. (2011), utilizando varios residuos
vegetais para producdo de proteases por FES a partir do fungo A. niger,
obtiveram-se maiores atividades das proteases quando os residuos estavam

com pH 6,0.

5.3. Determinacdo do grau de hidrélise da caseina

Os fundamentos dos diferentes métodos de determinacdo do grau de
hidrolise de proteinas baseiam-se na determinacdo do nitrogénio soluvel, na
determinacdo de grupos amino livres e também na determinacdo de prétons
liberados apds a ruptura das ligacbes peptidicas em determinados valores de
pH. Para determinar o grau de hidrélise a partir do nitrogénio soltvel, as
técnicas de maior uso sdo: o método de Kjeldhal, o método de Lowry, a reacao
de Biureto e a determinacdo de peptideos contendo grupos aromaticos, por
meio da técnica da espectrofotometria na regiao UV (SILVA, 2009).

Neste estudo, o grau de hidrdlise (GH) foi definido como a porcentagem
de grupamentos amino que foram liberados no rompimento da molécula
proteica (caseina) pela acdo de enzimas proteases. No trabalho de
RODRIGUES (2014), os peptideos hidrolisados foram determinados pelo
método de Lowry (LOWRY et al.,, 1951) e a proteina total da amostra foi
determinada pelo método de Kjeldahl (IAL, 2008). Neste trabalho, o método do
Biureto (GORNALL et al., 1949) foi utilizado para determinar tanto os peptideos
hidrolisados quanto a proteina total da amostra. No método do Biureto qualquer
proteina ou peptideo contendo pelo menos duas ligacdes peptidicas pode
formar complexos de coloracdo violeta ao reagir com 0 reagente biureto

(maximo de absor¢cdo 540nm). Os aminoacidos histidina, serina e treonina
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também sdo capazes de complexar o reagente biureto com producéo de cor.
Devido a simplicidade da reagcdo e ao baixo custo dos reagentes, o método do
biureto tem sido largamente usado na dosagem quantitativa de proteinas
(MIWA, 2003).

A tabela 12 apresenta o grau de hidrélise da caseina apos acao das

proteases de A. oryzae ou A. niger, por 60 minutos, na temperatura de 60°C.

Tabela 12. Grau de hidrdlise da caseina ap6s acdo das proteases de A.

oryzae ou A. niger

Absorbancia Quantidade de GH

540 nm caseina (mg) (%)
Proteina total em 1 mL de 0,296 5,28
caseina 0,5%
Proteinas hidrolisadas com 0,106 1,75 33,14
A. niger
Proteinas hidrolisadas com 0,076 1,20 22,72
A. oryzae

Através da validacdo da metodologia do grau de hidrélise da caseina
utiizando o método do Biureto foi possivel montar um planejamento
experimental para estudo da hidrélise da caseina em peptideos com os

extratos enzimaticos brutos dos fungos Aspergillus oryzae ou Aspergillus niger.

5.4. Planejamento experimental para estudo da hidrolise da caseina em

peptideos com o extrato enzimatico brutos do fungo Aspergillus niger

Foi utilizada metodologia de planejamento experimental para o estudo
do efeito da concentracdo de caseina (%) e do volume de extrato enzimatico
(mL) de A. niger no grau de hidrdlise da caseina (%). A hidrdlise da caseina em
peptideos foi determinada incubando-se a solucdo de caseina nas diferentes
concentracdes e diferentes volumes de extrato enzimatico por 30 minutos na
temperatura de 70°C. A Tabela 13 mostra o planejamento com os resultados
observados (valores experimentais). Verificou-se que toda a caseina foi
hidrolisada (100%) no ensaio 5 que continha a menor concentracao de caseina
(0,2%). Ja o ensaio 6 que continha a maior concentracdo de caseina (2,0%)
apresentou o menor grau de hidrolise (15%).
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Tabela 13. Planejamento composto central 22 codificado e decodificado
(valores reais entre parénteses) utilizando as proteases de A. niger, com
os resultados experimentais (grau de hidrolise da caseina em peptideos)

Concentracao Volume de Valores experimentais
Ensaios de caseina (%) enzima (mL) Grau de hidrolise (%)

A. niger

1 -1 (0,4) -1(1,4) 59,25
2 +1 (1,7) -1(1,4) 16,41
3 -1 (0,4) +1 (3,6) 80,50
4 +1(1,7) +1 (3,6) 21,41
5 -a(0,2) 0 (2,5) 100

6 +a (2,0) 0 (2,5) 15,00
7 0 (1,0) - (1,0) 23,50
8 0 (1,0) + o (4,0) 31,80
9 0(1,0) 0(2,5) 29,10
10 0 (1,0) 0(2,5) 29,98
11 0(1,0) 0(2,5) 29,98

A Tabela 14 apresenta os efeitos das varidveis independentes na
hidrolise da caseina pelas proteases de A. niger, usando limites de 95% de

nivel de confianca (p<0,05).

Tabela 14. Efeitos da concentracdo de caseina e do volume de extrato

enzimatico bruto de A. niger no grau de hidrélise da caseina

Efeito Erro t(2) p
padréo
Média 29,686 0,2933 101,204  0,00009
(1) Conc. caseina (L) -55,534 0,3592 -154,581 0,00004
Conc. caseina (Q) 28,722 0,4276 67,170 0,00022
(2) Vol. enzima (L) 9,497 0,3592 26,435 0,00142
1L x 2L -8,125 0,5080 -15,992 0,00388

L = linear, Q = quadratico

Os valores de p séao utilizados para checar a significancia de cada
coeficiente e também indicam a importancia de cada variavel ou interacao entre
variaveis na resposta do modelo. Quanto maior a magnitude do valor de t e
menor o valor de p, maior sera a significancia do coeficiente, como pode ser

observado na Tabela 14, onde somente uma variavel (Concentracdo de
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caseina Q) nao foi significativa a 95% de nivel de confianca e apresentou valor
de p>0,05. Analisando os parametros lineares, observou-se que a variavel
concentracdo de caseina apresentou efeito negativo e estatisticamente
significativo, sendo a variavel com a maior influéncia sobre o grau de hidrolise
da caseina. Ja4 a variavel volume de extrato enzimatico apresentou efeito
positivo significativo, mas influenciou menos a resposta experimental.

A analise estatistica do modelo foi feita através de andlise de variancia
(ANOVA) com uso do programa computacional STATISTICA, versdo 10.0.
Essa andlise incluiu o teste Fisher (teste F) e o coeficiente de determinacéo

(R?). A andlise de variancia (ANOVA) esta apresentada na Tabela 15.

Tabela 15. Andlise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental

utilizando as proteases de A. niger

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
variacao guadrética liberdade guadratica
Regressao 7720,922 4 1930,231 154,07
Residuos 75,211 6 12,535 -
Falta de ajuste 74,695 4 - -
Erro puro 0,516 2 - -
Total 7796,133 10 - -

Coeficiente de determinacdo R? = 0,99, F tabelado 0,95,4,6 = 4,28

A partir da ANOVA foi obtido o modelo que possui um valor F
significativo, o que caracteriza um modelo que pode ser utilizado para predizer
as respostas de grau de hidrdlise da caseina em funcdo das variaveis
independentes. A adequacao do modelo pode ser verificada pelo coeficiente de
determinacao (R?), que explica 99% da variancia total das respostas. O valor
de F obtido a partir da ANOVA (154,07) foi 35,99 vezes maior do que o valor de
F tabelado (4,28) e indicou que o modelo pode ser considerado
estatisticamente significativo a 95% de nivel de confianca.

A Figura 1 mostra os efeitos da concentracdo de caseina e do volume de
extrato enzimético bruto de A. niger no grau de hidrélise da caseina. Foi
possivel observar que se obter uma maior hidrolise é preciso utilizar menores

concentracdes de caseina (0,2-0,4%) e maiores volumes de extrato enzimatico
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bruto (2,5-3,6 mL). O ensaio 3 onde se utilizou 0,4% de caseina e 3,6 mL de

enzima resultou em 80,5% de hidrélise da caseina.
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VOLUME DE ENZIMA (mL)

I > 160
B <152
B <132
B <112
<92
<72
B <52
B <32
B <12

Figura 1. Curva de contorno e superficie de resposta com as interacdes
da concentracdo de caseina e do volume de extrato enzimatico bruto de
A. niger no grau de hidrdlise da caseina em peptideos

5.5. Planejamento experimental para estudo da hidrolise da caseina em

peptideos com o extrato enzimatico brutos do fungo Aspergillus oryzae

O planejamento composto central 22 também foi executado para estudar
como as proteases de A. oryzae influenciam o grau de hidrélise da caseina,
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quando se varia a concentracdo de caseina (%) e o volume de extrato
enzimatico (mL). Os resultados obtidos no planejamento com A. oryzae foram
similares aos resultados obtidos com o A. niger. A Tabela 16 mostra o
planejamento com os resultados observados (valores experimentais). Verificou-
se que 0 ensaio 5 que continha a menor concentracdo de caseina (0,2%)

apresentou o maior grau de hidrdlise (88%).

Tabela 16. Planejamento composto central 22 codificado e decodificado
(valores reais entre parénteses) utilizando as proteases de A. oryzae, com

os resultados experimentais (grau de hidrolise da caseina em peptideos)

Concentragao Volume de Valores experimentais
Ensaios de caseina (%) enzima (mL) Grau de hidrolise (%)

A. orysae
1 -1 (0,4) -1(1,4) 35,50
2 +1 (1,7) -1 (1,4) 8,47
3 -1 (0,4) +1 (3,6) 53,25
4 +1 (1,7) +1(3,6) 13,17
S - a (0,2) 0(2,5) 88,00
6 +a (2,0) 0(2,5) 9,45
7 0 (1,0) - a (1,0) 8,90
8 0 (1,0) + a (4,0) 22,00
9 0 (1,0) 0(2,5) 17,40
10 0 (1,0) 0(2,5) 17,60
11 0(1,0) 0 (2,5) 17,40

A Tabela 17 apresenta os efeitos das variaveis independentes na
hidrélise da caseina pelas proteases de A. oryzae, usando limites de 95% de
nivel de confianga (p<0,05). Analisando os parametros lineares, observou-se
que a variavel concentracdo de caseina apresentou efeito negativo e
estatisticamente significativo, sendo a variavel com a maior influéncia sobre o
grau de hidrélise da caseina. A variavel volume de extrato enzimatico
apresentou efeito positivo significativo, mas influenciou menos a resposta

experimental.
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Tabela 17. Efeitos da concentracdo de caseina e do volume de extrato

enzimatico bruto de A. oryzae no grau de hidrélise da caseina

Efeito Erro t(2) p
padréo
Média 17,4667 0,066667 262,001 0,000015
(1) Conc. caseina (L) -44,5493 0,081650 -545,612 0,000003
Conc. caseina (Q) 29,0137 0,097184 298,545 0,000011
(2) Vol. enzima (L) 10,2441 0,081650 125,464 0,000064
Vol. enzima (Q) -4,2619 0,097184 -43,854  0,000520
1L x 2L -6,5250 0,115470 -56,508 0,000313

L =linear, Q = quadratico

A andlise estatistica do modelo foi feita através de analise de variancia
(ANOVA) com uso do programa computacional STATISTICA, versdo 10.0.
Essa andlise incluiu o teste Fisher (teste F) e o coeficiente de determinacao
(R?). O valor de F obtido a partir da ANOVA (19,94) foi 3,95 vezes maior do que
o valor de F tabelado (19,94) e indicou que o modelo pode ser considerado
estatisticamente significativo a 95% de nivel de confianca. A adequacdo do
modelo pode ser verificada pelo coeficiente de determinacdo (R2), que explica
95% da variancia total das respostas. A andlise de variancia (ANOVA) esta

apresentada na Tabela 18.

Tabela 18. Andlise de variancia (ANOVA) do planejamento experimental

utilizando as proteases de A. oryzae

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
variacao guadratica liberdade guadratica
Regresséao 5663,087 5 1132,6174 19,94
Residuos 284,026 5 56,80 -
Falta de ajuste 283,999 3 - -
Erro puro 0,027 2 - -
Total 5947,113 10 - -

Coeficiente de determinacdo R? = 0,95, F tabelado 0,95,5,5 = 5,05

A Figura 2 mostra os efeitos da concentracdo de caseina e do volume de
extrato enzimatico bruto de A. oryzae no grau de hidrolise da caseina. Foi

possivel observar que se obter uma maior hidrolise é preciso utilizar menores
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concentracfes de caseina (0,2-0,4%) e maiores volumes de extrato enzimatico

bruto (2,5-3,6 mL). O ensaio 3 onde se utilizou 0,4% de caseina e 3,6 mL de
enzima resultou em 53,25% de hidrélise da caseina.
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Figura 2. Curva de contorno e superficie de resposta com as interacdes

da concentracdo de caseina e do volume de extrato enzimatico bruto de

A. oryzae no grau de hidrolise da caseina em peptideos
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5.6. Determinacéao da atividade antioxidante dos hidrolisados de caseina
pelo método de ABTS

As tabelas 19 e 20 apresentam os resultados da determinacdo da
atividade antioxidante dos hidrolisados de caseina obtidos pela acdo dos

extratos enzimaticos brutos de A. oryzae e A. niger, pelo método de ABTS.

Tabela 19. Determinacdo da atividade antioxidante dos hidrolisados de

caseina obtidos pela acédo do extrato enzimatico bruto de A. oryzae

Aspergillus oryzae
Tempo de Equivalente Peptideos Equivalente Trolox
hidrolise (minutos) Trolox hidrolisados (uM)/ mg de peptideos
(UM) (mg/mL) hidrolisados
30 (caseina &cida) 0,539 0,49 1,099 + 0,03
60 (caseina acida) 1,302 0,50 2,604 + 0,07
30 (caseina neutra) 3,989 0,82 4,864 £ 0,17
60 (caseina neutra) 2,205 0,48 4,594 + 0,17

Os resultados foram expressos como média de medidas em triplicata *
desvio padréao

Tabela 20. Determinacdo da atividade antioxidante dos hidrolisados de

caseina obtidos pela acdo do extrato enzimético bruto de A. niger

Aspergillus niger
Tempo de hidrdlise | Equivalente Peptideos Equivalente Trolox
(minutos) Trolox hidrolisados (UM)/ mg de peptideos
(UM) (mg/mL) hidrolisados
30 (caseina acida) 0,628 1,55 0,405 + 0,01
60 (caseina acida) 4,147 1,23 3,371 + 0,07
30 (caseina neutra) 1,127 1,59 0,709 £ 0,02
60 (caseina neutra) 0,930 1,26 0,738 + 0,02

Os resultados foram expressos como média de medidas em triplicata +
desvio padréao

Neste trabalho, verificou-se que os hidrolisados de caseina obtidos com
proteases de A. oryzae apresentaram maior atividade antioxidante que os
hidrolisados de caseina obtidos com proteases de A. niger. Outro resultado
interessante foi que a atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos obtidos

com uso de A. oryzae foi maior quando se trabalhou com a caseina neutra,
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mostrando que a atuacdo de protease neutra de A. oryzae € importante para a
liberacdo de uma maior quantidade de peptideos bioativos. Quando se
trabalhou com a caseina neutra, o tempo de 30 ou 60 minutos de hidrélise da
caseina com uso de A. oryzae néo teve influencia na liberacdo de peptideos
com atividade antioxidante, mostrando que 30 minutos de reacdo € tempo
suficiente para liberagdo dos peptideos antioxidantes. Quando se utilizou as
proteases de A. niger para hidrolise da caseina observou-se que a maior
atividade antioxidante da caseina hidrolisada foi obtida com uso da caseina
acida e apo6s 60 minutos de reacdo. Assim para o A. niger a atuacao de
protease acida resultou em maior quantidade de peptideos bioativos.

Neste trabalho a maior atividade antioxidante obtida a partir da hidrolise
da caseina com uso de A. oryzae, pelo método ABTS foi de 4,864 + 0,17
Trolox. No estudo de Castro e Sato (2014), o hidrolisado de caseina obtido
com as proteases de A. oryzae também apresentaram atividade antioxidante,
4,92 £ 0.09 Trolox, determinada por DPPH.
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5.7. Aplicacado dos extratos enzimaticos brutos do A. oryzae e A. niger na

coagulacéo do leite para fabricagdo de queijo

Os resultados da producéo do queijo, utilizando os extratos enzimaticos
brutos de A. oryzae e A. niger e também a producdo do controle positivo
realizado com um coalho comercial podem ser observados nas figuras 3, 4 e 5.
Ambos 0s extratos enzimaticos possuiram capacidade de coagulagéo do leite,

formando uma massa firme e homogénea.

Figura 3. Coagulagéo do leite com uso do extrato enzimatico bruto de A.

oryzae

\) ')sb‘ y ; s
Figura 4. Coagulacéo do leite com uso do extrato enzimético bruto de A.

niger
r

L
Figura 5. Coagulacéo do leite com uso do coalho comercial HA-LA
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6. Conclusao

O presente trabalho de pesquisa estudou a producdo e aplicacado de
proteases com o uso dos fungos Aspergillus orysae e Aspergillus niger. As
proteases produzidas por A. oryzae e A. niger mostraram uma maior atividade
e estabilidade enzimatica em temperaturas entre 60 a 70°C. O extrato
enzimatico bruto obtido a partir do A. oryzae mostrou atividade proteolitica
maxima em pH 7,0 e as enzimas obtidas do A. niger apresentaram uma
protease acida estavel em pH 4,0 e uma protease neutra estavel em pH 6,0.

O planejamento experimental utilizado para estudar a influéncia das
variaveis concentracao de caseina (%) e volume de extrato enzimético bruto de
A. niger e de A. oryzae (mL) na hidrolise da caseina em peptideos, mostrou
gue para obter uma maior hidrolise é preciso utilizar menores concentracfes de
caseina (0,2-0,4%) e maiores volumes de extrato enzimatico bruto (2,5-3,6
mL).

Verificou-se que os hidrolisados de caseina obtidos com proteases de A.
oryzae e de A. niger apresentaram atividade antioxidante. Na aplicagcdo dos
extratos enzimaticos brutos do A. oryzae e A. niger para fabricacdo de queijo,
ambos 0s extratos enzimaticos possuiram capacidade de coagulacédo do leite.

Os resultados deste trabalho sdo importantes para as futuras aplicacdes
dessas enzimas. Para a continuag&o do trabalho, a fim de verificar a viabilidade
na area industrial, os proximos passos serdo concentracdo das enzimas e
estudo de estabilidade. E por fim, aplicar essas enzimas concentradas na

producéo de hidrolisados proteicos com atividade antioxidante.
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ANEXO 1
DETERMINACAO DE PROTEINA PELO METODO DE BIURETO

PREPARO DO REAGENTE DE BIURETO
o Dissolver 1,5g de sulfato cuprico e 6,0g de tartarato de sddio e potassio

em 500 mL de agua destilada.

o Com agitacao constante, adicione 300 mL de solugéo de NaOH 10%.
o Dilua até 1000 mL com agua.
o O reagente pode ser guardado indefinidamente em garrafa de polietileno

(ndo deve ser vidro, pois o vidro é atacado por alcalis), mas deve ser

descartado caso apareca um precipitado preto-avermelhado.

CURVA PADRAO DE CASEINA

o Pesar 0,59 de caseina.

. Transferir para um béquer pequeno, adicionar 20 mL de 4gua destilada e
1,0 mL de NaOH 0,5N.

o Esquentar em chapa elétrica rapidamente para solubilizar a proteina
(n&o exceder 3 minutos no aquecimento).

o Transferir para um baldo volumétrico de 50 mL e completar com agua
(filtrar se for preciso para retirar os insoluveis).

o Adicionar em tubos de ensaio previamente enumerados aliquotas de: 0,0
-0,2-0,4-0,6-0,8-1,0mL do padréao albumina.

o Adicionar, respectivamente: 1,0 - 0,8 - 0,6 - 0,4 - 0,2 - 0,0 mL de agua
destilada.

o Adicionar 4 mL do reagente de biureto em cada tubo. Agitar os tubos.

o Deixar 30 minutos em repouso e ler a absorbancia a 540nm.



Curva Padréo de caseina obtida neste estudo:

500 mg de caseina — — — 50 mlL
\:
0,2mL (2 mg)
X 0,4 mL (4 mg)
0,6 mL (6 mg)
0,8 mL (8 mg)
1,0 mL (10 mg)
Ex: 500 mg --------- 50 ml
X memmeeeee- 0,2 ml
X =2mg
Caseina (mg) Absorbancia
2 0,097
4 0,203
6 0,316
8 0,418
10 0,529
0,6
.05 y =0,054x - 0,0111
g’ R?=0,9998
L 0,4 -
1]
3
£ 03
2
902
0
< 0,1
0 T T
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Caseina (mg)
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