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RESUMO

Atualmente a enorme geragdo de residuos pela industria agroalimentar representa um
significativo desafio ambiental. No entanto, a maioria desses residuos sao ricos em nutrientes e
podem servir como matérias primas para a producao de produtos de valor agregado ou como
fontes de energia renovavel. Nesse contexto, o presente trabalho reutilizou o soro de leite da
fabricacdo de queijo para a produgdo de protease por isolados de fungos filamentosos do
género Aspergillus. Seis isolados foram cultivados nos meios padrdo (gelatina 1 %) e
alternativo soro de leite (25 %) por um periodo de 96 horas, a 150 rpm e 28 °C para selegéo do
melhor produtor de protease. Posteriormente, um planejamento fatorial 22 foi realizado para
investigar a influencia das variaveis independentes temperatura, pH e concentragédo de soro de
leite sobre a produgdo de protease em fermentacdo submersa pela cepa selecionada.
Aspergillus sp. UCP 1290 foi selecionado por apresentar elevada atividade proteolitica de 28,75
e 37,33 (U/mL) nos meios padrdo e alternativo, respectivamente. Com a realizagdo do
planejamento fatorial utilizando Aspergillus sp. UCP 1290 foi possivel identificar a maxima
atividade proteolitica (129,80 U/mL) na condigdo 4 (temperatura de 32 °C; pH 8,0 e
concentracado de soro de 20 %). A analise de varidncia demonstrou que todas as variaveis
independentes testadas foram significativas para produg¢ao da protease. A concentragédo de soro
de leite foi a variavel independente mais significativa, porém influenciou negativamente a
producdo da enzima, indicando que menores concentragdes de soro podem favorecer uma
maior producao da enzima. Por outro lado, a temperatura foi a que mais influenciou na producéao
da protease. A enzima produzida apresentou elevada atividade catalitica em pH 7,0 e 60 °C, o
que sugere ser uma protease neutra ativa em alta temperatura. Sendo assim, o soro de leite
pode ser utilizado como unico substrato por Aspergillus sp. UCP 1290 para producgido de

proteases neutras ativas em temperaturas utilizadas em bioprocessos industriais.

Palavras-chave: Aspergillus spp. Bioconversdo. Bioprocessos. Enzimas. Soro de leite.
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ABSTRACT

Currently, the huge generation of waste by the agrifood industry represents a significant
environmental challenge. However, most of these residues are rich in nutrients and can serve
as raw materials for the production of value-added products or as sources of renewable energy.
In this context, the present work reused whey from cheese manufacturing for the production of
protease by filamentous fungi isolates of the genus Aspergillus. A total of six isolates were
cultivated in standard media (1% gelatin and 25% whey alternative) for a period of 96 hours, at
150 rpm and 28 °C to select the best protease producer. Subsequently, a 22 factorial design
was carried out to investigate the influence of the independent variables temperature, pH and
whey concentration on the production of protease in submerged fermentation by the selected
strain. According to the results Aspergillus sp. UCP 1290 was selected for its high proteolytic
activity of 28.75 and 37.33 (U/mL) in standard and alternative media, respectively. By carrying
out the factorial planning of the factorial planning with the selected isolate, it was possible to
identify maximum proteolytic activity (129.80 U/mL) with Aspergillus sp. UCP 1290 in planning
condition 4 (temperature of 32 °C; pH 8.0 and serum concentration of 20%.)

The analysis of variance showed that all independent variables tested were significant for the
production of the protease. The whey concentration was the most significant independent
variable, but it negatively influenced the enzyme production, indicating that lower whey
concentrations can favor a higher enzyme production. On the other hand, the temperature was
the one that most influenced the production of the protease. The enzyme produced showed
high catalytic activity at pH 7.0 and at 60 °C, which suggests that it is a neutral protease active
at high temperature. Thus, whey can be used as the only substrate for Aspergillus sp. UCP
1290 for the production of neutral proteases active at temperatures used in industrial

bioprocesses.

Keywords: Aspergillus spp. Bioconversion. Bioprocesses. Enzymes. Cheese whey.
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1.  INTRODUGAO

As enzimas sdo catalisadores biolégicos, que possuem caracteristicas particulares e
podem ter diferentes aplicagdes na cadeia de suprimentos, como na industria de cosméticos, na
producdo de solventes, acidos organicos, aminoacidos, antibidticos, vitaminas, pigmentos,
vacinas, proteinas terapéuticas, anticorpos monoclonais, inseticidas, dentre muitas outras
aplicacoes (DIAS et al., 2021; ZIMMER et al., 2009).

O mercado global de enzimas € altamente promissor, sendo avaliado em
aproximadamente $ 5,9 bilhdes em 2020 e com uma taxa de crescimento prevista de mais de
8,7 % até 2026. Nesse mercado, destacam-se as enzimas proteoliticas, as quais detém uma
fatia de 60 % do mercado total de enzimas, sendo as biomoléculas mais comercializadas e
mais valiosas. A taxa de crescimento anual composta (CAGR) para as enzimas proteoliticas é
de 5,8 % até 2026 (MARKETSANDMARKETS, 2020).

As proteases sdo o0 maior grupo de enzimas, com papel extraordinario em muitas
industrias, especialmente na area de alimentos, detergentes e em aplicagdes terapéuticas. As
proteases microbianas tem vantagens frente as proteases de origem animal e vegetal, que vao
desde maior disponibilidade no ambiente, facilidade de manipulacdo, independéncia de
sazonalidade, assim como a possibilidade de utilizar substratos mais baratos (GNANADOSS;

S. KANCHANA DEVI, 2021; BAJAJ et al., 2014).

Os fungos filamentosos do género Aspergillus spp. sdo seguros e amplamente utilizados
em processos biotecnoldgicos, tais como de biorremediagdo de solos contaminados por
hidrocarbonetos e pesticidas, biorremediagcdo de corpos hidricos, no desenvolvimento de
nanoparticulas por meio de rotas intra ou extracelulares, bem como para a producao de acidos
organicos, antibidticos, antitumorais, antifiungicos e enzimas (PRADO et al., 2021; FRIAS;
SANTOS, 2020; BELI; MAGESTE; TAKETANI, 2019; OLIVEIRA et al., 2019).

Algumas solugbes vém sendo empregadas para minimizar os danos ao meio ambiente,
como o reaproveitamento dos residuos agroindustriais, principalmente valorando-os com
tecnologia sustentavel, viabilizando os ciclos produtivos das cadeias de suprimentos e
impactando de forma positiva os pilares da sustentabilidade, a partir do uso de tecnologia
enzimatica (GUEDES et al., 2021;ALVES, 2019).

Contudo vale ressaltar que os custos para uso de tecnologias enzimaticas ainda sdo onerosos
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e estima-se que aproximadamente 30-40 % do custo envolvido na produgéo de enzimas sao

devido ao meio de cultura utilizado para o crescimento dos isolados (CARVALHOet al., 2008).

Inumeras agroindustrias tém realizado o reaproveitamento de seus residuos na
formulacdo de outros produtos, sendo a industria alimenticia maior exemplo deste processo,
como o coco verde (ALBUQUERQUE et al., 2021), reciclagem animal (SOUZA et al., 2021),
bagaco de cana (SILVA et al., 2021), sabugo de milho (LERMEN et al., 2021), industria de
pescados (MORETO et al.,, 2021) e industrias de laticinios reutilizando o soro lacteo na
produgdo de outras bebidas fermentadas (ALBUQUERQUE et al., 2021).

Tendo em vista os altos custos com os processos produtivos, alta demanda por alimentos
industrializados e o impacto ambiental pelo descarte de residuos provenientes desses
processos. E importante investigar a produgdo de biomoléculas de alto valor industrial,como as
proteases, através do reaproveitamento de residuos agroindustriais, especialmente o soro de
leite, afim de elucidar esse gargalo que encontramos nos processos produtivos, agregando
valor econdémico e ambiental ao residuo, assim promovendo economia circular e principalmente
a sustentabilidade (SOARES; VENDRAMEL; SOUZA, 2021; ARAUJO; SOUZA; FREITAS,
2020).
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2. OBJETIVOS

21 GERAL

Realizar a produgdo de proteases fungicas por amostras de Aspergillus spp.

isolados da Caatinga de Pernambuco em meio a base de soro de leite.

2.2 ESPECIFICOS

— Selecionar amostras de Aspergillus spp. isoladas da Caatinga de Pernambuco para a
producao de proteases em meio convencional e alternativo.

— Investigar as melhores condi¢des de producao de protease em meio alternativo a base de soro
de leite pelo isolado de Aspergillus sp. selecionado;

— Investigar o efeito de diferentes temperaturas e pH na atividade da enzima.

— Validagao dos resultados através da analise no Software Statistic.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1 Enzimas

Enzimas s&o catalisadores bioldgicos que participam de diversas reagdes bioquimicas,
essenciais a vida, de origem proteica, estdo ligadas por carboidratos, lipideos e proteinas, e
controlam principalmente os processos metabdlicos acelerando ou retardando as reagdes entre

moléculas através de enzimas especificas (BIBI et al., 2021).

De forma geral, enzimas s&o bioconversores que atuam precipitando diferentes processos
entre moléculas, executando fungdes em diferentes condigdes, como diferentes faixas de pH e
temperatura, podendo inclusive se autodestruir sem afetar outras enzimas (SILVA; BARBOSA,
2019; RESENDE, 2017).

Podem ser extraidas de animais, vegetais e de micro-organismos, séo divididas em classes de
acordo com as reagdes quimicas que catalisam, destacando-se as hidrolases, que atuam nas
moléculas através da hidrolise, quebrando cadeias maiores como as de proteinas, e
transformando em moléculas menores como aminoacidos, possuindo uso consagrado dentre
as enzimas (ZIMMER et al., 2009).

As enzimas tém uma relagdo muito particular com cada substrato, tém afinidades
especificas, essa propriedade esta ligada diretamente ao sitio ativo, local onde ocorre cada
interacao, as reagdes quimicas variam e depende de quatro fatores, efeitos de proximidade e
orientacdo, catalise por ions metdlicos, catalise acido-base geral, catalise covalente
(WANDERLEY, 2011; MONTEIRO; SILVA, 2009).

Emil Fisher (1984) propbés a hipétese chavel/fechadura, que discerne sobre a
especificidade de uma enzima, como uma espécie de encaixe entre a enzima (fechadura) e do
seu substrato (chave), formando o complexo, onde enzima-substrato, assumindo assim uma
unica forma, mais tarde Koshland, (1958), adotou um modelo mais flexivel de encaixe levando
a hipétese em que os sitios ativos encontram-se pré-formados, e qualquer indugéo entre a
enzima e o substrato, leva a uma alteragao conformacional entre eles com possiveis arranjos
dos aminoacidos para um perfeito encaixe (MOTTA, 2011; MONTEIRO; SILVA, 2009).

As enzimas foram divididas em seis classes de acordo com o tipo de reagdes que
catalisam (ORLANDELLI et al., 2012).



17
Marinho, J. dos S. Utilizagdo de Rejeito Liquido da Industria de Alimentos para a produgao
de Protease por Amostras de Aspergillus spp. Isoladas da Caatinga de Pernambuco...

Tabela 1 - Classes e relagbes das enzimas

CLASSES REAGOES QUE CATALISAM EXEMPLOS MODO DE ATUAGAO

Oxirredutases Reagdes de oxidagao-redugéo Desidrogenase Remove e adiciona atomos
transferéncia de elétrons. oxidase de hidrogénio

Transferases Transferem grupos funcionais Transfere grupos metil
como amina, fosfato, acil, Metiltransferase |(CH3)

carboxil, entre moléculas.

Hidrolases Catalisam reagoes de hidrélise Lipases e
de ligagao covalente. Proteases Quebra lipidios e proteinas
Liases Adicdo de grupos ou remogao Descarboxilase = |Remove CO2

de duplas ligagdes.

Isomerases Reacgdes de Inter-converséo entre  Cis- Trans - Converte formas de cis e
isbmeros 6ticos ou geomeétricos Isomerases trans

Ligases Condensacéao de duas moléculas, Sintese Combina dois grupos
sempre a custa de energia,
geralmente do ATP.

Fonte: Adaptado Orlandelli, (2012)

O mercado de enzimas industriais é estimado em $ 5,9 bilhées em 2020 e deve atingir
US $ 8,7 bilhdes em 2026, registrando um CAGR de 6,5% em termos de valor
(MARKETSANDMARKETS, 2020).

O maior negécio de enzimas é expresso pela industria de alimentos e bebidas, que
movimenta 26% do comércio mundial, o que correspondera a uma parcela de US $ 1,5 bilhdoem
2026, seguido por biocombustiveis e detergentes com 18% ($ 969,3 milhdes) e 14% (US$754,4

milhdes), respectivamente.

A demanda por essas enzimas industriais vém em crescimento acelerado, e suas
aplicagdes sao diversificadas no ramo alimenticio, que vao desde processamento de carne,
laticinios, produtos de panificagao, processamento de frutas, legumes, fabricagao de cerveja,até
processamento de 6leo vegetal (MARKETSANDMARKETS, 2020).

Os principais investidores no mercado mundial de enzimas incluem BASF (Alemanha),

DuPont (EUA), Novozymes (Dinamarca), estudos recentes apontam um mercado bilionario,

nos mais variados segmentos, a exemplo da S-Biomedic NV que é uma empresa de
Cosmeéticos que se concentra em encontrar potencial cosmético e terapéutico do
microbiomacutaneo (MARKETSANDMARKETS, 2020)
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Figura 1 - Mercado Mundial de Enzimas

8.7
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mhorth America W Ewrope Aska Pacific Rest of the World (Row)

e- Estimated: p - Projected Source: Secondary Sources, Publications, Articles, and MarketsandMarkets
Analysis

Fonte: Market Research, (2020)

A DuPont , empresa lider no mercado americano que inclui Nutricdo e Saude, Biociéncias
Industriais, Segurangca e Protegcdo, através de pesquisas com diferentes bactérias, é lider
mundial em solug¢des inovadoras e sustentaveis nas industrias de alimentos, saude, produtos
farmacéuticos e biotecnolégicos. A Novozymes (Dinamarca), lider mundial e esta em todos os
continentes, langou seu novo produto desenvolvido para fabricantes de laticinios, o produto
converte o0s acgucares existentes no leite, produzindo glicose usando lactose
(MARKETSANDMARKETS, 2020).

3.2 Aplicagao das enzimas no mercado mundial

Diferentes enzimas podem ser produzidas a partir de bioprocessos, destacando-se nas
industrias de celulose, téxteis, biocombustiveis, tratamento de residuos, agricolas e industrias
alimenticias. Esta Uultima destaca-se as pectinases, amilases e proteases, aplicadas
principalmente no dominio agroindustrial (ALMEIDA, 2021; MATKAWALA et al., 2019).

As pectinases sao responsaveis pela decomposicdo de polissacarideos complexos de
tecidos vegetais, convertendo em cadeias mais simples, tendo uma gama de aplicagcdes em
processamento de alimentos, processos téxteis, desengorduramento de fibras asperas de

plantas e tratamento de aguas residuais pécticas. Na industria de alimentos, s&o usadas na
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producao de sucos de frutas e vinhos, quebrando a parede celular das frutas (MATKAWALAet
al., 2019).

A amilase também esta entre as classes mais relevantes de enzimas, e sdo enzimas
produzidas por diversos agentes como plantas, animais, e micro-organismos, utilizadas
principalmente na industria alimenticia, no processamento de amido, nos processos de
fabricacdo de paes, de bebidas, racdo animal, sacarificacdo do amido, além de outros
segmentos como a producdo de etanol, industria téxtil, e industrias de papel (BENASSI;
ALMEIDA, 2019).

As proteases sdo verdadeiramente as mais utilizadas na industria alimenticia, sao
empregadas nas diferentes aplicacbes, conhecidas por sua versatilidade (PRADO et al., 2021).
Com versatilidade, as proteases sdo materia prima na industria de panificacdo, e
processamento de derivados lacteos, exercem uma extraordinaria funcdo tanto para o
melhoramento de queijos e derivados (RAZZAQ et al., 2019; JUSTINA; JUSTINA; SKORONSKI,
2018).

Na industria de laticinios, as proteases estdo presentes na producdo de queijos e
derivados, envolvidas nas etapas de coagulagao do leite e na maturagcao de queijos, emboraa
quimosina obtida a partir do processo digestivo de bezerros, tomou-se o coagulante mais bem

estabelecidonestes processos (FENG et al., 2020).

3.3 Enzimas Proteoliticas

As proteases sdo enzimas do grupo das hidrolases, que catalisam a hidrdlise de
proteinas em aminoacidos, devido a quebra das ligagdes peptidicas, tradicionalmente as siglas
E.C. (Enzyme Comission) refere-se a classificacdo de enzimas, sendo as peptidases ainda
conhecidas pelos numeros 3.4 que diz respeito a classe e subclasse respectivamente
(PEIXOTO et al., 2021)

Proteases diferem entre si na sequéncia de aminoacidos e na estrutura tridimensional,
embora tenham um sitio ativo e um mecanismo enzimatico em comum, subdividem-se em
exopeptidases e endopeptidases, de acordo com seu sitio ativo, ou seja, clivando peptideos
terminais ou distantes destes (MURI, 2014).
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Classificadas de acordo com a faixa de pH com maior atividade, podem ser acidas,
neutras e alcalinas, podem ser classificadas de acordo com o sitio ativo e sdo denominadas
como serina proteases, proteases asparticas, proteases de cisteina e metaloproteases,
dependendo ainda da natureza do grupo funcional no local ativo (MASSUGA et al., 2020;

LUKIN, 2019).

As exopeptidases sao classificadas conforme atuacdo na regido N- ou C-terminal da
proteina, subdividindo-se ainda em aminopeptidases ou carboxipeptidases. As endopeptidases

atuam sobre ligacdes peptidicas de regides internas da cadeia polipeptidica (MURI, 2014).

Figura 2 - Estrutura e terminais amino e carboxila de uma cadeia peptidica
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Fonte: (NELSON; COX, 2018)

As carboxipeptidases sédo subdivididas em serinas, metalos e cisteinas, no entanto as
endopeptidases sao subdivididas em maior numero, como as serinas, cisteinas, acidos
asparticos, treoninas e um grupo muito particular que sao as metalopeptidases, porque contém
ions metalicos envolvidos no sitio catalitico (STAEL et al., 2019; VILELA; RESENDE, 2014;
RAWLINGS; BARRETT; BATEMAN, 2010; RAO et al., 1998).

Os estudos sobre proteases sao considerados extensos e complexos, sendo criado um
banco de dados, denominado MEROPS (Banco de dados de peptidases) e traz uma
classificacado hierarquica, baseada em estrutura das proteinases, cada peptidase é atribuida a
uma familia com base em similaridades significativas e na sequéncia de seus aminoacidos,
podendo ser acessado através da pagina da web (http://merops.sanger.ac.uk) (STAEL et al.,
2019; RAWLINGS; BARRETT; FINN, 2016).
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3.4 Fontes de Proteases

Proteases podem ser de origens vegetais, animais € microbianas, o uso de plantas
como fonte de proteases, apresenta varios fatores limitantes que podem interferir no processo
de producao, por exemplo, o fator tempo x espaco e disponibilidade de area para cultivo,
contudo as proteases vegetais ainda sao utilizadas em alguns processos como a papaina,
extraidas do latex do mamoeiro e a bromelina, obtidas do caule do abacaxi (PRADO et al.,
2021; BELI; MAGESTE; TAKETANI, 2019; RAO et al.,, 1998). Proteases animais também
apresentam limitagdes, por exemplo, geralmente estdo associadas as condi¢cdes de sua
natureza, ou seja, temperatura e faixa de pH ideal, em torno de 37° C e faixa de pH 74,
respectivamente, sendo a temperatura um fator determinante, qualquer alteragcao leva

desnaturagao da enzima, inviabilizando o processo de produgdo (RAVEENDRAN et al., 2018).

Ainda proteases animais sdo encontradas, no pancreas, no intestino de animais e sua
producido depende da disponibilidade de animais para abate, sendo que nao supri a demanda
de mercado, devido essa fonte depender de politicas publicas e agricolas, inviabilizando o
processo de produgdo. Sendo assim, a incapacidade das proteases vegetais e animais de
atender as demandas mundiais atuais levaram a um crescente interesse pelas proteases
microbianas (RAVEENDRAN et al., 2018; RAO et al., 1998).

Dentre as fontes de proteases existentes, os micro-organismos se destacam devido a sua
elevada capacidade fisioldgica de reproducéo, podendo operar em diferentestemperaturas, pH
e meios de cultivo com elevado potencial biotecnoldgico (ADRIO; DEMAIN,2014).

Proteases microbianas correspondem a uma classe de enzimas versateis no que diz
respeito as suas aplicagbes e fungdes fisioldgicas, que as colocam em uma posigao
privilegiada em relagéo a outras (GUPTA et al., 2021; PIMENTA et al., 2021; RAO et al., 1998).

Sao responsaveis por realizar modificagdes altamente especificas e seletivas, como
coagulagao sanguinea e lise de fibrina, processamento e transporte de proteinas em todas as
membranas, além de executar outras fungdes que se estendem desde o nivel celular, até o
nivel de 6rgaos e organismos, produzindo um sistema em cascata (GUPTA et al., 2021; RAOet
al., 1998).

Estudos apontam que proteases vém sendo utilizadas na medicina em processos para
regeneracao de tecidos e ossos, através da interagdo proteases-Scaffolds (estrutura do tipo
sustentacdo mecanica ao desenvolvimento celular parecido com um andaime), que nada mais

sao que estruturas tridimensionais porosas utilizadas como suporte para matrizes celulares
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(GEBAUER; SKERRA, 2020).

Além de estarem associadas a transformacado de proteinas, altamente especificas e
seletivas, como a ativacao de formas zimogénicas, coagulagdo sanguinea e processamento e

transporte de proteinas secretoras através das membranas (LUKIN, 2019; RAO et al., 1998).

3.5 Valor Economico das Proteases

O mercado global de proteases pode ultrapassar US $ 3 bilhées em 2024, com ganhosde
mais de 6,1% CAGR. E surpreendente o crescimento na area de tecnologia e engenhariade
proteases. Com iniciativas governamentais aderentes, podem fomentar ainda mais a demanda
global por produtos como as proteases. Desde o0 uso de detergente para fins domésticos a
limpeza de lentes ou dentaduras. As proteases sdo o maior grupo de enzimas,com uma fatia
de mercado que chega a responder por 60% de todo mercado de enzimas (NAVEED et al.,
2021; MARKETSANDMARKETS, 2020).

3.6 Aplicacao das Proteases Microbianas

As proteases microbianas podem ser utilizadas nos mais variados setores da industria,e
nos mais diferentes segmentos, que vao desde a industria de cosméticos, bem como na
eliminagao de poluentes contendo enxofre, e na substituicido de reagentes quimicos que geram
poluentes téxicos (ZHAVORONKOV et al., 2020; EL-TANBOLY; EL-HOFI; KHORSHID, 2017;
MURI, 2014).

Segundo (WAJEEHA et al., 2021; NAVEED et al., 2021; DEMAIN; ADRIO, 2008) o uso
de proteases nas industrias de limpezas e saneantes esta ligado ao uso de produtos para
desinfecgdo, descontaminagdo, desinfestacdo e solugées de higienizagdo que incluem
materiais cirdrgicos e membranas filtrantes, bem como nos processos de descontaminacao de

aguas para abastecimento humano.

Os detergentes para roupa, por exemplo, sdo responsaveis por aproximadamente 25%
das vendas mundiais totais de enzimas, pois melhoram o desempenho na remocdo de
manchas, preservando a cor dos tecidos, desestabilizando e promovendo a quebra de
particulas especificas em por¢cdes menores solUveis em agua, removendo assim a sujeira
(WAJEEHA et al., 2021; SOUZA et al., 2017).

Na industria farmacéutica, as proteases sao usadas na producao de tromboliticos que

auxiliam na cicatrizacdo de feridas e ainda na producao de antibidticos semissintéticos, ja na
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industria de cosméticos auxilia nos processos de cicatrizagdo, depilagdo e limpeza de pele

(NAVEED et al., 2021; SOUZA et al., 2017; SINGH et al., 2016; RAY, 2012).

Na industria téxtil no tratamento de couro, 14 e seda, industria fotografica recuperacao de
prata, e principalmente na industria alimenticia, com grandes contribuigbes na panificagao,
bebidas, laticinios, processamento de carne, suplementos dietéticos, coagulagdo de leite e
preparo de bebidas protéicas (NAVEED et al., 2021; SANTOS et al., 2003; SINGH et al., 2016).

O uso de proteases na medicina, vai desde a regeneracao de tecidos, scaffolds, criagdode
sensores, interruptores, transdutores e seus compostos circuitos de sinalizacdo, até a
construgédo de sistemas sensoriais complexos, para uma variedade de aplicagbes biomédicas,
denominada engenharia de tecidos, promovendo também a regeneragcdo dos tecidos em
processos de cicatrizagdo (BELI; MAGESTE; TAKETANI, 2019; RAZZAQ et al., 2019).

O setor de alimentos vem empregando enzimas em panificagao, bebidas, suplementos
dietéticos, e processamento de leite, especificamente na industria de laticinios as enzimas
exercem uma extraordinaria fungdo tanto para o melhoramento obtendo resultados benéficos
como para a degradacdo de produtos de origem lactea, isso se deve a composicdo do leite,
que oferece condi¢cdes ideais para reacgdes bioldgicas, como as catalisadas por enzimas
(RAZZAQ et al., 2019; JUSTINA; JUSTINA; SKORONSKI, 2018).

Na industria de laticinios, as proteases estdo presentes na producdo de queijos e
derivados, envolvidas nas etapas de coagulagao do leite e na maturagcao de queijos, emboraa
quimosina obtida a partir do estomago de bezerros seja o coagulante mais bem estabelecido
nesses processos, as proteases microbianas recombinantes, se destacam como alternativas

por apresentarem caracteristicas diferenciadas (FENG et al., 2020).
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Tabela 2 - Aplicacdes de Proteases por Setores

SETOR

ENZIMAS

APLICACAO

Panificagao
Producao debebidas

Induistria de
laticinios

Processamento de
alimentos

Indistria do couro

Peptidase neutra
Papaina

Peptidases fungicas,
quimosina, outras
peptidases

Varias peptidases

Tripsina,
outras peptidases

Condicionador de massa

Remocéo da turvagao em bebidas
Substituicdo do uso da renina de bezerros,

processamento das proteinas do soro do leite.

Modificagdo de materiais ricos em proteina,como
proteinas da soja ou gluten.

Amaciamento da couro

Industria de carnee peixe

Papaina, outras
peptidases

Amaciamento da carne, recuperagéo deproteinas de
0ssos e restos de peixe

Medicina

Tripsina

Remocéo de tecidos necrosados, agente
fibrinolitico

Industria fotografica

Varias peptidases

Recuperagéo da prata usada em filmesfotograficos e
de raios X

Producio deadogantes Termolisina Hidrdlise reversa durante a sintese do]
aspartame
Engenharia deTecidos Proteases Atua como regenerador de tecidos

Fonte: Adaptado de Zanoelo; Giannesi; Cabral, (2013).
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4. GENERO ASPERGILLUS

O género Aspergillus é diverso e ocorre em abundancia na natureza e em toda parte do
mundo, foi descrito pela primeira vez em 1729, pelo padre italiano e bidlogo Pier Antonio

Micheli, que o comparou a um borrifador de agua benta, artefato utilizado pela igreja catdlica.

Sua classificagdo é baseada em caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e moleculares
com alto impacto econbmico e social, sdo conhecidos por deteriorar alimentos, produzir
micotoxinas e séo frequentemente descritos como patdégenos animais e humanos (SAMSONet
al., 2014; KLICH, 2002).

Esta associada a deterioracdo da matéria organica, a podridao e ao mofo em alimentos,a
maioria de suas espécies sao utilizadas para a produgdo de enzimas, com a biossintese

quimica e na transformagédo de compostos (SAMSON et al., 2014)
4.1 Caracteristicas gerais

A classificagao e identificacdo de Aspergillus tém sido um desafio, estudos indicam queé
tradicionalmente baseada em caracteres morfolégicos, apresentam 18 grupos, dos quais cinco
subgéneros distribuidos em 16 se¢des, pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe

Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae (SAMSON et al., 2014).

As espécies sao divididas em seg¢des Candidi, Cervini, Circumdati, Clavatis, Cremei,
Flavi, Flavipedes, Fumigati, Nidulantis, Nigri, Restricti, Sparsi, Terrei, Usti, Versicolores, e

Wentii, sendo as segbes Circumdati, Flavi e Nigrii mais estudadas (KLICH, 2002).

Quanto a morfologia, microscopicamente sdo anamoérficos, sugerem multiplos nucleos,
com hifas hialinas especializadas, septadas, aéreas, que se ramificam, formando um micélio

reprodutivo, dando origem a estruturas reprodutivas, chamados conidios.

As espécies produzem um conidiéforo em forma de “T” ou de “L”, que encontra-se na
parte basal, essa estrutura estende-se alguns milimetros, no qual é chamado de estipe, até
formar uma vesicula com células conidogénicas chamadas de filiades e métulas, quando os
conidios estdo ligados diretamente a fialides sdo denominadas unisseriadas, entretanto a
presenca de estruturas especializadas entre a vesicula e fidlides, as métalas, sugere que sao
bisseriadas (KLICH, 2002; KLICH; PITT; PROCESSING, 1988).
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Macroscopicamente a morfologia das colbnias é sua principal identidade, as colénias
geralmente tém cores diferentes marrom, branco ou preto, verde/amarelado e sua observagao
incluem taxas de crescimento, textura, grau de esporulagao, producao de esclerddio, cores de

micélios, esporulagio, pigmentos soluveis, reversées de colbnias.

Além de suas propriedades microscépicas terem estruturas importantes, que incluem as
caracteristicas dos conidiéforos, que podem variar desde o formato das cabegas dos conidios,
a presenca ou auséncia de métulas entre vesiculas e fialides (isto &, unisseriado oubisseriado),
cor dos estipes e dimensdo, forma e textura dos estipes, vesiculas, métulas (quando
presentes), fialides produzem os conidios e células Hille (quando presentes), os conidios

podem ter diferentes coloracdes e ornamentagdes (SAMSON, 2009).

Figura 3 - Conidioéforo de Aspergillus sp. bisseriado e estruturas

CONIDIA

ESTIPE

Fonte: FASANELLA, (2008)

Fisiologicamente seu crescimento depende de fatores ambientais, como temperatura,
faixas de pH, sdo saprofitos, alimentando-se de matéria organica morta, heterotréficos,
absorvem seus nutrientes através da secregdo de varias enzimas, produzindo ou nao

metabolitos secundarios, a reprodugdo pode ser sexuada ou assexuada, sdo capazes de
produzir em condi¢des naturais e também em laboratério.(SAMSON et al., 2014; KLICH, 2002).
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4.2 Potencial Biotecnolégico

O género Aspergillus spp. em particular, possui a capacidade de produzir diferentes
enzimas, com diferentes aplicagbes, além de ser apreciado por sua ubiquidade (DOI et al.,
2018). Sao conhecidos como excelentes produtores de metabolitos como acidos organicos,
medicamentos como antibidticos, tratamento biolégico de efluentes sanitarios, em refinarias de
petréleo, este ultimo degradando compostos xenobidticos, que em geral sdo de dificil
degradagado, produzindo enzimas extracelulares oxidativas, capazes de quebrar compostos
policiclicos aromaticos, o género tem eficiéncia comprovada na degradacdo de compostos
recalcitrantes, utilizado também em tratamento de efluentes da industria farmacéutica,
(TAVAKOL NOORABADI et al., 2020; SILVA; SOBRAL, 2015; SANTAELLA et al., 2009).

Aspergillus sdo excelentes produtores de acidos organicos, como acido citrico glucénico,
latico e importantes enzimas como amilase, fitase e protease. como antibiéticos, acidos
organicos, medicamentos, além da producao de enzimas, (TAVAKOL NOORABADI etal., 2020;
SAMSON et al., 2014), por sua especificidade, tornam-se melhores produtores de acordo com
o substrato que tiverem afinidades (MAGALHAES et al., 2019).

Eles tem inumeras potencialidades, tais como, degradacdo de amido (SOARES et al.,
2010), degradagao de 6leo diesel (ARRUDA, 2011), como biossurfactante (CASTIGLIONI;
BERTOLIN; COSTA, 2009), como decompositores da biomassa lignocelulésica, (CHAN;
COHEN; DE MOURA BELL, 2018), em descontaminagdo ambientes aquaticos, produzidos por
agrotoxicos herbicidas (MARINHO et al., 2018), na industria de cosméticos, na industria
farmacéutica e industria quimica, (NASCIMENTO et al., 2014; MACEDO; MATSUDA,;
BATTESTIN, 2005)

O género Aspergillus spp. sdo considerados como excelente produtores de enzima,
superando os demais géneros, utilizados principalmente na industria de alimentos, (IANDOLOet
al., 2011).

Segundo (SANTAELLA et al., 2009), os fungos filamentosos do género Aspergillus tem
eficiéncia comprovada na producdo de enzimas extracelulares oxidativas como celulases,
ligninases, lactases, na industria farmacéuticas, industria de azeite de oliva, industria de
castanha de caju, cervejarias, refinarias de petréleo e em agua para remogao do pesticida

agricola, além de apresentar a excelente capacidade de produzir protease.

Segundo (BENASSI; ALMEIDA, 2019), Aspergillus niger por exemplo, produziu proteases

em todas as condigdes experimentais, proposta por ele em seu experimento, utilizando
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substratos agroindustriais se mostraram eficientes em diferentes condi¢cdes de faixade pH e

tempo, corroborando a utilizagdo de isolados do género Aspergillus e substratos agroindustriais

para produgado de enzimas como proteoliticas.

Tabela 3 - Produgéo de enzimas por Aspergillus spp.

ISOLADOS RESIDUO ENZIMAS PRODUTO/ FONTE
AGROINDUSTRIAL PROCESSO
Aspergillus Torta de canola Protease Proteases (ARAUJO; SOUZAFREITAS,
orysae 2020)
ASP:; g”’“s Amilase Amilase  (BENASSI: ALMEIDA,2019)
Aspergillus Amostras de Fitase Fitase (DE DONATO et al., 2019)
niger serrapilheira
Aspergillus Soro de Leite e Proteases  Acido Citico ~ (AMARAL et al., 2018).
niger Sorvete
Aspe_rglllus Cascas ,de laranja, uva, Lacase Producgao (MELO; MELO; ALVES, 2017)
niger café e melaco. Lacase
Aspergillus Cascas de café, (NASCIMENTO et al.,
) Tanase Tanase
spp. tangerina e Uva. 2014)
Aspergillus Farelo de Cacau Celulase (SANTOS et al., 2013)
niger
Aspergillus Semenf[es de Degradapao (ARRUDA, 2011)
terreus, Pepino de oleodiesel
Aspergillus Casca de farelo Biosurfactante (CASTIGLIONI; BERTOLIN;
fumigatus de arroz COSTA, 2009)
. Tratamento
As’:ﬁ’ %’r”"s Proteases  Efluentes (SANTAELLA et al., 2009)
g petroleo
Asperaillus Pera espimhosa
‘;, ig% . (Nopalea Celulase  Celulase (SANTOS et al., 2003)

cochenillifera L.)

Fonte: Autor, (2021)
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5. RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Com o crescimento populacional, ha uma crescente demanda mundial por alimentos, e
com isso toneladas de residuos sdo descartados no meio ambiente, sem o devido tratamento,
causando grandes perdas para a sociedade. Estima-se que cerca de 1/3 da produ¢do mundialde
alimentos sao desperdigados anualmente em todo mundo, isso equivale a quase 1,3 bilhdes de
toneladas (CANOSO, 2021).

Os residuos agroindustriais vém transformando a maneira como as industrias lidam com
seus insumos, considerando seu impacto nos processos produtivos, além da possibilidade de
contribuir para um problema significativo de poluicdo ambiental. Esses residuos podem
transformasse em subprodutos com aplicagdes biotecnolégicas de alto valor agregado,
sobretudo contribuindo para a minimizacdo do desperdicio, valorizacado da cadeia produtiva e
descarte indevido no meio ambiente (SHIRAHIGUE; CECCATO-ANTONINI, 2020).

No contexto mundial a industria alimenticia representa um dos maiores dominios,
destacando-se em alguns paises ou regido como a principal economia de fabricagcdo e
transformacdo, com grandes contribuicdes no processamento de alimentos, gerando
consequentemente uma quantidade considerada de residuos, efluentes e insumos entre
outros, que se mal gerenciados, podem ser prejudiciais ao homem e ao meio ambiente
(SORIO, 2018).

A falta de tratamento e destinagdo correta dos residuos agroindustriais tem gerado
impactos sociais e ambientais, sem precedentes, afetando direta e indiretamente a
sobrevivéncias das espécies, com destaque para agroindustria, no qual € uma grande geradora

de residuos, sobretudo, no setor de processamento de alimentos.

Agroindustrias, produzem quantidades abundantes de residuos organicos ao longo de
sua cadeia de suprimentos, os seus residuos geralmente s&do descartados em aterros
sanitarios ou dispostos no ambiente sem qualquer tratamento, acarretando seérios problemas
ambientais, quando considerarmos os pequenos produtores rurais (SILVA JUNIOR et al.,
2020). Ha uma enorme lacuna no que discerne o controle, tratamento e disposicao final dos
residuos agroindustriais, algumas solugdes vém sendo discutidas para os residuos gerados por
essas atividades, sobretudo a industria de beneficiamento de leite, possibilitando a
transformacado desses residuos em uma nova matéria-prima, agregando, sobretudo valor
econémico (SOUSA, 2021).
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5.1.Soro de Leite

A produgéao global de leite atingiu quase 906 milhdes de toneladas em 2020, e o Brasil
ocupa o quarto lugar em producéo total de leite, com producdo de cerca de 33,84 bilhdes de
litros em 2018, e quase 1,3 milhdo de produtores, distribuidos em 99% dos municipios (FAO,
2021; CARVALHO; ROCHA; CARNEIRO, 2018; EMBRAPA, 2018; SORIO, 2018; VILELA,;
RESENDE, 2014).

O tamanho do mercado global de produtos lacteos foi avaliado em US $ 489,74 bilhdes
em 2020 com uma previsdo de crescimento de USD 586,11 bilhdes até 2027, enquanto no
Brasil, a Balanga Comercial de leite e derivados, girou neste mesmo ano, em torno de US $
250,00 milhdes (FAO, 2021; EMBRAPA, 2020).

A revista, Gados de leite /EMBRAPA, publicou em sua edigdo anual 2020, as 13 maiores
empresas de laticinios que somaram volume de 7,871 milhdes de litros, 0 que corresponde a a
um acrescimo de 4% da captagcdo no mesmo periodo em 2018, sem considerar os pequenos
produtores e produtores informais (EMBRAPA, 2020). E sabido que das 220 empresas de
laticinios cadastradas na receita Federal em Pernambuco, apenas 20 (vinte) tem cadastro na
Agénciade defesa e fiscalizacdo Agropecuaria do Estado de Pernambuco, (ADAGRO, 2021).

A regido Sul do Brasil vem se destacando como maior produtor de leite, seguidos pela regiao
Sudeste, destaque para regido Nordeste, com o desempenho dos estados de Bahia, Ceara e
Pernambuco, apresentou 10,13% aumento na producdo, chegando 4,3 bilhdes de litros de
leite (EMBRAPA, 2020).

Figura 4 - Producéo de Leite no Brasil em 2019
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Na Regiao Nordeste destaque para o Estado de Pernambuco que aparece na 32 posig¢ao
do ranking regional com uma produgido de 796 milhdes de litros de leite, correspondendo a
20,4 % do volume de venda da regiao, em comparagao ao Estado daBahia que produziu 870
milhdes de litros de leite ou 22,3% do volume total produzidono Nordeste, que chegou aos 3,89

Bilhdes de litros de leite s6 no ano de 2017 (IBGE, 2020) como mostra o quadro 5.

Figura 5 — Comparativo producao de Leite Estados 2019/2020
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Ja producéao de queijo segundo estimativas em 2020 movimenta no mundo em torno de 18
Bilhdes, o universo do queijo — entre produc¢éo local e importagdo, o Brasil € quarto maior
produtor de queijo, resultando em 1,5 milhdes de toneladas produzidas de maneira formal,
vale ressaltar que o consumo de queijos sem inspeg¢ao chega a cerca de 300 mil toneladas 200
mil toneladas sado vendidos no mercado informal, ficando Pernambuco responsavel pela
producao de 1,4 mil toneladas de soro de leite, por exemplo (EMBRAPA, 2020).

O queijo é o alimento mais difundido na industria lactea, o consumo de queijo no Brasil
corresponde a 5,9 kg / hab / ano, paralelo a isso a produgdo de queijo, deixa uma grande
quantidade de residuo e efluente (TRINDADE et al., 2019).

O Soro do leite € um residuo que tem origem a partir da coagulagao do leite, presente na
fabricacdo de queijos, € um residuo gerado em abundancia, responsavel por uma grande
demanda de residuos agroindustriais (PESCUMA; DE VALDEZ; MOZZI, 2015).

Essa demanda por produtos lacteos, se da devido a fatores como (terra, capital, trabalhoe
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tecnologia), além de estar inserido em um mercado em ascensdo como o agronegécio, dos
quais sao responsaveis por gerar, derivados de alto valor nutritivo (JUNIOR et al., 2020;

MOLLEA; MARMO).

A composicdo do soro de leite varia de acordo com as caracteristicas do processo
produtivo no qual o leite foi submetido durante sua producao e estocagem (OSTERTAG et al.,
2021), mas de uma maneira geral a composicao do soro de leite, corresponde as fragdes
descritas na tabela 4.

Tabela 4 — Composicao Soro de Leite
COMPOSIGAO ENCONTRADA NO SORO DE LEITE (%)

AGUA (H20) 93294
LACTOSE 44a5

PROTEINAS 0,7a0,9

SAIS MINERAIS 0,6a1,0

Fonte: Adaptado OSTERTAG et al., (2021) e NUNES et al., (2018)

Quando comparados ao leite humano, podemos obter conforme tabela 5.

Tabela 5 - Comparativo principais proteinas do Leite Bovino X Leite Humano

PROTEINAS DE SORO (g/L) LEITE BOVINO LEITE HUMANO
B-lactoglobulina 3,2 Desprezivel
A-lactalbumina 1,2 2,8

Soralbumina (BSA) 0,4 0,6
Imunoglobulinas 0,7 1,0
Lactoferrina 0,1 0,2
Lisozima Desprezivel 0,4

Fonte: Adaptado SGARBIERI (2004)

Bebida rica em lactose, proteinas, vitaminas, minerais e algumas fragdes de gordura, o
soro de leite bovino é o principal subproduto da fabricagdo de queijos, extraido a partir de trés
técnicas distintas, precipitacdo da caseina, precipitacdo acida e microfiltracdo, separando
fisicamente as micelas de caseina da parte liquida (JUNIOR et al., 2020; SOUZA et al., 2019;
PESCUMA; DE VALDEZ; MOZZI, 2015).

Com elevado teor de proteinas e alto valor biolégico, o soro de leite € amplamente

utilizado no processamento de outros derivados, como probidticos, bebida lactea e
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iogurtes, além do consagrado uso de peptideos bioativos, na industria alimenticia como
agente gelificante, estabilizante, emulsificante e espumante, ainda na panificagdo como
ingrediente para paes, bolos e bebidas lacteas (JUNIOR et al., 2020; EL-TANBOLY; EL-
HOFI; KHORSHID, 2017; PESCUMA; DE VALDEZ; MOZZI, 2015).

Estima-se que no Pais 11 bilhdes de litros de leite por ano sdo transformados em
queijo, pelas industrias de laticinios, sem considerar o mercado informal que transforma
outros seis bilhdes de litros/leite/ano, clandestinamente, ou seja, sem registro nos érgaos
de vigilancia sanitaria, que é o principal responsavel pelo destino correto do residuo de
soro de leite comoefluente (AMARAL et al., 2020).

O volume de soro de leite descartado, na producao de queijo chega a 90% (noventa
por cento), e estima-se que para cada kg (quilo) de queijo, nove litros de soro s&o
produzidos, ouseja um volume relativamente alto de residuos sao gerados, com uma carga
organica muito alta, (JUNIOR et al., 2020).

Figura 6 - Produgao Mundial de Queijos do tipo Coalho 2018
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A industria de produtos lacteos exige um alto consumo de agua, seus residuos contém
uma elevada carga organica, esses efluentes sao gerados nas operagdes processamento de
matéria prima, fabrico de derivados, limpeza, descarga, descarte, vazamentos e
derramamentos, (BARBA, 2021; HUANG et al., 2014; SPALATELU, 2012).

Estima-se que 40% do soro produzido no Brasil sdo descartados indevidamente, por
pequenas e meédias empresas, contribuindo para o aumento da Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) e Demanda Quimica de Oxigénio, causando danos ao ambiente, como
acidificacdo dos solos, além de eutrofizagdo dos corpos hidricos, consequentemente

esgotamento dos sistemas tratamento de efluentes (TRINDADE et al., 2019).

Diante da proporgéao dos problemas gerados pelo descarte indevido do soro de leite, as
industrias e médios produtores, vem adotando alternativas “verdes”, aproveitando
principalmente como ingrediente na fabricagdo de outros alimentos, que nao necessitam de
grandes investimentos, como ragdo animal (PESCUMA; DE VALDEZ; MOZZI, 2015),
suplemento proteico (RYAN; WALSH, 2016), producdo de bebidas lacteas, fertilizantes
(TRINDADE et al., 2019; PAULA et al., 2011), mas vale ressaltar que existe uma excelente
oportunidade até em processos biotecnolégicos (BACHEGA et al., 2020).

O soro de leite é re utilizado como fonte de carbono e nitrogénio, na manutengcédo de
micro-organismos produtores de enzimas de interesse industrial, como as proteases,
substituindo os meios de cultura sintéticos, (BACHEGA et al., 2020a; RYAN; WALSH, 2016).

Cerca de 60% do custo total de producao de enzimas, corresponde a escolha do meio de
cultura, por essa razdo a busca por substratos alternativos, aliados a producdo de enzimas
proteoliticas de interesse industrial, tem contribuido para reducao dos custos, além de reduzir o

valor final do produto ou processo (AFONSO et al., 2020).

Uma solugao economicamente viavel, que agrega e torna também uma ferramenta
ambientalmente correta, contribuindo com a sustentabilidade da cadeia produtiva,
principalmente na gestdo dos recursos hidricos, além de produzir biomoléculas de interesse
industrial, promovendo a gestdo ambiental dos processos produtivos, principalmente na cadeia
de laticinios, além de poder ser inserida a pequenos produtores rurais, (FAGUNDES; VEIGA,;
SOUZA, 2020; SILVA JUNIOR et al., 2020).
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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de protease em fermentagdo submersa por
Aspergillus spp. utilizando soro de leite como Unico substrato. Inicialmente foi realizada uma
triagem com seis isolados de Aspergillus spp. para producao de protease em meio convencional
contendo gelatina e alternativo a base de soro de leite. Por meio de um planejamento fatorial 23 os
efeitos principais e as interagdes das variaveis concentracdo de soro de leite, temperatura e pH na
producgdo de protease foram avaliados. Aspergillus sp. UCP 1290 foi selecionado por apresentar
elevada atividade proteolitica de 28,75 U/mL no meio convencional ¢ 37,33 U/mL no meio
contendo soro de leite. A maior produgdo de protease, 129,80 U/mL, por Aspergillus sp. UCP 1290
foi obtida com soro de leite na concentragdo de 20 %, pH 8,0 e temperatura de 32 °C, em
fermentagdo submersa, a 150 rpm por 96 h. A temperatura e aconcentragdo de soro de leite foram as
variaveis independentes mais significativas para a producao da enzima. A atividade proteolitica foi
melhorada pela interagdo entre baixa concentrag@o de soro de queijo e maior temperatura. A enzima
produzida exibiu maxima atividade catalitica em 60 ‘C e pH 7,0, sendo caracterizada como uma
protease neutra. Os resultados mostraram que Aspergillus sp. UCP 1290 foi umbom produtor de
protease usando soro de leite como Unico substrato e a enzima produzida tem potencial de utilizacdo
em processos industriais

Palavras-chave: Enzimas proteodliticas, Agrosubstrato, Bioconversao.
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1. INTRODUCAO

As proteases sdo um importante grupo de enzimas multifuncionais de amplo uso pela industria e
representam quase 60 % do total das enzimas comercializadas no mundo. Estima-se que o mercado
mundial de proteases alcance 3 bilhdes de dolares a uma taxa de crescimento anual composta (CAGR)
de 6,1 % até 2024 [14,19]. As proteases microbianas sdo preferidas nas aplicagdes industriais em func¢do
de vantagens técnicas e econdmicas. Neste cenario, as proteases fungicas apresentam alta demanda
industrial devido a boa relagdo custo-beneficio, uma vez que a separacdo do micélio é mais facil quando
comparada as células bacterianas, apresentam estabilidade, ampla diversidade e especificidade de
substrato. Além disso, os fungos sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) [14, 3, 24]. Entre
os fungos, o género Aspergillus ¢ amplamente utilizado em processos biotecnolégicos e vém
demonstrando ser excelentes produtores de diferentes enzimas, inclusive proteases [12, 14]. No entanto,
um dos principais desafios da produgdo industrial de enzimas ¢ a redug¢do do custo de produgdo que
passa pela substituigdo dos meios sintéticos utilizados, os quais correspondem por cerca de 40 % do
custo total [11].

Por outro lado, o soro ¢ um subproduto da fabricacao de queijo altamente poluente devido a sua alta
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). Todavia, o soro ¢é
rico em proteinas, actcares fermentaveis e nutrientes e pode ser reaproveitado em coprocessamentos
[21, 16]. No Brasil, 13 % das industrias de laticinios usam parcialmente o soro produzido para fabricagido
de outros produtos lacteos e 27 % descartam todo o soro produzido no sistema de tratamento de efluentes
ou doam para ragdo animal [27]. Uma alternativa que tem sido utilizada para valoriza¢do do soro de
leite ¢ a sua bioconversdo, por fungos e bactérias, em produtos de valor agregado, como
biocombustiveis e bioplasticos, representando uma vantagem econdémica ¢ ambiental [21, 16].

Portanto, a demanda global por proteases impde a pesquisa por novas espécies e cepas de
microrganismos com alta capacidade de produgdo de protease, como também a busca por novos
substratos sustentaveis e de baixo custo [18, 24]. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
produgdo de proteases por amostras de Aspergillus spp. em meio alternativo a base de soro de leite.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Foram utilizados 06 (seis) isolados de Aspergillus spp. (UCP 0076, UCP 1064, UCP 1132, UCP
1177, UCP 1290, UCP 1461), catalogados no Banco de Culturas UCP, do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais ¢ Biotecnologia (NPCIAMB) da Universidade Catélica de Pernambuco,
registrado no World Federation for Culture Collection -WFCC. As culturas foram mantidas em meio
agar Sabouraud a 4 °C.

2.2 Residuo agroalimentar

O soro de leite utilizado neste trabalho foi doado gentilmente por um pequeno produtor rural de
queijo, do municipio de Cachoeirinha, Estado de Pernambuco.

2.3 Preparaciao do inoculo

As cepas de Aspergillus spp. foram cultivadas em meio agar Sabouraud a 28 °C durante 72 h. Logo
apos, 20 discos de micélio de 10 mm foram coletados e usados como ino6culo nos experimentos de
selecdo e planejamento fatorial.

2.4 Selecao dos fungos produtores de protease

A selecdo foi realizada em meio convencional e alternativo em fermentagao submersa. Erlenmeyers
de 250 mL com 100 mL do meio padrao contendo gelatina 1% segundo Manachini et al. (1987) [9] e
alternativo preparado com soro de leite a 25 % e base salina (KH2PO4 0,23 %, K2HPO4 0,25 %,
MGSO0O4 0,1 %, FESO4 0,1 %, pH 6,0) foram inoculados com 20 discos de micélio das cepas de
Aspergillus spp. e incubados a 28 °C, 150 rpm por 96 h em triplicata. O sobrenadante das culturas foi
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centrifugado a 10 000 rpm por 5 min a 4 °C, e o liquido metabolico livre de células foi utilizado para
a determinag@o da atividade proteolitica.

2.5 Determinacio da Atividade Proteolitica

A atividade da protease foi determinada conforme Leighton et al. (1973) [8], modificado. A reagdo
foi iniciada pela mistura de 150 pL de extrato enzimatico bruto e 250 uL de azocazeina a 1 % (p/v),
dissolvida em tampao Tris-HCI (0,2 M; pH 7,2) e incubadas em banho maria a 40 °C por 30 min. A
reacdo foi paralisada pela adigdo de 500 plL de acido tricloroacético 10 % (TCA), seguida de
centrifugacdo a 15 000 rpm por 5 min a 4 “C. Posteriormente, 800 uL da reagdo foi adicionada de 1,4
mL NAOH 1 M. A intensidade da coloragao produzida foi medida em espectrofotometro a 420 nm.
Para cada amostra foi preparado um branco adicionando-se o0 TCA 10% imediatamente a reagéo. O
experimento foi realizado em triplicata. Uma unidade de atividade da enzima foi definida como a
quantidade da enzima capaz de produzir um aumento na absorbancia de 0,01 unidade em 1 hora,
expressa em (U/mL).

2.6 Planejamento experimental

Um planejamento fatorial completo 2° com 4 pontos centrais foi realizado para analisar os efeitos
principais e as interagdes das varidveis independentes, pH, temperatura e concentragdo de soro de leite
sobre a variavel resposta, atividade proteolitica, em fermentagdo submersa, agitacdo de 150 rpm,
durante 96 h. As variaveis independentes foram avaliadas em trés niveis, minimo (-1), central (0) e
maximo (+1) conforme tabela 1.

Tabela I Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2° para produgdo de protease por Aspergillus sp. UCP
1290 em meio com soro de leite.

Variaveis _ Niveis
-1 0 +1
Soro de Leite (%, v/v) 20 60 100
Temperatura (°C) 24 28 32
pH 4 6 8

2.7 Determinacao do efeito do pH e temperatura na atividade proteolitica

A avaliagdo do pH e temperatura ideal para atividade catalitica da enzima foi realizada utilizando o
extrato bruto, conforme Gimenez et al. (2018) [4], com modificagdes nas faixas de pH e temperatura. A
reagdo enzimatica foi realizada em diferentes valores de pH (5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 ¢ 10,0) e temperaturas
(20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C). Diferentes tampodes foram usados para manter o pH em diferentes
valores: citrato-fosfato (pH 5,0), fosfato de soédio (pH 6,0), Tris-HCI (pH 7,0 e 8,0) e carbonato-
bicarbonato (9,0 e 10,0). A determinagdo da atividade proteolitica foi realizada conforme o item 2.5.

2.8 Anailise Estatistica

O software Statistica® 12.0 da Statsoft, Inc. (Tulsa, Oklahoma, EUA) foi utilizado para analise dos
resultados dos ensaios experimentais, bem como para analisar as interagdes ¢ multiplos efeitos, os quais
foram considerados estatisticamente significativos para p <0,05. A estimativa do erro experimental foi
calculada com base nas quatro repeti¢des do ponto central de cada planejamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Selecio de isolados de Aspergillus spp. produtores de proteases

A pesquisa por novos microrganismos e substratos de baixo custo eficientes na produgdo de enzimas
¢ um processo continuo [18, 24]. A triagem de 6 cepas de Aspergillus spp. para producdo de protease
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foi realizada em fermentagdo submersa usando meio convencional contendo gelatina como substrato
indutor ¢ meio alternativo a base de soro de leite (Tabela 2). Todos as cepas de Aspergillus spp.
apresentaram atividade proteolitica em ambos os meios. No entanto, a atividade enzimatica foi
,superior no meio alternativo a base de soro de leite. Aspergillus sp. UCP 1290 foi selecionado uma
vez que apresentou maior atividade proteolitica de 37,33 U/mL no meio alternativo, contendo 25% de
soro de leite. Radha et al. (2011) [17], observaram valores de 3,648 pu/ml para atividade proteolitica de
Aspergillus spp. em meio contendo soro de leite e melago e sugerem o uso de soro de leite como fonte
de nitrogénio para producdo de protease. Por sua vez, Gul et al. (2012) [5], demonstraram excelente
produgdo de protease, sendo 659,20 (U/ml) duplicado a sua producdo por Rhizopus oryzae em meio
contento soro de leite como unico substrato, alcangcando o nimero de .

Adicionalmente, pode-se observar que a produgdo de biomassa por todos as cepas de Aspergillus
spp. foi maior no meio alternativo com soro de leite. Vamvakak et al. (2010) [28], observou
marcante produgdo de biomassa de 301 mg / L, por espécies de zigomicetos durante crescimento em
soro de leite suplementado apenas com sais. Por outro lado, Ibarruri e Hernandez (2019) [6], também
relataram a produgdo de biomassa por Rhizopus sp. em fermentacdo submersa usando soro de leite
com baixo teor proteico indicando a necessidade de suplementacdo com fontes de nitrogénio e
carbono.

O soro de leite O soro de leite pode ser considerada excelente fonte de carbono para crescimento do
microoganismo Aspergillus, uma vez que possui elevado valor nutricional principalmente de lactose
(4,5-5 % p/v), proteinas soluveis 0,6-0,8 % p/v), lipidios (0,4-0,5 % p/v) e sais minerais (8-10 % p/v
do extrato seco), podendo suportar o crescimento e induzir boa atividade proteolitica [25]. Logo, ¢
crucial a selegdo de microrganismos capazes de fermentar o soro de leite, haja vista que nem todos tem
a habilidade de utilizar a lactose como fonte de carbono para produgdo de enzimas em niveis
utilizaveis [21, 16].

De acordo com os resultados da tabela 2 ocorreu relagdo da produgdo da enzima com o crescimento do
1solado UCP 1290, tanto em meio alternativo como no meio convencional.

Tabela 2 Atividade proteolitica e produgdo de biomassa por Aspergillus spp. UCP 0076, 1064, 1132, 1177, 1290,
1461 em meio convencional e alternativo
Isolados Meio alternativo Meio convencional

AP (U/mL) Biomassa (g/LL) AP (U/mL) Biomassa (g/L)

UCP 0076 35,49 £0,03 3,40 £0,10 9,42 £0,03 0,50 +0,06
UCP 1064 7,48 0,00 1,62 +0,07 3,96 +£0,01 0,52 +0,02
UCP 1132 19,43 +0,02 1,17 +0,04 4,84 +0,07 0,50 +0,02
UCP 1177 14,19 40,01 0,88 +0,05 13,75 40,10 0,52 +0,05
UCP 1290 37,33 +£0,06 0,88 £0,38 28,75 £0,01 0,77 0,03
UCP 1461 10,78 £0,03 1,52 +0,04 6,67 =0,01 0,44 +0,04

AP - Atividade Proteolitica.
3.2 Producao de protease pelo isolado selecionado utilizando planejamento fatorial

Composi¢ao do meio de crescimento e fatores ambientais como temperatura, pH, tamanho do in6culo
e tempo de incubacdo sio fundamentais para indugdo e otimizagdo da produgdo de proteases por
microrganismos [3, 22, 24]. Foram investigados usando um planejamento fatorial 23, conforme
apresentados na Tabela 3, os efeitos combinados do pH, temperatura e concentracao do soro de leite na
produgdo de protease por Aspergillus sp. UCP 1290,. A melhor condi¢do para atividade proteolitica foi
verificada no ensaio 4 com pH 8,0, temperatura de 32 °C e concentra¢do de soro de leite de 20%, a
qual maximizou a atividade proteolitica de 37,33 U/mL para 129,80 U/mL, representando uma
elevagdo na producdo de 71,24%. Nascimento et al. (2015) [13], utilizando um planejamento fatorial 23,
obteve maxima producgdo de protease de 48,33 U/mL com Mucor subtillissimus UCP 1262 usando
farelo de trigo como substrato. Muito embora a condigdo ambiental 6tima para produgdo enzimatica
dependa do microrganismo e do local de isolamento. O pH 6timo para producdo de protease pela
maioria dos fungos varia entre 7 ¢ 7,5, ja a temperatura 6tima para producdo de protease por fungos,
varia de 28 °C a 30 °C [22]. Sudarkodi etal. (2015) [26], relataram maxima producdo de protease para
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Aspergillus flavus e Aspergillus niger em pH 8 com (30 U/ml) e pH 7 com (26 U/ml) e temperatura
30 e 35 °C, respectivamente. Logo, Aspergillus sp. UCP 1290 utilizada neste trabalho apresentou
atividade proteolitica maxima em parametros ambientais semelhantes ao relatado na literatura.

A relagdo carbono e nitrogé€nio ¢ essencial para o crescimento microbiano e produgdo enzimatica
maxima, destacando que o requerimento especifico das fontes de carbono e nitrogénio difere entre as
espécies microbianas e entre diferentes cepas da mesma espécie [22]. Neste sentido, o aproveitamento
de residuos agroindustriais para a producao de proteases por espécies de Aspergillus tem sido usada
como uma alternativa promissora as fontes de carbono e nitrogénio convencionais, [7, 18, 22]. Neste
estudo demonstramos que Aspergillus sp. UCP 1290 produzida elevada atividade proteolitica de 129,8
U/mL em meio de cultura contento soro de leite como tnica fonte de carbono e nitrogénio.

Portanto, pode-se inferir que esta cepa usou a lactose e as proteinas do soro de leite como fontes de
carbono e nitrogénio, respectivamente, para sustentar seu crescimento e produgdo de protease, sendo
promissora no uso em bioprocessos de conversdo do soro do leite em proteases pela industria.

Tabela 3 Produgdo de protease por Aspergillus sp. UCP 1290 usando um planejamento fatorial 27 durante
96 h al50 rpm em meio de cultura, formulado com soro de leite

Ensaios pH Temperatura Substrato Ativ. Proteolitica

Inicial (°O) (%) (U/mL)
1 4,0 24 20 47,15
2 8,0 24 20 20,09
3 4,0 32 20 106,33
4 8,0 32 20 129,80
5 4,0 24 100 35,93
6 8,0 24 100 30,95
7 4,0 32 100 26,18
8 8,0 32 100 23,03
9 6,0 28 60 28,16
10 6,0 28 60 23,98
11 6,0 28 60 22,81
12 6,0 28 60 20,97

A analise estatistica mostrou que todas as varidveis e a interacao entre elas foram significativas, quando
analisadas no nivel de confianca de 95 % (p < 0,05) (Figura 1). No entanto, a concentra¢ao de soro de
leite foi a variavel mais significativa, mostrando a influéncia negativa na atividade proteolitica,
indicando que a redugdo da concentragdo de soro de leite pode resultar em maior atividade da protease.
Esses resultados estdo de acordo com Arumugam et al. (2020) [2], que afirmam o aumento da
producao de protease alcalina por Aspergillus tamarii em baixas concentragdes de farelo de algodao,
farelo de trigo, leite desnatado e farinha de soja. Soro de leite Ryan e Walsh, (2016) [21] e outros
agrosubstratos Kieliszek et al. (2020) [7], Marzo et al.(2019) [10], Ravindran et al. (2018) 18], podem
ser usados para producdo de biomassa e enzimas por microrganismos. Além disso, a temperatura
apresentou efeito positivo na produgdo da protease. Temperatura é um fator critico a ser controlado em
bioprocessos e o seu valor 6timo para crescimento ¢ produgdo enzimatica varia de espécie para espécie
[23, 22]. Por sua vez, a interagdo entre as variaveis independentes temperatura, no nivel maximo, ¢ a
concentracdo do substrato, no nivel minimo, foi antagonista, influenciando negativamente na producéo
de protease. O pH também apresentou significancia estatistica, muito embora, nos niveis avaliados,
tenha apresentado menor efeito na variavel resposta producdo de protease. Portanto, nas condic¢des
estudadas, o soro de leite ¢ um residuo que pode ser utilizado como substrato eficiente e promissor
para a produgdo de protease em fermentagdo submersa.
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(3) Concentracdo de Soro | -122.5(4
2by3 122 44
(2) Temperatura 118,3165
1by2 17.59265
1+2*3 -17.1683
1by3 | -12,0442
(1) pH 10,1501
p=.05

Estimativa Efeito Padronizado
(Valor Absoluto)

Figura 1 Diagrama de Pareto do efeito das varidaveis independentes na atividade proteolitica (U/mL) do isolado
Aspergillus sp. UCP 1290 em fermentagdo submersa, usando soro de leite como substrato, durante 96 h.

3.3 Efeito do pH e temperatura na atividade da protease

Para avaliagdo do pH 6timo da protease de Aspergillus sp. UCP 1290, a atividade proteolitica foi
determinada em diferentes tampoes e valores de pH nas faixas de 5 a 10 (Figura 2). Proteases neutras
sd0 definidas como ativas em pH neutro, levemente alcalino ou acido [19]. Neste estudo a atividade
proteolitica maxima foi observada nos pH 7,0 e 8,0, com valores de 97,97 e¢ 93,92 U/mL,
respectivamente, sugerindo a presenga de uma protease neutra. Da mesma forma, Wajeeha et al. (2021)
[29], relataram maior atividade da protease de Aspergillus flavus na faixa de pH de 7,0 a 8,0. Ao et al.
(2018) [1] relataram a obtencdo de uma protease neutra produzida por Aspergillus oryzae Y 1. Proteases
neutras sdo muito valiosas na induastria de alimentos, pois geram menor amargor na hidrélise de
proteinas. Adicionalmente, proteases neutras e alcalinas de fungos sdo importantes no processamento
de molhos de soja e outros produtos de soja [19, 24].

Por outro lado, o efeito da temperatura na atividade da protease de Aspergillus sp. UCP 1290 ¢
apresentado na Figura 3. A atividade proteolitica foi maior a 60 °C, com valor de 119,58 U/ml, enquanto
nas temperaturas superiores a 60 °C ocorreu uma redugdo consideravel da atividade. Proteases
alcalinas de fungos exibem atividade 6tima em temperaturas na faixa de 50-70 °C Sharma et al.
(2019) [23] e Osman.et al. (2014) [15] relataram que a temperatura 6tima para protease produzida por
Aspergillus terreus foi 55 °C. Por outro lado, Rukmi e Purwantisari (2020) [20], observaram maior
atividade da protease de uma cepa de Aspergillus flavus nas temperaturas de 40 °C e45 °C. Alta
atividade catalitica e estabilidade térmica sdo caracteristicas altamente requeridas para uso de
proteases em escala industrial [14, 23]. A temperatura foi a varidvel que mais influenciou na atividade
proteolitica, provocando um efeito positivo para a atividade.
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Figura 2. Efeito do pH na atividade da protease produzida por Aspergillus sp. UCP 1290 em fermentagdo
submersa utilizando soro de leite como substrato durante 96 h.
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Figura 3. Efeito da temperatura na atividade da protease produzida por Aspergillus sp. UCP 1290 em
fermentagdo submersa utilizando soro de leite como substrato durante 96 h.

Assim, os resultados demostraram que a protease produzida por Aspergillus sp. UCP 1290 tem boa
atividade proteolitica em temperatura relativamente alta sendo promissora para exploragdo em varias
industrias.

4. CONCLUSAO

Aspergillus sp. UCP 1290 é um bom produtor de protease em meio de cultura a base de soro de leite.
O planejamento experimental possibilitou um aumento da producao de protease por Aspergillus sp. UCP
1290, tendo a temperatura, concentracdo de soro de leite e a interacdo entre eles como as varidveis mais
significativas para a producdo. A protease neutra produzida ¢é ativa em temperatura de 60 °C, a qual ¢é
favoravel para aplicagdes em processos industriais. O soro de leite pode ser utilizado como substrato de
baixo custo em substituicdo aos meios sintéticos para producao de protease em fermentagao submersa.
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CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os resultados da selegao, dentre os seis isolados estudados, o UCP
1290 foi a que obteve melhor desempenho para a atividade proteolitica com importante

producao enzimatica em meio liquido com gelatina e soro de leite.

O planejamento foi uma ferramenta uatil para identificar concentragdo, pH e
temperatura 6tima e demonstrou que as melhores condicdes para producao de protease por
Aspergillus sp. UCP 1290 foram em pH 8,0; temperatura de 32 °C e concentragcéo de soro de
leite de 20 %.

O soro de leite pode ser utilizado como substrato unico (fonte de carbono e nitrogénio)
para producao de protease, por fungos filamentosos, em fermentacao submersa, em

alternativa aos meios convencionais de produgéo.

Dentre os fatores que tiveram relevancia para a produgdo da enzima, foi possivel
concluir que a menor concentracado do soro foi o mais relevante, seguidos da temperatura e
pH.

A protease produzida por Aspergillus sp. UCP 1290 apresentou atividade 6tima em pH

7,0 e temperatura de 60 °C.

O trabalho também contribuiu para o conhecimento do potencial biotecnoldgico de
diferentes isolados do género Aspergillus, presentes na Caatinga do Estado de Pernambuco,

para producao de biomoléculas.

Os resultados descritos neste trabalho fortalecem a utilizacdo do género Aspergillus
para produgdo de protease, sendo importante o aprofundamento deste trabalho, para
aplicacao no mercado de tratamento de residuos e efluentes industriais, com a identificacdo

da espécie estudada.

A reutilizacao de residuos agroindustriais como o soro de leite como um substrato para
producao de biomoléculas com elevado valor agregado, como as proteases, por fungos do
género Aspergillus tem potencial de reduzir substancialmente os custos de produgcdo na

industria, além de contribuir com o meio ambiente.
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