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RESUMO

Seis linhagens de Aspergillus flavo furcatis foram selecionadas para investigar a producédo
de proteases coagulantes por fermentacdo em meio liquido natural. O meio de cultura
consistiu de extratos de Casca de Cupuacu+Farelo de Arroz [CC+FA 10% ou 20% (v/Vv)] e
Residuo de Acai+Farelo de Arroz [RA+FA 10% ou 20% (v/v)] com ou sem suplementacao
de extrato de levedura 0,1% (p/v) e gelatina 0,5% (p/v). Valores significativos de atividade
coagulante foram determinados por A. flavo furcatis DPUA 1461 e DPUA 1608 no meio
padrdo e natural, respectivamente. De acordo com o critério de formacdo de coagulo e
separacdo de soro, 8,3% das amostras testadas foram classificadas como coagulacao forte,
41,70% apresentaram coagulacdo fraca e em 50% né&o foi observada a coagulacéo do leite.
As proteases coagulantes de A. flavo furcatis DPUA 1608 foram inibidas por pepstatina
(94,72%) e moderadamente inibidas por outros ions metalicos testados. A agdo Otima das
enzimas foi determinada a 40 °C e pH 7,0.

Palavras-chave: enzimas coagulantes do leite; residuos; fermentacdo submersa; micro-
organismos

ABSTRACT

Six strains of Aspergillus flavo furcatis were screened to investigate milk-clotting enzyme
production by fermentation in natural liquid medium. The growth media comprised extracts
of Cupuagu Exocarp+Rice Bran [10% or 20% (v/v) CE+RB] and Acai Waste+Rice Bran
[10% or 20% (v/v) AW+RB] with or without supplementation 0.1% (w/v) of yeast extract
and 0.5% (w/v) gelatin. Significant values of milk-clotting activity were determined by A.
flavo furcatis DPUA 1461 and DPUA 1608, in the standard and natural media,
respectively. According to criteria of clot and whey formations, 8.3% of the samples tested
were classified as strong coagulation, 41.70% showed weak coagulation and in 50% wasn’t
observed milk coagulation. Milk-clotting proteases of A. flavo furcatis DPUA 1608 were
inhibited by pepstatin (94.72%) and moderately inhibited by the others metal ions tested.
The optimal action was at 40 °C and pH 7.0.

Keywords: milk-clotting enzymes; waste; submerged fermentation; micro-organisms



APRESENTACAO

A dissertacdo esta redigida em dois capitulos:

O capitulo I consiste em uma revisédo bibliografica e descricdo completa do material
e métodos da pesquisa. A revisdo bibliografica discorre sobre as proteases coagulantes,
fungos como fonte de proteases, producédo de proteases fermentacdo submersa e a utilizagdo
de residuos da agroinddstria como substrato na fermentagéo.

O capitulo 11 foi redigido em forma de artigo cientifico publicado em revista de
Lingua Inglesa. Ele encontra-se em anexo na dissertacdo e contém a metodologia e 0s
resultados obtidos em todo o trabalho desenvolvido.
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1.INTRODUCAO

As proteases sdo enzimas responsaveis pela hidrdlise de ligagdes peptidicas. Elas
representam um dos trés maiores grupos de biocatalisadores industriais, contam com cerca
de 60% da venda total mundial de enzimas e sdo lideres no mercado internacional de
enzimas utilizadas na industria (Savitha et al., 2011).

Os micro-organismos sdo a fonte preferencial dessas enzimas devido sua ampla
diversidade bioquimica, susceptibilidade para manipulacdo genética e por apresentarem
caracteristicas desejadas para aplicacBes industriais em termos de acdo -catalitica,
especificidade de substrato, mecanismo de ativacdo, termoestabilidade e pH 6timo
(Sandhya et al., 2004; Ramakrishna et al., 2010).

As proteases provenientes de micro-organismos podem ser produzidas por
processos de fermentacdo submersa em que se utiliza um ou mais substratos dissolvidos ou
suspensos em meio aquoso (Sumantha et al., 2006).

Diversos subprodutos agroindustriais tém sido usados como substratos para a
producdo de enzimas, devido a disponibilidade local e por apresentarem uma fonte
alternativa de baixo valor comercial (Silva et al., 2009).

Para obtencdo do queijo, a escolha das enzimas do agente coagulante é
fundamental, pois influenciam na degradacdo proteica, sendo algumas mais proteoliticas
que outras (Silva et al., 2009).

Nas ultimas décadas, a busca por novos coagulantes para fabricacdo de queijo tem
se voltado para a pesquisa de proteases em micro-organismos, destacando-se os fungos
filamentosos do género Aspergillus, que séo fontes potenciais dessas enzimas. Na maioria
das vezes, ocorre a manipulacdo genética dos micro-organismos que sao utilizados como
hospedeiros para producdo do gene clonado da quimosina, que é o principal agente
coagulante (Horne & Banks, 2004).

Tradicionalmente, os coalhos sdo de origem animal, principalmente bezerros e
porcos mas, para atender as necessidades especiais de grupos como 0s vegetarianos e 0sS
muculmanos, foram desenvolvidos coalhos de origem vegetal e microbiana. Os de origem
vegetal tém, em geral, bom desempenho, mas os queijos fabricados com eles costumam

apresentar sabor amargo depois de algum tempo de armazenamento. Ja os coalhos de
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origem microbiana tém caracteristicas bastante semelhantes aos de origem animal (Perry,
2004).

O queijo obtido por coagulacdo do leite com coalho, complementada ou n&o
pela acdo de bactérias lacteas selecionadas, classificado como queijo de média a alta
umidade, é denominado de queijo-coalho (Santana et al., 2008) .

O queijo de coalho é um alimento muito nutritivo e a sua producdo constitui
uma fracdo relevante na economia da regido Nordeste, onde a maior parte da producéo de
queijo de coalho é obtida em pequenas e médias queijarias (Fonte, 2012).

As principais regides produtoras de queijos artesanais no Brasil sdo: Sudeste,
em Minas Gerais, com a producéo dos queijos Canastra e Serro; Nordeste, em Alagoas,
com os queijos de Manteiga e Coalho e; Sul, na serra Catarinense e Gaucha, com 0s queijos
Serrano e Colonial (Santana et al., 2008) .

No Amazonas, empresas da cooperativa Mista do municipio de Careiro da
Varzea produzem, em média, 17.200 litros diarios de leite e, incluindo-se a area de terra
firme de Autaz Mirim, atinge-se 24.000 litros. Dessa quantidade, 85% é transformado em
queijo, 10% é transportado in natura para Manaus e 0s outros 5% usados em doces e
derivados (Frota Filho et al., 2011).

Devido as caracteristicas dos fungos em produzir importantes compostos,
dentre os quais proteases coagulantes, é de suma importancia a realizacdo de pesquisas para
a descoberta de novos agentes de origem microbiana que possam ser desenvolvidos
utilizando-se residuos da agroindustria, a fim de atender a crescente demanda desse

mercado de laticinios.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral
» Produzir proteases coagulantes do leite por fermentacdo submersa a partir de
linhagens de Aspergillus flavo furcatis utilizando-se residuos da casca de cupuagu

(Theobroma glandiflorum), residuo do processamento do acai (Euterpe oleracea) e
farelo de arroz (Oryza sativa).

2.2. Objetivos especificos
* Determinar a atividade proteolitica e coagulante dos extratos obtidos das linhagens de
Aspergillus flavo furcatis cultivadas nos meios de fermentacdo submersa;
» Selecionar a linhagem e o meio de fermentagdo de acordo com a atividade
coagulante, razdo coagulante e classificacdo do coagulo formado;

» Caracterizar as enzimas da linhagem selecionada quanto ao pH e temperatura 6tima
de atividade e estabilidade;

15



CAPITULO |

Revisdo Bibliogréafica e Material e Métodos
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.Proteases
3.1.1. Caracteristicas gerais

O termo protease foi citado na literatura alema dentro da quimica fisiolégica, na
ultima metade do século XIX, se referindo as enzimas proteoliticas. Esta nomenclatura foi
usada como uma forma genérica para englobar todas as hidrolases (Beynor & Bond, 2001)
que degradam proteinas em peptideos e aminoécidos (Sumantha et al. 2006). Portanto, as
proteases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ligacdes peptidicas (Figura 1) (Nelson e
& Cox, 2004).

R* H R?
HsN*— CH @ CH—coo-
0 — Ligacdo peptidica
R1 H R

H;N*+—CH —C — OH +H —N— CH—CO00O-
o)
Figura 1. Esquema de uma ligacao peptidica sendo clivada por hidrélise
3.1.2. Classificagdo
As enzimas proteoliticas constituem um amplo e complexo grupo de enzimas,

diferindo-se em propriedades como: substrato especifico, sitio de acdo, mecanismo

catalitico, pH e temperatura étimas e perfil de estabilidade (Sumantha et al. 2006).
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Segundo a Comissao de Enzimas, Enzyme Comission (EC), as proteases pertencem
ao grupo das hidrolases, enzimas que clivam o substrato com a introducdo de uma molécula
de agua, ou seja, a hidrolise das ligagdes peptidicas (Turk, 2006).

As enzimas proteoliticas sdo subdivididas em 2 grupos: exoproteases, aquelas que
hidrolisam ligacGes peptidicas proximas as extremidades da cadeia polipeptidica e,
endoproteases, as que atuam nas regides internas da cadeia polipeptidica (Figura 2) (Monod
et al. 2002).

As exopeptidases dividem-se, ainda, em: carboxipeptidases que rompem as ligacoes
a partir da extremidade C-terminal e as aminopeptidases que rompem as ligacdes a partir da
extremidade N-terminal (Rao et al, 1998). As endopeptidases sdo divididas em seis
subgrupos baseados em seus mecanismos cataliticos: aspartico, cisteina, glutamato, malato,
serina e treonina proteases (Li et al., 2013).

Quanto ao potencial hidrogenibnico, as proteases sdo classificadas em acidas,
neutras e alcalinas com base na faixa de pH em que sua atividade é 6tima (Sandhya et al.,
2004).

As proteases acidas possuem uma faixa 6tima de pH de 2,0 a 4,0, sdo produzidas
por fungos e tém aplicacdo na fabricacdo de queijo, amaciamento de carne, na producédo de
alimentos fermentados e também em limpeza de compostos acidos (Rao & Narasu 2007;
Thys, 2004).

Proteases neutras produzidas por fungos sdo importante em aplicacbes nas
industrias de panificacdo, processamento de alimentos, modificacdo de proteinas,
tratamento de couro, alimentos para animais e na industria farmacéutica (Sumantha et al.
2006).
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EXOPEPTIDASES

00O OO0
MN-terminal l
OO0 e

C- terminal

ENDOPEPTIDASES

G 0,0:0,0,0,0

Figura 2. Representacdo dos dois tipos de clivagem das proteases

As proteases alcalinas podem ser obtidas de diferentes fontes como bactérias,
fungos e certos insetos. Elas sdo classificadas dentro do grupo das serino protease e sdo um
importante grupo de enzimas utilizadas, principalmente, na formulacdo de detergentes em
po, ajudando na remocdo de manchas de origem protéica (Kumar & Takagi 1999; Moreira
et al., 2003; Esposito, 2006; Rao & Narasu, 2007).

A temperatura, também, € um dos agentes criticos sobre a atividade das proteases.
Quando se eleva a temperatura a atividade aumenta, todavia o processo de desnaturagdo
cresce, em decorréncia da acéo do calor (Ferreira et al. 2010).

3.1.3.Importancia das proteases

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas que Sao
utilizadas para aplicacdo industrial e académica (Rao et al., 2009). Elas representam um
dos trés maiores grupos de biocatalisadores industriais, contam com cerca de 60% da
venda total mundial de enzimas e sdo lideres no mercado internacional de enzimas

utilizadas na industria (Savitha et al., 2011).
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A vasta diversidade das proteases ilustra a influéncia destas enzimas na biosfera.
Elas estdo presentes em todos os ambientes sendo encontradas em plantas, animais e micro-
organismos (Sandhya et al., 2004).

As enzimas proteoliticas apresentam uma ampla variedade de aplicacBes nas
industrias de detergentes, farmacéutica, quimica, de diagndsticos e alimenticia, onde séo
utilizadas na producédo de queijo, cerveja e molho de soja (Monteiro et al. 2005; Nishiwaki
et al., 2009).

3.2.Proteases coagulantes

A maioria dos queijos sdo fabricados utilizando-se a quimosina, um coagulante do
leite tradicionalmente extraido do quarto estbmago de bezerros desmamados ( Hashim et al,
2011).

Para obtencao do queijo, a escolha das enzimas do agente coagulante é fundamental,
pois influenciam na degradacdo proteica, sendo algumas mais proteoliticas que outras
(Silva et al., 2009).

O aumento da producdo e consumo de queijo juntamente com o aumento do prego
do coalho e reducdo da disponibiidade do coalho, tem voltado-se a uma investigacdo
sitemética para novos substitutos do coalho (Ahmed et al., 2009).

Para atender as necessidades especiais de grupos como 0S vegetarianos e 0s
muculmanos, foram desenvolvidos coalhos de origem vegetal e microbiana. Os de origem
vegetal tém, em geral, bom desempenho, mas os queijos fabricados com eles costumam
apresentar sabor amargo depois de algum tempo de armazenamento. Ja os coalhos de
origem microbiana tém caracteristicas bastante semelhantes aos de origem animal (Perry,
2004).

Proteases de origem animal, vegetal e microbiana tém sido utilizadas como
coagulantes do leite. Nas ultimas decadas, a busca por novos coagulantes para fabricacéo
de queijo tem se voltado para a pesquisa de proteases em micro-organismos, destacando-se
os fungos filamentosos do género Aspergillus, que sdo fontes potenciais dessas enzimas. Na

maioria das vezes, ocorre a manipulacdo genética dos micro-organismos que sdo utilizados
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como hospedeiros para producdo do gene clonado da quimosina, que é o principal agente
coagulante (Horne & Banks, 2004).

3.3. Fungos como fonte de proteases

As proteases provenientes de micro-organismos podem ser produzidas por
processos de fermentagdo submersa em que se utiliza um ou mais substratos dissolvidos ou
suspensos em meio aquoso (Sumantha et al., 2006).

A utilizacdo de fungos na dieta e como fonte de bebidas é conhecida desde os
tempos antigos. Mas foi a partir de 1960 que houve o aumento do uso de enzimas
microbianas, dentre elas as proteases, na industria de alimentos (Ghorai et al., 2009).

As enzimas produzidas por fungos sdo mais seguras que aquelas produzidas por
bactérias, desde que eles estejam normalmente reconhecidos com GRAS-Generally
Regarded As Safe (Germano et al., 2003).

Recentemente, 0 uso de micro-organismos como fonte biotecnolégica de enzimas de
relevancia industrial estimulou o interesse na exploracdo de atividades enzimaticas em
varios micro-organismos (Goud et al., 2009).

As proteases acidas, produzidas por micro-organismos, Vvém substituindo
largamente as enzimas provenientes do estdbmago de bezerro (coalho), facilitando a
expansdo da industria de fabricacdo de queijo, cujo desenvolvimento estava sendo
impedido por questBes relacionadas aos direitos animais (Sumantha et al., 2006).

Cryphonectria parasitica, Penicillium janthinellum, Mucor pusillus, Mucor miehei,
Rhizopus chinensis, Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Aspergillus nidulans, Trichoderma reesei, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis e
Yarrowia lipolytica sdo exemplos de fungos ja conhecidos como produtores de proteases
coagulantes (Crabbe, 2004; Campos et al., 2010).

Dentre os fungos produtores de proteases coagulantes, destacam-se 0s pertencentes
ao género Aspergillus que é encontrado no mundo inteiro e tém cerca de 180 espécies
reconhecidas oficialmente (Ward et al., 2006).

O género Aspergillus compreende um grupo particular de fungos filamentosos cuja

maioria de seus representantes produz moléculas que catalisam a decomposicdo de
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polissacarideos de plantas e, também, sdo importantes micro-organismos industriais para a
producéo de enzimas em larga-escala (Ward et al., 2006).

Aspergillus niger e Aspergillus oryzae sdo as espécies mais comumente utilizadas
industrialmente para a producdo de produtos farmacéuticos, ingredientes alimentares e
enzimas. Elas ttm um longo histérico a respeito de melhoramento de suas cepas para
otimizar a producdo de enzimas (Hu et al., 2011).

O extrato enzimético proveniente do fungo Aspergillus niger var. awamori, por
exemplo, ja é produzido industrialmente e comercializado como coagulante do leite. (Silva
et al., 2009).

O isolamento e selecdo de novos micro-organismos com potencial para a produgéo
de proteases é necessario e, para isso, sdo realizadas técnicas rapidas e sensiveis para
deteccdo e caracterizacdo de proteases microbianas (Saran et al., 2007).

Dentre as proteases fungicas citam-se aquelas provenientes de Thermoascus
aurantiascus (Merheb et al., 2007), Penicillium oxalycum (Hashem et al., 1999), Mucor
miehei (Ayhan et al., 2001;Preetha & Boopathy 1994; Silveira et al., 2005), Mucor
circinelloides (Sathya et al., 2009), Mucor mucedo (Yegin et al, 2011), Cryptococcus sp.
(Rao et al., 2011) e Coprinus lagopides (Shamtsyan et al., 2013). Penicillium janthinellum,
Rhizopus chinensis, Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Mucor pusillus, Mucor miehei,
Endothia parasitica e Aspergillus oryzae sdo exemplos de fungos ja conhecidos como

produtores de proteases coagulantes (Crabbe, 2004; Campos et al., 2010).

3.4.Producéo de proteases por fermentagdo submersa

Os processos microbianos de producdo de enzimas ocorrem, basicamente, em
cultivos submersos e cultivos em estado solido, sendo os primeiros mais utilizados
industrialmente (Bon et al., 2008)

A natureza da fermentagdo, solida ou submersa, influencia varios aspectos do
crescimento do micro-organismo, assim como a producdo de enzimas (Sumantha et al.,
2006).

Os processos submersos sdo aqueles em que a célula produtora se desenvolve no

seio do meio de cultivo, sob agitacdo. Os pardmetros operacionais tais como pH,
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temperatura, consumo de oxigénio e formacdo de dioxido de carbono sdo medidos e
controlados (Bon et al., 2008).

A fermentagdo submersa também é definida como a fermentacdo conduzida na
presenca de excesso de agua. A facilidade da producdo de enzimas nesse processo ocorre
devido ao melhor monitoramento das condicdes estabelecidas e manuseio (Singhania et al.,
2010).

Aproximadamente 90% da producédo industrial da maioria das enzimas utiliza o
método de fermentacdo submersa (SmF), cujo substrato é solubilizado ou permanece em
suspensdo em meio aquoso (Pandey et al., 2000; Sumantha et al., 2006; Belmessikh et al.,
2013)

A utilizacdo de diferentes substratos na fermentacéo submersa resulta em atividades
proteoliticas variadas. Enquanto simples substratos, como a caseina e a gelatina rendem
poucas unidades de enzimas, substratos mais complexos como o farelo soja e farelo de trigo
resultam em atividades proteoliticas altas. A suplementacdo com um meio rico em
nitrogénio e glicose também aumenta a producdo de proteases (Sumantha et al., 2006).

O cultivo liquido de fungos possui vantagens como a facil separacdo de
biocompostos de interesse comercial como a biomassa e exopolissacarideos (Campos et al.,
2010).

3.5.Utilizacdo de residuos na fermentacao

Diversos subprodutos agroindustriais tém sido usados como substratos para a
producdo de enzimas, devido a disponibilidade local e por apresentarem uma fonte
alternativa de baixo valor comercial (Silva et al., 2009).

A indlstria alimenticia, especialmente a industria de sucos, gera uma enorme
quantidade de residuos provenientes do processamento das frutas, obtendo-se ao final do
processo quantidades apreciaveis de casca, albedo e sementes que, quando descartados
inadequadamente, acarretam graves consequéncias ambientais devido a elevada carga
organica (Menezes et al., 2006).

E cada vez maior o interesse na producdo de compostos bioquimicos a partir de

matérias-primas alternativas renovaveis e de residuos organicos. Nestes processos, as
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enzimas comerciais sdo frequentemente utilizadas para promover a bioconversdo de
substratos em produtos (Wang et al., 2008).

Grande quantidade de residuos agricolas e de alimentos processados ou subprodutos
sdo produzidos anualmente em todo o mundo. Estes subprodutos sdo utilizados,
principalmente, como alimento para animais ou eliminados em aterros. Do ponto de vista
econdmico e ambiental, a reciclagem desses residuos é essencial (Wahab et al., 2009).

Uma alternativa para a minimizagdo do problema consiste no aproveitamento desses
residuos em processos fermentativos, uma vez que podem ser usados como substrato solido
e meio para o desenvolvimento de micro-organismos, pois a matéria organica que o
constitui é utilizada como fonte de energia para o crescimento e carbono para sintese da
biomassa celular e outros produtos do metabolismo microbiano (Menezes et al., 2006).

Os residuos podem conter muitas substancias de alto valor.
Se for empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser convertido em produtos
comerciais ou matérias-primas para processos secundarios. A implementacdo na
transformacdo de residuos industriais em produtos de valor agregado pode ser através da
conversdo de residuos em ingredientes para a industria de sucos e panificacdo,
bioconversédo dos residuos por fermentacdo em estado sélido e, também, submersa ou como

bioadsorventes em tratamentos de residuos (Pelizer et al,. 2007).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Micro-organismos

Seis linhagens de Aspergillus flavo furcatis (Batista & Maia, 1955) (DPUA 1461,
DPUA 1493, DPUA 1539, DPUA 1608, DPUA 1622 e DPUA 1623), cedidos pela Colecéo
de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas — UFAM foram avaliadas para

selecionar uma produtora de protease coagulante.

4.2. Reativacao de Aspergillus flavo furcatis
Para obtencdo de subcultivos viaveis, fragmentos das seis culturas foram
transferidos, separadamente, para Caldo Glicosado 2% (p/v) (Lacaz et al,. 2002). Os

cultivos estacionarios foram mantidos a 25 °C durante sete dias. Para obtencdo da cultura
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estoque, apOs o crescimento, as culturas foram semeadas na superficie de agar CYA
[Czapek e extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placas de Petri, e incubadas a 25 °C durante
7 (sete) dias (Klich & Pitt, 1988).

4.3. Obtencao de linhagens em meio solido
Para reduzir as variagdes ao nivel morfo-fisiologico, as linhagens de Aspergillus
flavo furcatis foram submetidas a cultivo monospérico de acordo com a metodologia

descrita por Teixeira et al. (2011).

4.3.1. Preparo das culturas monosporicas
Os cultivos monosporicos foram preparados em agar agua 1,8% (p/v) e, apos
esterilizacdo a 121 °C, durante 15 minutos, o meio foi distribuido em placas de Petri (90
mm X 120 mm). Apos solidificacdo do meio, no verso da placa foi delimitada uma area na
forma da letra “E” para inoculagdo dos esporos (Figura 3).
De cada cultura de A. flavo furcatis foi preparada uma )
suspensdo de esporos em agua destilada esterilizada para e v\
determinar a densidade, sob microscépio éptico, de trés |"" R - "
esporos em 10 pL. Desta suspensdo, o volume de 10 L foi . _
semeado na placa de agar agua. As culturas foram mantidas N R 4
a 25 °C. Apds germinacdo, o esporo foi transferido para |

CYA obtendo-se, assim, o cultivo monosporico. . .
Figura 3. Demonstracdo do verso da placa

de Petri com a delimitacdo da &rea de
inoculacdo dos esporos.

4.4. Autenticacao de A. flavo furcatis

Para autenticacdo das linhagens de Aspergillus flavo furcatis foi realizada a analise
das caracteristicas morfologicas macro e microscopica segundo Raper & Fennel (1977) e
Klich & Pitt (1988). Para observacdo das caracteristicas macromorfoldgicas foram
preparadas macrocolénias em agar CYA [Czapec+Extrato de levedura 0,5 % (p/v)], agar

Extrato de Malte (MEA) e agar Czapek (CZ), em placas de Petri. O inoculo foi semeado em
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trés pontos equidistantes na superficie de cada meio de cultura, utilizando alga de niquel
cromo com a extremidade na forma de agulha. Os cultivos foram mantidos a 25 °C, durante
sete dias.

Para observacao das microestruturas caracteristicas da espécie foi preparado cultivo
em laminula. Os fragmentos da cultura de cada linhagem de A. flavo furcatis foi semeado
em agar CYA, em polos opostos, na plada de Petri e em cada indculo foi superposta uma
laminula. Os cultivos foram incubados a 25 °C, por sete dias. Ao término do crescimento
nos cultivos em laminula, as estruturas de A. flavo furcatis foram submetidas a acdo de um
fixador (alcool 95%) e coradas com azul de lactofenol para observacdo sob microscopio

Optico (Ramakrishnan & Sulochana, 2012).

4.5. Teste de aflatoxina em meio solido

Para verificacdo da producdo de aflatoxinas, as linhagens de A. flavo furcatis foram
cultivadas em &gar extrato de levedura e sacarose (YES), em placa de Petri. Na superficie
do &gar YES, centralmente, foram semeados os esporos. Apds sete dias de crescimento, a
25 °C, foi observada a alteracdo da cor do reverso da col6nia. Para confirmar a producéo de
micotoxinas, em cada cultivo, mantendo-se a placa de Petri invertida, foi adicionado, na
tampa da placa, 0,2 mL de uma solu¢do de amdnio 25% (v/v). O resultado positivo foi
observado pela intensificacdo da coloracdo rosa no reverso da colonia (Saito & Machida,
1999; Teixeira et al., 2011).

4.6. Fermentacao submersa: producéo das proteases coagulantes
A producéo das enzimas foi realizada por fermentagdo submersa utilizando meio de
cultura provenientes da Casca de Cupuacu (CC) ou Residuo de Acai (RA] suplementados

com Farelo de Arroz (FA) na proporgéo 1:1.

4.6.1. Preparo dos extratos CC+FA e RA+FA [1:1]
Apds lavagem em agua corrente, 100g de cada residuo foram misturados com 100g
de farelo de arroz, em béquer de 3000 mL contendo &gua de torneira (1000 mL) para

coccdo em autoclave a 121°C durante 15 minutos. O extrato de cada mistura de residuo foi
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separado por filtracdo em tecido com algodéo hidrofilo. O volume de extrato recuperado foi
completado para 1000 mL com &gua destilada (Figura 4).

CASCA DE CUPUAGU RESIDUO DE ACAI
100 g 100 g

LAVAGEM PARA RETIRADA
DE IMPUREZAS

( ~

ADICAO DE FARELO DE
ARROZ 100 g

\

4 N
ADICAO DE AGUA
1000 mL
\ J
4 ~ N
COCGCAO EM AUTOCLAVE
121 °C, 15 MINUTOS
\ J
FILTRACAO

EXTRATO RECUPERADO COMPLETO COM AGUA
DESTILADA ATE VOLUME DE 1000 mL

FORMULACAO DOS MEIOS
PARA FERMENTACAO

Figura 4. Fluxograma de preparagdo dos meios concentrados de CCFA e RAFA [1:1].
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4.6.1.1. Formulacéo dos meios de fermentacgdo

Na formulagdo dos meios para crescimento dos A. flavo furcatis foram utilizadas
diferentes concentracdes de cada extrato de CC+FA e RA+FA [10% e 20% (v/v)] com (CS)
ou sem suplementacdo (SS) de extrato de levedura 0,1% (p/v) e gelatina 0,5% (p/v),
totalizando oito experimentos com cada uma das seis linhagens. Como meio padrdo foi
utilizada solucdo mineral recomendada por Teixeira et al., (2012). O pH de cada meio foi

aferido para 4,0, com solucéo de HCI 1M (Figura 5):

[ EXTRATO DE CCFA [1:1] } [ EXTRATO DE RAFA [1:1] }
[ CC+FA 10% } [ CC+FA 20% } [ RA+FA 10% } [ RA+FA 20% }
4
CC+FA CC+FA CC+FA CC+FA RA+FA RA+FA RA+FA RA+FA
10% CS 10% SS 20% CS 20% SS 10% CS 10% SS 20% CS 20% SS
-

p
AJUSTE pH na faixa de 4,0

P
~ J DISTRIBUICAO EM
< ERLENMEYERS
4 N ~
AUTOCLAVE
121 °C, 15 MINUTOS
\ J

Figura 5. Fluxograma da formulacdo dos meios de fermentacdo submersa a partir dos extratos
concentrados de CC+FA e RA+FA [1:1]
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4.7. Preparo do inoculo e condicdes de cultura

A fermentacédo foi conduzida em 50 mL de meio esterilizado a 121° C durante 15
minutos, em frasco Erlenmeyer de 125 mL. Ap0s resfriamento do meio, cada frasco foi
inoculado com uma suspensdo de esporos (10° esporos/mL de meio) e mantido a 30 °C, 180
rpm. Apos 72 horas a biomassa foi separada do extrato bruto por filtracdo a vacuo em papel
de filtro Whatman n® 1.

4.8. Determinacéo da atividade de proteases

A atividade proteolitica foi determinada segundo Leighton et al. (1973). Em cada
tubo do tipo Falcon foram adicionados150 pL do extrato enzimatico e 250 pL de solugdo de
azocaseina a 1% (p/v) dissolvida em tampéo Tris-HCI 0,2 M, pH 7,2. Ap6s 60 minutos de
incubacdo a 25° C, no escuro. A reagdo foi interrompida com 1200 pL de éacido
tricloroacético 10% (p/v). O residuo remanescente foi removido por centrifugacao (8000
rpm) por 15 minutos, a 4 °C. Do sobrenadante foram retirados 800 pL e transferidos para
1400 pL de hidroxido de soédio 1M. As leituras foram realizadas a 440 nm. Uma unidade de
atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um
aumento na absorbancia de 0,1 unidade em uma hora. Todas as amostras foram preparadas

em triplicata.

4.9. Determinacéo da atividade coagulante do leite

A atividade coagulante foi determinada segundo metodologia descrita por Merheb
(2007), utilizando como substrato leite em pd desnatado 10% em CaCl, 0,05M.
Previamente, 5 mL da solucgéo de leite foi incubada a 50° C durante 15 minutos. O extrato
enzimético (0,5 mL) foi adicionado ao leite e o tempo de coagulacdo foi medido com um
cronbmetro. Uma unidade de atividade coagulante foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para coagular 1mL do substrato em 40 minutos a 50°C. Todas as analises
dos extratos serdo realizadas em triplicata. A unidade de atividade de coagulagéo (U) sera
definida como a quantidade de enzima que coagula 1mL de leite em 1 minuto a 50 °C

(equacdo I) e a razdo coagulante (R) sera determinada segunda a Equacao 11:
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~ 2400x QS Equacdo | AtividadeCoagulante(U)

= R=——— Equacéo 11
QEXTC AtividadeProteasq U/mL)

U

Onde:

2400= Tempo total de espera da atividade coagulante, em segundos
QS= Quantidade de substrato utilizado, mL

QE= Quantidade do extrato enzimatico adicionado, em mL

TC= Tempo de coagulacdo da amostra, em segundos

Para selecionar uma linhagem para caracterizacdo das enzimas foi considerado os
seguintes critérios: formacgdo de codgulo compacto e separacdo do soro no tubo de ensaio.
As amostras foram agrupadas em quatro classes de acordo com suas propriedades de
coagulacdo: leite de coagulacdo forte (codgulo distinto e soro abundante); leite de
coagulacao fraca (formacdo coagulo sem separacao nitida do soro) e leite sem coagulacédo

(coagulo e soro ausente).

4.10.Caracterizacdo enzimatica
4.10.1. Determinacao do efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade das
proteases

O extrato que apresentar a maior atividade coagulante sera utilizado para a
determinacdo do efeito da temperatura e do pH na atividade e estabilidade das proteases

coagulantes, de acordo com a metodologia de Merheb (2007).

4.10.1.1. Determinacao do efeito da temperatura e pH na atividade das proteases

A temperatura 6tima das enzimas sera avaliada em diferentes faixas (25 °C a 80 °C),
em tampdo Tris-HCI 0,2M, pH 7,2. Ja4 o pH 6timo sera determinado a 25C nas faixa de 3,0
a 10,0, utilizando-se solucao tampéo citrato 0,1 M (pH 3, 4, 5 e 6), tampéo fosfato 0,1 M
(pH 7-8) e tampéo carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9-10). A determinacdo da atividade

sera realizada utilizando-se como substrato azocaseina 1% (p/v), nas condicGes citadas no
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item 4.8. Todos os sistemas de reacdo e o0 branco serdo incubados por uma hora e em
seguida sera determinada a atividade proteolitica. Todos 0s experimentos serdo realizados

em triplicata.

4.10.1.2. Determinacao do efeito da temperatura e do pH na estabilidade das proteases

Para testar a estabilidade térmica, o extrato bruto sera incubado em tampao com pH
de atividade 6tima previamente determinada no item 4.11.1. As temperaturas variardo de
25 °C a 80 °C com o tempo de incubacdo das amostras de 0 a 120 minutos, em intervalos
de 30 minutos. A estabilidade ao pH serd medida em tampao citrato 0,1 M (pH 4,0 5,0 e
6,0), tampéo fosfato 0,1 M (7 e 8) e tampdo carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9 e 10), sem
substrato (azocaseina). Todas as amostras serdo incubadas na temperatura Otima de
atividade proteolitica determinada no item 4.11.1. O tempo de incubacdo das amostras sera
de 0 a 120 minutos, com analise de atividade proteolitica em intervalos de 30 minutos. A
atividade sera determinada nas condi¢des citadas no item 4.8. Todos 0s experimentos serdo

realizados em triplicata.

4.11. Anélise estatistica dos dados

Em todos os experimentos os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), utilizando o programa
Minitab versdo16.0.
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Summary Six strains of Aspergillus flavo furcatis were screened to investigate milk-clotting enzyme production by
fermentation in natural liquid medium. The growth media comprised extracts of cupuagu exocarp+rice
bran [10% or 20% (v/v) CE+RB] and acai waste+rice bran [10% or 20% (v/v) AW+RB] with or without
supplementation of 0.1% (w/v) yeast extract and 0.5% (w/v) gelatin. Significant values of milk-clotting
activity were determined by A. flavo furcatis DPUA 1461 and DPUA 1608, in the standard and natural
media, respectively. According to criteria of clot and whey formations, 8.3% of the samples tested were
classified as strong coagulation, 41.70% showed weak coagulation and in 50% was not observed milk
coagulation. The enzyme optimal action of DPUA 1608, the selected strain, was at 40 °C and pH 7.0.

Milk-clotting proteases were inhibited by pepstatin (94.72%) and moderately inhibited by the others

metal ions tested.

Keywords

Introduction

Theued deeasingaat in prepared foodsfa inperting tegte tedure
and nutritiond qudities arevelaissd. Honea, thee are aurrantly eéhicd
ananstha rde neggtivey the ansunption o anind rend. Alsg, the
satege o rend hes incessd the interedt in milk-ddting eares to
repace thet edraded franthe darech d cAves Many dudies shawvthet
ayres fram plants and micoaganisTs are dresdy usal as aegUlants
(Eytoe d., 207, Amed e d., 009, Heehimet dl., 01t Gardanoicet d.,
DB Titaet d., 8.

CGeglant prdesss ae gnthedsad by plats animdls and miao
agmists Honee, madid sorces ae prfarad due to ther wide
dvarsty biodharicd and susatibility to genetic menipulation. In additian,
maoaganisTshaeabdte acgtanceby pagpdevhoeesting hebitsand
rdigasshdidsaeagng theued egnesfrananind aign (Snd-hya
dd., 005 Mehdy-Dini et d., 00).

Arogmiadad souras enzyes praduced by fung havemeny achentages
becauethey arenamely GRAS(Genardly Reprded as e and ther edra:
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dlua azyres ae exsly remadl in femataion proes (Sndhya d d.,
209. Mik-ddting exzymes fran Rizomuar miehg, Rizomuar pusiug
Agagliusayzeand Ehdathiaperadtiaaredresdy ussl ameddly (Sien
ad., 2009

Agaglius flaw furcdis drans ae eregng sres d aynes to
indugtrid gppliction (Taxera e d., 0B). Acxrding to the morphdagica
deradaidics an CpK's dutian ar, its adanies oreading repidly,
ataningadiamge d 60-70amin D-Pdaysd ramtenpadure(4-5
°0), dark divebuff thraugh broanish dive when yaung, becaring sgaiato
nmumy broan (Reper & Fenndll, B77).

Shagd femantatian (SrH) e beusad asamethad topraduceilk-
ddting pratessss fran miao-aganiaTs In this prazss diffrent types o
subdraesareusad induding agoindudtrid westewith supplementation o
cabm and nitragen surcss thet ean pramte diverse praedtic adivities
Mxeoa, in abmegd famentatian, the andtions are mitared with
gete auracy when anpered toddid datefarmantation (Simenthae d.,
206, Bnet ., 008 Sngreniaet d., 00).

Theamd this sudy wes to invetigete the pradudian o milk-ddting
praesss by Agpaglius flao furcis drans usng edrads d aupuagu
exaap.
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(Thedorama dandiflaum Willd B«-Sreng Shum) and aai weste (ELterpe
deasg) bath mixed with ricebran (Qyzasttive), et aprarisng grain
and deradaiseitsmilk-ddting praesses asarding tothe et of pHand
tarpaaure ativityand gebilityand theefiet of soveinhibitas

Materials and methods
Micro-organisms

X Apaglius flao furcetis strans (DRUA 1461 DRUA 493 DRUA B3,
DRUA 108, DRUA B2 and DRUA B3 ditainad fram Gulture Cdledtion
DRUA d the Fedard Univasty 0 Amezanes UFAM ware Hated. Thee
drans wee Heated fa honng dgifiat arounts o milk-dating
prdessss and bang nonpraduce's  myatodns among ten drans
preiady repated (Téxara 0. Todatan therrain adture fragmantsd
thedranswaeinaulated an CYA agar surface[03%6 (W) Czgpek +05%
(W V) yeet edrad] in plates Theadtureswareinaubeted a 5°Cfar 7 days
(Klich &Aitt, B83).

Fermentation media and culture conditions

The pradudion o milk-ddting emes wes mede by sbmeg
fermentatian. Twormein edrads usng apuequ exaap (CB) and @ vwede
(AW) warenede Theedradswarepreparad by weshingtheravneeid in
wetg then mixing 0 gdf each resduewith DO g d ricebran (RB) in 1000
L d water and coked in atadaea 21°Cfar Brvin. Thereddued eech
edrad wes sparated by filtration in hydrgphdiic attan, and theresared
vdumevesaarplead until D00 withditilled weter.

The mein exdrads dataned were usadl @s besis to the fanuldion o
fermantation media Dffrent anaantrations[ %0 and 2% (V)] d CEHB
ad

AWNHB rein edradsware usd, with a withaut supplementation o 026
(Wv) yeest edrad and 08%6 (W) gddtin. Eght femantaion medlawae
diataned (Teble 3, and amingd dutian recomended by Texara e d.
(D) wesusd esgandard medium ThepH o eech mediumves mesaured
to40with IMHQ sdution.

Thefamantatian wes pafamad in Z5 i Blennee flasdks antaining
D d deiliss meium (PL°Cfa Brin). After aading eech flask wes
inawiates usngagporesdution (U -2 gpores) andinaubeted & D°G an
raaaysheker (NoaTémica nodd 72, Aradcebs, SoPaa Braal) a B0
rpm during 72 h The hiaess wes soarated fram the qude edradt by
veauumfiltratian an Whetrren number 1pepe filte.

Proteolytic activity assay

The praedytic adivity wes ddenined aording Lagtan € d. (B73.
Praesse adivity wes detearingd in the aude edrads usng 10% (W)
azoasn in 02m TrisHA bufier, pH 7. Qneunit o praedyticezmeves
ddinad astheanunt d egynethat praducssa0linoessed absorbence
inlha 440nm All snpleswarepreparad intriplicte

Milk-clotting protease assay

Mik-dating aivity wes deternined acording to Marheb-Dini ¢ dl. (D)
using %o (W) skinmee nrilk ponder (Mdiay Netlé Aracatubos, SoPalg
Bragl) in 006 M G, as subdrate Bidly, 5l d milk dution wae
didributed in test tubesand preinabeted in weter beth (Gant, nodd 79,
Cantridge LK) & 50 °Cfa Bmin. Theegyeedrad (05m) wesadded
tothe milk and counting time darted. Aa famretion wes dosnved while
menudlyraaingthetes tube Thetimeat whichthefirg

Table 1 Submerged fermentation media using cupuacu exocarp or acai waste extracts with or without supplementation and the standard

medium formulation

Extract Medium Medium composition

CE+RB [1:1] (w/w) 10% CE+RB
10% CE+RB S
20% CE+RB
20% CE+RB S
10% AW+RB
10% AW+RB S
20% AW+RB
20% AW+RB S

AW+RB [1:1] (W/w)

Standard Mineral solution (g L'l)

100 mL of CE+RB extract + 900 mL of distilled water
100 mL of CE+RB extract + 900 mL of distilled water + 0.1% (w/v) yeast extract + 0.5% (w/v) gelatin
200 mL of CE+RB extract + 800 mL of distilled water
200 mL of CE+RB extract + 800 mL of distilled water + 0.1% (w/v) yeast extract + 0.5% (w/v) gelatin
100 mL of AW+RB extract + 900 mL of distilled water
100 mL of AW+RB extract + 900 mL of distilled water + 0.1% (w/v) yeast extract + 0.5% (w/v) gelatin
200 mL of AW+RB extract + 800 mL of distilled water
200 mL of AW+RB extract + 800 mL of distilled water + 0.1% (w/v) yeast extract + 0.5% (w/v) gelatin

KH2 PO4 (2.0); (NH4)SO4 (1.0); MgS0O4.7H20 (0.1); NagHPO4.7H20 (0.9); Yeast extract (1.0), gelatin (5.0)

CE+RB = cupuagu exocarp and rice bran; AW+RB = acai waste and rice bran; S = medium with supplementation of 0.1% (w/v) yeast extract and 0.5%

(wiv) gelatin.
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patideswaefamedwesnmesared. Al snpleswaepreparad intriplicte

Anunit o milk-datingadtivity (U) wesdefined astheamount o ezyme
reuired to ceglate 1l o sudtratein 40 min & 9 °C Milk-ddting
adivity (U) (@n 3 and therdtio (R (en 2 were cladated wsing the
fdloningeuetions

Mik - dattingadtivity
Rrdedyticadivty

R=

where20isthetdd timed milk-dating adivity (9, Sistherrilk vdume
(D), Eistheenzymevdune(iml) and Tisthetimed ddtingfametian (3.
Todeat adran and deradgieitsarymes thesmpleswaegaipal
into three dasses aording to thefarmretion of aarpext rilk dat and rlk
whey spardtion in thettest tube grang milk coegulation (digind dat and
abundant whe), week nrilk aeglation (dat farmetion withaut dear
spaaion d thewhey)) and milk without acegulation (da and whey absant).

Effect of pH and temperature on milk-clotting enzyme
activity and stability
To assy qtinum pH, milk-ddting adivity wes ddemined & 5 °C &
dffrent pHvauesusngthefdloning 0IMbuffe dutions dtrate(4.0, 50
and 60), phaphete(7.0 and 80) and carbanete-hicarbonate(90 and DO).
Qutimum terpaaure wes deter-mined by inaubeting the aude edrad &
dffrat tevpaauresrangng fran 5to 80 °Cand asying theadivity &
thepH daemined ssqatinum

Far pHg4lity, theaudeedrad wesdigparsad (10 inthefdloning 0.1M
bufr dutions dtrate (40, 50 and 6.0), phogohete (70 and 80) and
arboae-bicarboeate (90 and DO) and meintained & 5°Cfa 24h. In
therdl gahlity, theedrad wesinaubeted & diffrant texparauresrangng
fran5t080 °Cfa 1h Simmed milk poader (D%owW\) in 006M Gy,
pH 60, wes usd as subdrate Al sarples ware prepared in triplicate
Resdud milk-ddtting adivities were detamvined acording to the aptinel
andtinsd pHand terpaaure(Merheo-Dini e d., 00).

Effect of protease inhibitors and metal ions on milk-
clotting activity

Thedffat o inhibitasand et iansan egyreadtivity wesinvetigeted by
usng0mMd phenyl-

© 2014 Institute of Food Science and Technology
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methylsufay fluaide (AVIS), ehyenedaringeraactic aid (EDTA),
pepdtatin A iadeecdticadd, G0, G, MhSD, Ned and ZnSD), Snples
ware inaubeted & 37 °Cfar 60 min and reddud ezyre adivities were
deernined and anpered with theamtrd which wesinaubeted withaut the
inhikitars and et ians and aarrespands to D% o adivity. All snples
waeprgaraintriplicte

Statistical analysis

Indl eqeimants thedatanaresjeted todesriptivedatidica andydsd
\eriance and the amrages were aoparad by Tukey tet (P <009 wsng
Miniteb prayyam varsian B0 (Mniiteb, 200).

Results and discussion

Protease production by submerged fermentation

Inthisinvestigetion, dl sransd Agparglius flavo furcatis snthes sl and
exadeal ceglant praessssin sandard medium Thevdues of aoeglant
raio ware sgnificat fa Agpaglius flao furctis DRUA 461 (16D U)
(Teble 9. The aegulant ratio (R demondrates the paentid camrerdd
qitahlity d theseilk-ddting eaymesin dhessemenufaduring (Heshem
D9, Barcse d., 01 MahdaDini & d., D). Thedare thegpadfidty o
deaeg in qopastion to edendve praiedyss ddines a good aegulant
(Yne d., 01).

Femantation aonditians in gendard medium (Teble 2) shoned thet the
sond largest milk-ddting adivitieswereddeted in edrads o Agpaglius
flaofurctisDRUA ¥Band Apeagliusflaofuratis

Table 2 Milk-clotting activity (U) and coagulant ratio of Aspergillus
flavo furcatis strains cultivated in mineral solution (Standard)

Strains Milk-clotting activity (U) Coagulant ratio
Aspergillus flavo furcatis 116.19_3.30% 2.86 _0.35°
DPUA 1461
b b
Aspergillus flavo furcatis 68.61_1.96 1.81 _0.05
DPUA 1493
d
Aspergillus flavo furcatis 30.04_ 0.38° 1.03 _0.04
DPUA 1539
d b
Aspergillus flavo furcatis 36.36_0 2.03 _0.05
DPUA 1608
b,
Aspergillus flavo furcatis 53.35_ 1.19° 1.61_0.10 ¢
DPUA 1622
f d
Aspergillus flavo furcatis 19.05_0 1.26 _ 0.02%

DPUA 1623

Means followed by the same letters did not differ from one another by the
Tukey test (P < 0.05)/(_) = SD/DPUA = Code of Culture Collection from
Federal University of Amazonas.
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Table 3 Milk-clotting activity (U) and coagulant ratio of Aspergillus flavo furcatis strains cultivated in CE+RB or AW+RB supplemented with

0.1% (w/v) yeast extract and 0.5% (w/v) gelatin

Coagulant Coagulant Coagulant 20% AW+RB  Coagulant

Strains 10% CE+RB (U) ratio 20% CE+RB (U) ratio 10% AW+RB (U)  ratio [(9)] ratio

c c a a d a c b,c
DPUA 1461 8.79_0.27 0.49 _0.04 54.65_1.18 5.91 _0.26 20.34 _0.34 3.85 _0.22 36.95 _0.42 4.05_0.10

a a C D C a,n,c a D,c
DPUA 1493  25.22_ 5.50[] 1.57 _ 0.30D 18.89 _3.99 465 _1.11 40.0 _1.33 3.44 _0.15 62.73 _ 1.23'J 4.0_0.25

C c C

DPUA 1539 19.84_0.23 0.89 _ 0.01D 15.35 _ 1.76D 2.59 70.410 Nd Nd b 27.59 _ 0.27D 3.6270.38D
DPUA 1608 11.54_0.05°  0.69_0.01"° 39.87 _0.66 3.80 _0.11b‘c 70.96 74.192 3.60 0.24: 53.66 _0.84 4A35_o.4ob‘°
DPUA 1622 Nd Nd 18.18 _ 0.27° 3.54 _0.13 ¢ 45.93 _1.75 3.30 _0.13 ' 37.37 _ 0.29° 4.80_0.24

b b b, b
DPUA 1623 17.65_0.13 0.78 _0.03 17.32 _ 0.58C 3.56 _0.19 © 48.56 _3.63 3.06 _ 032c 11.02 _ 0.05° 8.70_ 0A49a

Means followed by the same letters did not differ from one another by the Tukey test (P < 0.05)/(_) = SD/DPUA = Code of Culture Collection from Federal
University of Amazonas/CE+RB = cupuagu exocarp and rice bran; AW+RB = agai waste and rice bran.

DRUA B2 In Agaglius flaw furcttis DRUA 108, Agparglius flawo
furcatis DRUA B and Agpagliusflanfurctis DRUA B3 theprdedytic
adivities wae long 68704 744% ad 860%, repativdy, when
anpared tothehighest adivity.

Thexreaslts arein agreavat with those desaribed by Cadcati  d.
(204), Heehem (200), Sentsen e d. (DB and Yagn & d. (DD whae
nilk-da-ting pratesses ware praducd by Nocardigas 9, Ranidllium
odicum sare besdiamyees and Muar mucg respedively, usng as
femantation mediumanined sdution.

Advasty d agiaiturd by-praduds such as bran, exacarp, seds and
ahas ae usd as sbdrae fa granth and pradudian o biooampaunds
epaidly praedyticanzymes Tae3shonstheefat o diffa-

‘ @ ” (®) J

Figure 1 Classification of the samples according to clot and whey
formation: (a) Strong milk coagulation, (b) Weak milk coagulation
(c) Milk without coagulation.

International Journal of Food Science and Technology 2014

at anantraians o edrats dxained by the mixture d aupuagu exaarp
and rice bren ((BHRB) a a wede and rice bran (AWARB) as adture
medum far the pradudion d edraddiuar milk-dating praessss by
Agagliusflao furctisgrans Thehighet vluesd milk-dating adivity
weredosnved anlyin themediasuppleTented with geletin and yeedt edradt:
DRUA B2in 1% ANVHRB (4598 U), DRUA B3in T ANHRB (485 U),
DRUA B08in 209 AWVHRE(5366 U), DRUA 161in 0% CEHRB (3466 U),
DRUA ¥93in % AWAHRB (6273 U) and DRUA 08 in 1% AWHRB
(%Y.

Milk-ddting adivity wes faund in dl aude edrads d CEHRB ad
AWNRBwith supdlerantaion. Hovee, in % CEHRB and D% ANVHRB
edrads with suppleventation, the praedytic adivity wes na detedted in
DRUA B3 and DRUA B2, repativdy. Sime dudies showthet pratesse
pradudian by meny maoaganias \aies agarding to the adture
madum usl and the reglatay s exated by carbon and nitragen
suras ssvdl asthefungd dran and ahe fada's (Brasskma & Rurt,
2008 Harzeh e &, 2009).

Qilytwodransgoan in theedradswithaut Spplementatian praduced
nilk-datting ezymes DRUA 461(503U) and DRUA 9B (T7.4 U), bath
adtiveted in 200 AMRR Theeerealtsindicte theantditutiveneture d
thee eynes The ue d difffat bdraes amly dfads the
pradudion o pratesse Casgin and geltin an prantelovleds o exzyme
adivity while nore anplex subdrates uch as soya been med and whest
incessethe pratedyticadivity (Simenthae dl., 2006; Yagnd d., 00). The
reddues an be sdrates o arbm and nitragn souress \vitarrins and
nmingdswhich dimuaethegranth o maoaganistsand ean doat &
afadasd smeazymes(AvesNdg 20D).

The gdtidicd andlyss reeded thet the anmplex media coposed by
exaap and s d Avezonic fruts edrads praducd highe leds o
madid cegulants when carpered to the values determrined in mingd
utian (Sandard).
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Figure 2 Effect of pH (a) and temperature

Milk-clotting enzymes by Aspergillus M. F. S. Teixeiraetal. 5

1007 (b)

(b) on milk-clotting activity of A. flavo 3 4
furcatis DPUA 1608 crude extract.

In this ressarch, dl the faty-e@dt milk saples teted in the ddting
praxswaredassfied fdlaaing theddined aiteia Thus Srangaegdaion
wesfaund in 846 d thesarples (Rg 1), 4170% (Hg b) ehibited week
aegdianandin % d thesarples noccegulaian vwesdosanved (Fig ).

Beserd anly an the vdues o mrilk-ddting adtivity and aonpering them
with da fametion, wes nd passible ededish a corperative rdation. The
ratiodf pratedyticand milk-dating divitiesand thedassifiction o theda
vaethemain paraveesusd tosdat adran. Thedae thesdeted gran
fa egmedaadaistion wes Appagliusflaofurctis DRUA BB gon
in 2% C&+RB with supplemantatian, which eqoresssd Srang aoeguldion
and shoned high cegulation retio(38) (Table3.

It is knoan thet enayretic preperations usal far milk-dating edibit
praedyticadian, and theimpartant thingistouseapregaratinwith drang
nilk-ddting adivity and edrardy lovpraedytic adivity (ceguat ratio
(MehebDini e d., 200).

Thaeaerguatsthet thefatasthet influscean milk cegudion ae
pH, cdum antets phaphaus and terpaaure The long pH and
inoessl tarparaure heps to reduce dating time and inareesed leds o
addumpraraeabete reatian (Hurley d d., 299, Saked-Ur-Rebhmen e
d., 099, Rary, 204, Hdll en, 2008). Moreowe, the pratedyticangymes usd
asaegUlants sudh ssthemadid anes mey havepadficadian in Fhegs—
e ps annetion, but dotheadfidty d thesemmay beabsant o theadion
enaxr inahe paatidebond (Mssr, B3 Rary, 004).

Enzyme characterisation of Aspergillus flavo furcatis
DPUA 1608

Patid darateistion d Ageaglius flao furctis DRUA B8 apynesis
shoan in Ags 2ab, 3and 4 The egyimes shonad adivity & &l pH values
preiadyetadished; hone, gatimd adivitywes

© 2014 Institute of Food Science and Technology
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Figure 3 Effect of pH on stability of A. flavo furcatis DPUA 1608
milk-clotting enzymes.
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Figure 4 Effect of temperature (°C) on stability of A. flavo furcatis
DPUA 1608 milk-clotting enzymes.

desrval & pH 70 (Fg 2). Thee dda diffy fram thoe repated for
aegulant praessesfranAgpagliusnige thet shoned qatind adivity at pH
45(Ticdad d., 00) readts
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Thearyreativity  DRUA B08 edrad wes ddenined in therangss
fran 5 to 80 °C (Ag 2). Unde theee anditians the ezymes shoned
qutinel adivity & 40 °G with aderessed itsadtivity fran0 °C Theedeta
aein agearat with those reparted far aoegllant pratesses fram Badllus
aitiliswhich shoned qatindl adivity et 00and 45°C(Sieh e d., 009) and
Muax mucioat 40°C(Yagne d., 0.

Thedffat o pH an the gahlity d Asparglius flao furcatis egresis
donninkg 3

Bpyneswaeatived dl pH rangs eduated. Mik-ddting pratesses
gahility wes meintained betwen pH 40 and 60 reianing 76-89% d its
adivities Fram this pH rangg the egye adtivity wes reduced with fagt
daressing frampH 80. Thethad gability f thesemilk-ddtting ezymes
(Fg 4) wes meintained betwean 40 and 60 °C edibiting 709- 22846 o
rdative adivity. In terpaaures highe' then 60 °C the adivity derresssd
until 8% Mswenda e d. (00) repated, in the gudy with Agpeaglius
ayzee MTCAC 5341 ilk-ddting pratesses Satlity in thepH range 50-80.
Raltsrepated by Meheo-Dini & d. (D), in astudy usng milk-dd-ting
arymes d Themoruar indiccesauddicee N3|L shonad pH Sability
betven 50 and 60 and therd gatility until 45°C eiliting 60-70%6 o
adivitydter Ihdf inabetionat )°C

Theerymesd Agpargliusflaofurcisreaned gpprodnetdy 6648%6,
7695% and 8876 in BEDTA AVIS- ad icdcecdic add, respedively.
Hones, theaudeedrad hed ngjar influenaein thepresneed pepdtatin,
ausing A 726 d inhikition. Therdare it is ugpeted thepresnce df aad
praessssin theedrad. It isknoan thet theagpaticpraessssarecamnly
us in dheseindudry as rlk aoegulant (Merheo-Dini @ dl., 00, Yegn e
d., 20m.

Unde theandtianserployed, themilk-dating adivitieswereinhibited
in 4283, 47.3%, 293, R0%and 2FBohy 2", aF, Cff, Ne and
M, respettively. Gorkiro & Mertins (2009) reparted in their sudy, with
dffret med ians thet thedadlisstion of someazymes e beinduced by
bivelat ias as G Mh, Zn and Mg Thee ians when usd in low
anatrdions @n faaur the tetiary protén grudure praxding the
famdion d aasad bandsthet dlontothepraenanga dality.

Conclusions

Thedransd Agpagliusflao furctis praduced mrilk-ddting exzymesin
themediamedefranedradsd apuaqu exaarp and ac westebath mixed
withricelranwith supplemantation o yeedt edract and gatin.

International Journal of Food Science and Technoloay 2014

Aaxxrding to the etablished parareies A flavo furcatis DRUA 1508
gaanin 2% CEFBwith sSppdarantatian, westhesrain setted because
itsenzymes pravted digind da fandion and ebundant whey and have
shoan high acegulant retia Theazymeshavedigilayed qoiind adivity a
pH 7.0 and 40 °Cwith predarinantly sahility bewen pH 40 end 60 and
thermdl gtahility bevesn 40 and 60 °C Milk-ddtting enzymeswareinhibited
by pepetatin and shonad noderatdy inhibitian by therretdl ianstestedl.

Thebiaharicd prapaties o the cude egyme enaaragefuture desse
pradudian edpaiments and nilk-ddting deradeistion to dek its
pdeatid esarmiadid renin.
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