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RESUMO 

 

O coalho extraído de bezerro, fonte de coagulantes do leite bovino, nos últimos anos não atende 

as exigências de alguns grupos de consumidores, devido a diversas causas, como a mudança de 

hábitos alimentares e crenças religiosas. Mundialmente, diversas pesquisas estão sendo 

desenvolvidas na busca por novas fontes de enzimas que possam suprir a necessidade do mercado 

de queijos. Com base na importância industrial dos fungos, este estudo teve como objetivo avaliar 

espécies do gênero Aspergillus para selecionar uma linhagem produtora de enzimas coagulantes 

do leite bovino e investigar mecanismos regulatórios de síntese dos coagulantes para identificação 

das características para aplicação industrial. As linhagens: A. clavato flavus DPUA 929, A. fischeri 

DPUA 653, A. flavo furcatis DPUA 1451, A. flavo furcatis DPUA 1455, A. japonicus DPUA 542, 

A. japonicus DPUA 1727, A. melleus DPUA 323, A. niger DPUA 398, A. niger DPUA 399, A. 

ostianus DPUA 315, A. oryzae DPUA 541, A. oryzae DPUA 1624 e A. wentii DPUA 1725, são os 

13 representantes do gênero Aspergillus. Na primeira etapa, as linhagens foram autenticadas com 

base nas características macromorfológicas e micromorfológicas. As culturas puras e viáveis 

foram utilizadas na seleção de uma espécie produtora de proteases e coagulantes por fermentação 

submersa, em condições padronizadas. O extrato enzimático recuperado da fermentação foi 

utilizado para determinação da atividade das proteases e posterior caracterização parcial quanto ao 

efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade e efeito de íons metálicos e inibidores na 

atividade enzimática. E para identificação das exigências nutricionais, foram selecionadas como 

fonte de carbono, amido e como fonte de nitrogênio, caseína, associados a três diferentes tempos 

de incubação, e para a síntese dos coagulantes por Aspergillus, em planejamento fatorial completo 

23, com 3 pontos centrais, totalizando 11 experimentos. O extrato com maior razão coagulante foi 

caracterizado quanto ao efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade enzimática. 

Também foi avaliado o efeito de inibidores e íons metálicos na atividade coagulante, além da 

avaliação quanto à citotoxicidade in vitro utilizando fibroblastos humanos. A maioria das 

linhagens testadas produziram proteases em meio líquido. Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451 

foi identificada como fonte significativa de serinoproteases e metaloproteases que expressam 

atividade catalítica significativa em pH 5,0 e 50 °C, com estabilidade em pH 7 a 9, até 40 °C, em 

60 minutos, o que demonstra o uso potencial destes biocatalisadores na indústria de alimentos, 

principalmente para a produção de queijos. 

Palavras-chave: protease, coagulação do leite, fermentação submersa. 

 

 

 
 



  
 

 

ABSTRACT 

 

The rennet extracted from calf, a source of coagulants in bovine milk, in recent years has not met 

the requirements of some consumer groups, due to various causes, such as changing eating habits 

and religious beliefs. Worldwide, several researches are being carried out in the search for new 

sources of enzymes that can meet the needs of the cheese market. Based on the industrial 

importance of fungi, this study aimed to evaluate species of the genus Aspergillus to select a strain 

that produces coagulant enzymes from bovine milk and to investigate regulatory mechanisms of 

coagulant synthesis to identify characteristics for industrial application. The strains: A. clavato 

flavus DPUA 929, A. fischeri DPUA 653, A. flavo furcatis DPUA 1451, A. flavo furcatis DPUA 

1455, A. japonicus DPUA 542, A. japonicus DPUA 1727, A. melleus DPUA 323, A. niger DPUA 

398, A. niger DPUA 399, A. ostianus DPUA 315, A. oryzae DPUA 541, A. oryzae DPUA 1624 

and A. wentii DPUA 1725, are the 13 representatives of the genus Aspergillus. In the first step, the 

lines were authenticated based on macromorphological and micromorphological characteristics. 

Pure and viable cultures were used in the selection of a species that produced proteases and 

coagulants by submerged fermentation under standardized conditions. The enzyme extract 

recovered from fermentation was used to determine the activity of proteases and later partial 

characterization regarding the effect of pH and temperature on the activity and stability and effect 

of metal ions and inhibitors on the enzyme activity. And to identify the nutritional requirements, 

they were selected as a source of carbon, starch and as a source of nitrogen, casein, associated with 

three different incubation times, and for the synthesis of coagulants by Aspergillus, in a complete 

factorial design 23, with 3 central points, totaling 11 experiments. The extract with the highest 

coagulant ratio was characterized as to the effect of pH and temperature on enzyme activity and 

stability. The effect of inhibitors and metal ions on clotting activity was also evaluated, in addition 

to the evaluation of in vitro cytotoxicity using human fibroblasts. Most of the tested strains 

produced proteases in liquid medium. Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451 was identified as a 

significant source of serine proteases and metalloproteases that express significant catalytic 

activity at pH 5.0 and 50 °C, with stability at pH 7 to 9, up to 40 °C, in 60 minutes, which 

demonstrates the potential use of these biocatalysts in the food industry, mainly for cheese 

production. 

Keywords: protease, milk coagulation, submerged fermentation. 
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1. INTRODUÇÃO 

Tradicionalmente, o coalho extraído de bezerro por ser uma mistura de enzimas 

proteolíticas com ação na caseína do leite vem sendo utilizado na fabricação de diferentes queijos 

comerciais (BASKAR et al., 2017; MAMO et al., 2020).  

Para atender as exigências dos consumidores, a indústria de laticínios vem buscando 

novas tecnologias como formas de reduzir o custo do processo de fabricação e a qualidade dos 

produtos para comercialização (KHAN e SELAMOGLU, 2020). Além disso, as questões éticas 

sobre o uso de animais como fonte de coalho e demanda da produção de queijo está 

proporcionando a busca por coalho oriundo de outras fontes (VISHWANATHA et al., 2010; 

KOSALKOVÁ et al., 2020).  

Como fontes alternativas de coalho são citadas espécies vegetais e microrganismos, entre 

estes predominam fungos e bactérias.  Entre os fungos, Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus, 

Aspergillus oryzae, A. flavo furcatis e A. niger são produtores de coagulantes (BENSMAIL et al., 

2020; SAMBO et al., 2021).  

Nos últimos anos, as proteases coagulantes de origem microbiana são utilizadas em 

aproximadamente um terço de todo o queijo produzido mundialmente. Esses biocatalisadores são 

de fácil produção, obtenção em tempo menor, baixo custo, alto rendimento, elevada razão 

coagulante do leite, termoestabilidade, maior especificidade, extensa diversidade bioquímica e 

suscetibilidade à manipulação genética e contribuem no aumento da qualidade dos produtos 

(BASKAR et al., 2017; BARZKAR et al., 2018; RAZZAQ et al., 2019; CHIMBEKUJWO et al., 

2020; MAMO et al., 2020; BAKR et al., 2021).  

Atualmente, os coagulantes microbianos são frequentemente utilizados como substitutos 

ao coalho ou quimosina, na fabricação de queijo, representando uma boa fatia deste mercado, com 

cerca de 33% do mercado total de proteases (MAMO et al., 2020).  

A busca por microrganismos que sintetizem coagulantes são ações imperativas para suprir 

a demanda da indústria alimentícia. Todavia, produtos, como coagulantes microbianos são aceitos 

para produção em escala industrial após certificação GRAS (Geralmente Reconhecido como 

Seguro), da US Food and Drug Administration. 

Para avaliar se o produto é próprio para inserção no mercado se faz necessário o ensaio 

de toxicidade em células humanas, a exemplo de produtos já comercializados com enzimas 

sintetizadas por Aspergillus niger, A. sojae, A. awamori e A. oryzae (KOSALKOVÁ et al., 2012; 

SILVA et al., 2018; NTANA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021; PRADO et al., 2021). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 O gênero Aspergillus 

Os fungos pertencentes ao gênero Aspergillus são fungos filamentosos microscópicos, 

descritos por Micheli em 1729, se destaca como um dos gêneros que tem maior importância 

econômica em biotecnologia por produzir enzimas, ácidos orgânicos, antimicrobianos, lovastatina, 

entre outros constituintes bioativos (RODRIGUES et al., 2011; KOCSUBÉ et al., 2016; SUBHAN 

et al., 2020).  

Certas espécies de Aspergillus são reconhecidas como organismos GRAS (Geralmente 

Reconhecido como Seguro), por exemplo, A. oryzae já incluído nessa classificação por sua 

utilização histórica na produção de alimentos tradicionais fermentados, devido à sua alta atividade 

proteolítica (CASTRO e SATO, 2014) 

O quantitativo de 132 espécies do gênero Aspergillus, preliminarmente, foi citado por Raper 

e Fennell (1965), identificados com base nas características morfológicas, em 18 grupos. Na 

classificação feita por Klich e Pitt (1988), o gênero em seis subgêneros, cada um contendo uma ou 

mais seções. Nesta classificação, o termo “Seção” corresponde aos grupos do sistema de Raper & 

Fennell. A alteração foi necessária porque o termo "grupo" não tem relevância no Código 

Internacional de Nomenclatura Botânica (ICN). 

 Samson et al. (2014), em sua revisão mantém o conceito amplo de Aspergillus e atualiza o 

número de espécies para 350 representantes, também reforça a importância das características 

morfológicas e de marcadores de DNA para identificação confiável a nível de espécie.  

Este gênero anamórfico, que tem como característica, hifas septadas, estruturas celulares que 

se diferencia em outras especializadas, o conidióforo, formado por três partes: distintas: (1) célula-

pé (hifa basal em forma de “T” ou “L”), às vezes separada por um septo que dá origem ao 

conidióforo; (2) hifa cilindra e, (3) vesícula (extremidade alargada).  

Na vesícula estão dispostas as células conidiogênicas, as fiálides. Em muitas espécies, entre 

a vesícula e as fiálides estão outras células chamadas metulas. Vesículas unisseridas têm apenas 

fiálides, aqueles com fiálides e métulas, são denominadas de vesículas bisseriados (KLICH e PITT, 

1988) (Figura 1).   

A denominação Aspergillus foi dada por Micheli (1729) em função da semelhança das 

características do gênero a um Aspergillum (dispositivo utilizado pela igreja católica para aspergir 

água benta) (KOCSUBÉ et al., 2016). 

O impacto na economia e na sociedade de certas espécies de Aspergillus está associado à 

produção de enzimas de importância biotecnológica. Boa parte das espécies do gênero Aspergillus 
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são consideradas como seguras e excelentes produtoras de proteases, que possuem atividade em 

uma vasta faixa de pH ou temperatura. (SANDHYA et al., 2005; PAIVA et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Proteases de origem microbiana  

As enzimas podem ser sintetizadas em grandes quantidades em um período de tempo 

relativamente curto por processos já estabelecidos de fermentação (GUPTA 2002; SOUZA et al., 

2015). Geralmente, as proteases microbianas são de origem extracelular e secretadas diretamente 

no meio fermentativo, o que torna mais simples o processo se comparado às proteases obtidas de 

plantas ou animais (SAVITHA, 2011; SOUZA et al., 2015). 

As proteases, peptidases ou proteinases são um grupo de enzimas que realizam a proteólise, 

ou hidrólise de ligações peptídicas que ligam os aminoácidos em uma cadeia polipeptídica, 

formando as proteínas.  

Estas enzimas possuem atividade catalítica em uma ampla faixa de pH e temperatura, sendo 

divididas em dois grupos conforme seu mecanismo de ação: as exopeptidades, caso a hidrólise 

peptídica aconteça próxima as extremidades da cadeia ou endopeptidases, se a quebra da ligação 

ocorra no centro ou nas regiões internas da cadeia (figura 2) (HEDSTROM, 2002; SRILAKSHMI 

et al., 2015; HOMAEI et al., 2016). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estruturas características do gênero Aspergillus (KLICH e PITT, 1988). 
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As proteases microbianas podem ser classificadas em grupos, de acordo com os 

aminoácidos do sítio ativo que estão envolvidos na catálise e por determinação da atividade em 

diferentes faixas de pH, podendo ser metalo proteases (SHENDE et al., 2018; HUANG et al., 

2020), proteases aspárticas (SOUZA et al., 2017; DENG et al., 2018), cisteíno proteases (SINGH 

et al., 2016; SILVA, 2017) e serino proteases (AISSAOUI et al., 2016; FRANCO et al., 2017). 

As proteases são classificadas com base em vários critérios como: os aminoácidos alvo 

para a hidrólise, o ambiente químico e o tipo de substrato. Entretanto, a melhor maneira de 

classificação das proteases é baseada no aminoácido envolvido na hidrólise, dessa forma, as 

proteases se dividem em seis grupos: serino proteases, treonina proteases, cisteíno proteases, 

aspártico proteases, proteases de ácido glutâmico e metalo proteases (CUNNINGHAM et al., 

1999; SRILAKSHMI et al., 2015). 

As serino proteases contribuem com um alvo maior na indústria e na medicina com várias 

serino proteases recombinantes produzidas e já em uso comercial (SRILAKSHMI et al., 2015).  

As proteases de treonina são importantes na fisiologia, um exemplo é o proteassoma, que 

se agrupa a um complexo multimérico para posicionar seus substratos e utilizar as ligações thr-

glu/asp-lis (BAIRD et al., 2006). As cisteíno proteases, que também são denominadas tiol 

proteases, desempenham um papel de destaque em aplicações industriais, estando presente em 

frutas como mamão, abacaxi, figo e kiwi e são utilizadas principalmente como amaciadores de 

carne (SRILAKSHMI et al., 2015). 

As proteases aspárticas diferem das demais proteases com desempenho em funções 

fisiológicas, os exemplos clássicos são as pepsinas, catepsinas e a renina, enzimas chave para a 

manutenção da fisiologia (BENES et al., 2008; SRILAKSHMI et al., 2015; LEHRBACH, 

Figura 2. Classificação das proteases quanto ao mecanismo de ação (Fonte: autor) 
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RUVKUN, 2016). As proteases de ácido glutâmico são amplamente presentes em fungos, 

utilizadas no processamento de alimentos, e em terapias antitumorais e anticancer (HASHIMOTO 

et al., 1973; SRILAKSHMI et al., 2015). 

As metalo proteases são utilizadas na fabricação de fármacos. Devido à grande afinidade 

de substratos e diversas fontes de proteases, as aplicações destas enzimas podem ser feitas em 

diferentes indústrias (GOVIND et al., 1981; SRILAKSHMI et al., 2015).  

As proteases microbianas estão entre as enzimas hidrolíticas mais importantes e têm sido 

largamente estudadas (SOUZA et al., 2015). A maior parte das enzimas produzidas por bactérias 

são classificadas como neutras e alcalinas, principalmente por espécies do gênero Bacillus. Os 

fungos produzem uma maior variedade de enzimas do que as bactérias, como representantes do 

gênero Aspergillus, que sintetizam proteases ácidas, neutras ou alcalinas, que são ativas em uma 

ampla faixa de pH que varia de 4 a 11 (RAO et al., 1998). 

A síntese de proteases por fungos tem uma vantagem sobre a produção por bactérias: o 

micélio pode ser mais facilmente removido, dispensando o uso de técnicas caras de filtração 

(GERMANO, 2003; SOUZA, et al., 2015). Outra vantagem dos fungos é que são usualmente 

apontados como organismos GRAS (geralmente reconhecidos como seguros) (SOUZA, et al., 

2015). 

 

2.3 Coalhos e coagulantes 

Segundo Hellmuth & Brink (2013), o coalho animal é uma enzima de coagulação do leite 

isolada do estômago de bezerros, o principal componente do coalho é a quimosina. Devido ao 

custo elevado e a preocupações éticas ao que se refere ao uso de animais, este coalho é indesejado 

em alguns mercados (HELLMUTH & BRINK, 2013; ALECRIM et al. 2014).  

O coalho é uma protease aspártica, é a principal enzima empregada na produção de queijo, 

não somente agindo na coagulação do leite, mas também desempenhando um papel importante na 

maturação do queijo, etapa essencial para o desenvolvimento do sabor e textura do produto 

(SATHYA et al., 2009). 

O coalho microbiano é uma alternativa ao de origem animal e atualmente a principal 

enzima é a protease aspártica de Mucor miehei (HARBOE, 2010), também são utilizadas as 

enzimas de M. pussilus e Endothia parasitica (GAGNAIRE et al. 2001). 

As proteases coagulantes de fontes microbianas são enzimas sintetizadas por 

microrganismos como bactérias (AGEITOS et al., 2007; DUTT et al., 2008; HANG et al., 2016; 

KARTHIKEYAN et al., 2018), ou por fungos (SATHYA et al., 2009; MERHEB-DINI et al., 

2010; BENSMAIL et al., 2020; CHINMAYEE et al., 2019; MAMO et al., 2020). 
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As enzimas microbianas vêm sendo estudadas extensivamente, purificadas e clonadas, com 

o interesse na aplicação comercial na indústria de alimentos, substituindo o coalho animal, seja 

para a fabricação de queijo, de cervejas, entre outros produtos (SATHYA et al., 2009). 

Todavia, as proteases de fontes microbianas alternativas ao coalho revelam um 

inconveniente, são menos específicas, o que resulta em certos tipos de queijo com rendimentos 

reduzidos e podem apresentar um sabor amargo, ou perda do sabor, além de um amaciamento do 

produto indesejado (PREETHA & BOOPATHY, 1997; SINGH et al., 2005; VISHWANATHA et 

al., 2010). Contudo, existem técnicas que auxiliam no desamargamento de hidrolisados proteicos 

(SHARMA et al., 2019). 

 

2.4 Caseína do leite 

A caseína do leite é composta por micelas (figura 3) de formato aproximadamente esférico, 

com superfície rugosa, constituída por unidades menores denominadas de sub micelas, que são de 

dois tipos: uma é composta por α-caseína e β-caseína, a outra forma possui α- e κ-caseína. As sub 

micelas podem se unir a aglomerados de fosfato de cálcio, dessa forma as sub micelas se ligam até 

formar a micela, cadeias de c-terminal da κ-caseína se salientam da superfície da micela, 

impedindo a agregação de mais sub micelas (WALSTRA, 1999). 

 

 

 

Figura 3. Corte transversal de uma micela da caseína do leite, mostrando as sub micelas ligadas à 

camada da cadeia peptídica protuberante e ao fosfato de cálcio (WALSTRA, 1999). 
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2.4.1 O processo de coagulação do leite 

A coagulação do leite pela quimosina inclui três fases principais: a primeira é a ação da 

quimosina sobre a caseína, onde ocorre a liberação do glicopeptídeo da κ-caseína. Durante a 

segunda fase, o coágulo é formado, e na fase terciária, todos os componentes da caseína são 

hidrolisados lentamente (JOLLÈS, 1975). 

A proteólise da quimosina contribui para a formação de compostos do sabor, a exemplo da 

maturação do queijo, a ligação Phe105-Met106 da κ-caseína é o sítio primário da quimosina na 

fabricação do queijo e a liberação do macropeptídeo da κ-caseína causa desestabilização das 

micelas da caseína, resultando na formação da coalhada (REID et al., 1997). 

 

2.5 Coagulantes produzidos por fungos 

Os microrganismos produzem uma grande variedade de proteases, que podem ser de origem 

intracelulares ou extracelulares. Dentre as diversas proteases, boa parte das que contém ação 

coagulante (figura 4) são aplicadas na indústria de alimentos para a fabricação de diferentes tipos 

de queijos (VISHWANATHA et al., 2010). 

 

 

 
Figura 4. Proteases de origem microbiana com ação coagulante do leite bovino (fonte: autor) 

 

 

 Uma das principais enzimas utilizadas na fabricação de queijos é a quimosina, que compõe 

o coalho, extraída do quarto estômago de bezerros em fase de lactação. No entanto, com o aumento 

da demanda pelo produto, a busca por enzimas que possam substituir as produzidas por animais, 

a alternativa mais viável pela rapidez na obtenção e por ser uma boa alternativa na redução de 

custos são as enzimas de origem microbiana (SILVA et al., 2017).  

Dos produtores de enzimas coagulantes de origem microbiana, os fungos (Quadro 1) são 

como uma fonte notável na produção destas enzimas devido à facilidade de manipulação, 

diversidade de espécies, suas enzimas possuem a capacidade para degradar polímeros complexos 
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como a lignina ou queratina) e alto desempenho no processo de produção (SILVA, 2017). Dentro 

do gênero Aspergillus, A. oryzae vem sendo utilizado amplamente na fabricação de queijo e na 

síntese de coagulantes disponíveis no mercado (JACOB et al., 2011; ALVES et al., 2013). 

 

Quadro 1. Fungos como produtores de coagulantes. 

Espécie Tipo de 

protease 

Condições 

ótimas 

Aplicação Fonte 

Penicillium roqueforti  - pH 3,0-5,5 e 

35-43°C 

Fabricação de 

queijo 

KINSELLA et al., 1976 

Rhizopus oryzae Aspártico 

protease 

pH 5,5 e 

60°C 

- KUMAR et al. 2005 

Aspergillus tamarii Serino alcalino 

protease 

pH 9,0 e 30° 

C 

Agente 

depilatório 

bovino 

ANANDAN et al. 2007 

Fusarium sp Alcalino 

protease 

pH 9,5 e 

50°C 

Terapia 

trombolítica 

UEDA et al., 2007 

Aspergillus nidulans Serino protease pH 8,0 e 

35°C °C 

Indústria 

farmacêutica, 

couro e 

alimentos 

CHARLES et al. 2008 

Aspergillus niger Alcalina pH 8,5 e 45° 

C 

Indústria de 

detergentes 

DEVI et al. 2008; 

Aspergillus flavus Alcalino 

protease 

pH 9,0 e 45-

60°C 

Agente 

depilatório 

CHELLAPANDI, 2010 

Aspergillus terreus Alcalino 

protease 

pH 8,0 e 45-

60°C 

Indústria de 

couro 

CHELLAPANDI, 2010 

Aspergillus fumigatus Protease ácida pH 5,0 e 30° 

C 

Aplicação 

industrial 

OYLEKE et al. 2010 

Aspergillus oryzae  

- 

pH 5,4 e 45° 

C 

Indústria 

farmacêutica e de 

alimentos 

VISHWANATHA et al. 

2010 

Cryptococcus sp Aspártico 

protease 

pH 3,0-7,0 e 

50°C 

- RAO et al., 2011 

Aspergillus flavo 

furcatis 

Aspártico 

protease 

pH 7,0 e 40 

°C 

Alternativa ao 

coalho 

ALECRIM et al. 2015 

Mucor pusillus Aspártico 

protease 

pH 5,0-7,0 e 

60° C 

Coagulante do 

leite 

YUQIU et al. 2015 

Penicillium citrinum Serino alcalino 

protease 

pH 6,0-8,0 e 

30° C 

Indústria 

alimentícia 

XIE et al., 2016 

Aspergillus foetidus Aspártico 

protease 

pH 5,0 e 

55°C 

Indústria 

farmacêutica, 

alimentos 

SOUZA et al. 2017 

Rhizomucor 

miehei/Pichia pastoris 

Serino protease pH 5,5 e 

55°C 

Aplicações 

industriais 

SUN et al., 2017 

(Fonte: autor) 
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2.6 Fermentação  

Há milênios as pessoas vêm buscando formas de se utilizar as enzimas para fabricar bebidas 

e alimentos, no Egito cerca de 2000 a.C. há relatos do uso de enzimas para a fabricação de pão. 

Na China, por volta de 1200 a 1046 a.C. há os primeiros textos sobre a produção de cerveja 

(MCGOVERN et al. 2004; WANDERLEY et al. 2011). 

A palavra fermentação vem do latim “fermentum” (fermentar) e tem por definição como o 

processo no qual mudanças químicas em um substrato orgânico ocorrem como resultado da ação 

de enzimas microbianas (CHOJNACKA, 2010).  

O processo fermentativo é uma alternativa muito importante para a obtenção de enzimas 

para aplicação industrial, a obtenção de metabólitos secundários biologicamente ativos, incluindo 

antibióticos, alcalóides, ácidos orgânicos, biossurfactantes, biocombustíveis e etc. (PANDEY, 

2003). 

 

2.6.1 Tipos de fermentação 

Para a produção de proteases, atualmente se utilizam principalmente de dois processos 

fermentativos: a fermentação em estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS). (SANDHYA 

et al., 2005; MERHEB et al., 2007; KRISHNA et al., 2009; MERHEB-DINI et al., 2010; ROCHA, 

2010; DING et al., 2012). 

A FES é um processo estático, onde não há gasto de energia, embora haja a necessidade do 

controle do pH e temperatura (SANDHYA et al., 2005; CHOJNACKA, 2010). A FES tem 

mostrado vantagens na produção de metabólitos, na utilização para a produção de alimentos, a alta 

reprodutibilidade com geração mínima de resíduos, bem como a utilização de restos alimentares 

como matéria-prima pode ser uma alternativa para o aproveitamento destes resíduos, além de 

fornecer altos rendimentos de produção de enzimas (CHUTMANOP et al., 2008; GMOSER et al., 

2019). 

Atualmente, a FES está associada ao desenvolvimento de produtos feitos em pequenas 

quantidades e alto valor como amilases e proteases, devido ao enorme potencial para a produção 

de enzimas (KUNAMNENI et al., 2005; CHUTMANOP et al., 2008; GMOSER et al., 2019). 

Algumas desvantagens do uso da FES são a utilização incompleta dos nutrientes por causa 

da baixa transferência de oxigênio e calor no substrato (CHUTMANOP et al., 2008). 

O processo de FS tem como principal característica o uso de meio de cultivo líquido 

contendo nutrientes para o microrganismo produzir vários tipos de metabólitos, em condições 

fisiológicas ótimas, como enzimas, antibióticos e colorantes. A formação de dois tipos extremos 
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de morfologia: pellets e filamentos (figura 5), são comumente observados (CUI et al., 1997; 

TEIXEIRA et al., 2011).   

O cultivo de microrganismos, como fungos, vem sendo feito em escala industrial 

principalmente em fermentação submersa (GMOSER et al., 2019). 

 

 

 
Figura 5. Cultivo em meio líquido: estruturas denominadas de pellets (massa micelial em forma 

de novelo) (Fonte: autor). 

 

 

2.7 Ensaio de toxicidade com fibroblastos humanos 

Antes que um produto chegue ao mercado, é necessário que seja realizado um ensaio que 

confirme que o produto é próprio para o consumo da população. Por isso o ensaio de citotoxicidade 

utilizando fibroblastos humanos com Alamar Blue é utilizado. Este ensaio foi realizado a princípio 

por Ahmed et al., (1994), modificado, em sua pesquisa para encontrar um novo método simples e 

não-radioativo para a determinação da proliferação de linfócitos como alternativa ao método com 

incorporação de [3H]timidina. 

Esta técnica colorimétrica consiste em uma forma rápida, simples, confiável, de custo 

reduzido e segura para a avaliação do crescimento celular, por meio da redução da resazurina 

(Alamar Blue) em resofurina, esta transformação ocorre quando o corante recebe elétrons e reduz 

a coloração rosa, resofurina fluorescente. Esta mudança pode ser medida quantitativamente em 

espectrofotômetro, analisando as absorbâncias na faixa de onda de 570 a 600 nanômetros 

(SHARMA et al., 2019). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Selecionar entre representantes do gênero Aspergillus, espécies produtoras de protease e 

coagulantes, assim como, padronizar as condições do bioprocesso para aplicação industrial das 

enzimas investigadas. 

 

3.2 Específicos 

● Realizar a autenticação com base nas características macromorfológicas e micromorfológicas;  

● Selecionar espécie de Aspergillus produtora de coagulante utilizando fermentação submersa;  

● Investigar e padronizar as condições do bioprocesso para síntese de coagulante da espécie de 

Aspergillus selecionada nos testes qualitativos; 

● Caracterizar a enzima coagulante quanto ao efeito do pH e temperatura, estabilidade ao pH e 

temperatura, efeito de íons metálicos e inibidores na atividade coagulante do leite; 

● Determinar citotoxicidade in vitro do extrato enzimático da espécie de Aspergillus produtora 

de coagulante.  
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4 METODOLOGIA 

4.1 Microrganismos 

Neste estudo foram selecionados, aleatoriamente, treze representantes do gênero 

Aspergillus (A. clavato flavus DPUA 929, A. fischeri DPUA 653, A. flavo furcatis DPUA 1451, 

A. flavo furcatis DPUA 1455, A. japonicus DPUA 542, A. japonicus DPUA 1727, A. melleus 

DPUA 323, A. niger DPUA 398, A. niger DPUA 399, A. ostianus DPUA 315, A. oryzae DPUA 

541, A. oryzae DPUA 1624 e A. wentii DPUA 1725) para identificação de uma espécie produtora 

de proteases e coagulantes. Os microrganismos foram cedidos do acervo da Coleção de Culturas 

DPUA, da Universidade Federal do Amazonas – UFAM. As culturas viáveis e puras foram 

cultivadas em ágar CYA [Czapek 0,5% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa de Petri 

de 90 mm x 15 mm, a 25 °C e mantidas por sete dias (KLICH & PITT, 1988).  

 

4.2 Autenticação e manutenção dos fungos  

Os testes de autenticação das espécies e verificação da pureza das colônias foram 

realizados com base nas características macromorfológicas, micromorfológicas e forma de 

reprodução. Para autenticação dessas características foram realizados cultivos em Caldo Glicosado 

2% (p/v) (Lacaz et al., 2002; PRADO et al., 2017). Os cultivos foram mantidos a 25 °C. Após sete 

dias, as colônias foram transferidas para Ágar Extrato de Levedura Czapek (CYA), ágar Czapek 

(CZ) e Ágar Extrato de Malte (MEA), em placas de Petri de 90 mm x 15 mm. As culturas foram 

mantidas a 25 °C durante sete dias (RAPER e FENNELL, 1977; KLICH e PITT, 1988; PRADO 

et al., 2017). Para manutenção da cultura viável, a cada 30 dias foram preparados subcultivos em 

Ágar CYA, em tubo de ensaio de 148 x 230 mm e mantidos a 4 °C.   

 

4.3 Seleção de uma espécie produtora de proteases coagulantes por fermentação submersa 

4.3.1 Preparação do Inóculo 

Como inóculo foram utilizadas culturas dos Aspergillus em ágar Czapek + extrato de 

levedura (CYA), em tubo de ensaio, mantidas a 25 °C por sete dias. Em cada cultura foi preparada 

uma suspensão de esporos de concentração final 106 esporos/mL de meio. Cada suspensão celular 

foi homogeneizada em agitador de tubo e a contagem dos esporos foi realizada em câmara de 

Neubauer (MENDES et al. 2016). 
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4.3.2 Fermentação Submersa 

4.3.2.1 Meio de fermentação 

O cultivo em meio líquido foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo meio 

líquido formulado com (g/L): K2HPO4 (2,0); (NH4)2SO4 (1,0); MgSO4.7H2O (0,1); 

NaH2PO4.7H2O (0,9); Extrato de levedura (1,0), Gelatina (5,0). O meio de fermentação foi 

esterilizado a 121 °C por 15 min. Para cada 50 mL de meio, em cada frasco Erlenmeyer de 125 

mL foi inoculada a suspensão de esporos equivalente a 106 esporos/mL. A fermentação foi 

conduzida em agitador orbital New Brunswick Scientific®, a 30 °C, 180 rpm, por 72 horas.  

 

4.3.3 Recuperação do extrato bruto  

O extrato bruto foi separado da biomassa por filtração a vácuo utilizando papel de filtro 

Whatman n. 1. Em seguida, as amostras de extrato foram novamente filtradas sob vácuo utilizando 

membranas de éster de celulose (0,45 μm) e polietersulfônica (0,22 μm), respectivamente. Em 

cada amostra de extrato bruto foi determinada a atividade das enzimas.  

 

4.4 Métodos de análise enzimática  

4.4.1 Determinação qualitativa da atividade proteolítica  

Para avaliar a produção de proteases em meio sólido foi utilizada a técnica de difusão em 

ágar por poço utilizando ágar leite (g/L): leite em pó desnatado 5,0; ágar nutriente 1,0 (CHEN et 

al., 2003). O meio foi esterilizado a 121 °C/15 minutos, em seguida, distribuído em placas de Petri 

de 90 mm x 15 mm. Após solidificação, na superfície do meio foram perfurados poços de 8 mm 

de diâmetro e inoculação de 100 µL de extrato enzimático. As placas foram incubadas a 37 °C por 

18 horas. Os halos foram medidos diametralmente com auxílio de régua e os resultados expressos 

em milímetros. A atividade enzimática foi determinada pelo índice de atividade enzimática (IAE), 

calculado de acordo com a equação 1 (HYSENI et al., 2020).  

 

Equação 1. 𝐼𝐴𝐸 =  
𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑜 ℎ𝑎𝑙𝑜( 𝑚𝑚)

𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑜 𝑝𝑜ç𝑜 (𝑚𝑚)
 

 

4.4.2 Determinação quantitativa da atividade proteolítica  

Nos extratos brutos protease positiva foi realizada a quantificação de enzimas proteolíticas 

utilizado a metodologia descrita por Leighton et al. (1973). Para cada tubo reação foi transferido 

250 µL solução de azocaseína 1% (p/v) em tampão Tris-HCl, pH 7,2 e, 150 µL de extrato 

enzimático. Após uma hora, na ausência de luz, a 25 °C, foi adicionado 1,2 mL de ácido 

Tricloroacético 10% (p/v) para interromper a reação. Para precipitação do resíduo proteico não 
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digerido pelas enzimas, a mistura foi submetida a centrifugação a 4 °C, 8.000 x g/10 minutos. Do 

sobrenadante recuperado foi retirado 800 µL para homogeneização em 1,4 mL de NaOH 1M. O 

branco foi preparado nas mesmas condições utilizadas na amostra teste. Uma unidade de atividade 

proteolítica foi definida como a quantidade de enzima necessária para produzir variação de 

absorbância igual a 0,1 em 60 minutos. O extrato com atividade de proteases significativa foi 

caracterizado parcialmente quanto às suas propriedades bioquímicas. 

 

4.4.3 Determinação da atividade de coagulação do leite 

A atividade coagulante do leite foi determinada de acordo com Arima et al. (1970). Como 

substrato foi utilizado leite desnatado 10% (p/v) (Itambé, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), 

diluído em solução de CaCl2 0,05M, pH 5,8 (MARTIM et al., 2017). Desta solução foi transferido 

5 mL para cada tubo reação, seguindo a incubados a 40º C, em banho-maria com agitação (Marconi 

MA 179). Após 15 minutos foi adicionado 0,5 mL do extrato bruto, seguindo a homogeneização 

da mistura e incubação durante 40 minutos. A atividade coagulante foi determinada como positiva 

após visualização de coágulos na parede do tubo. Para o controle do ensaio, foram utilizados tubos 

contendo somente a solução de leite 10% (p/v) dissolvido em CaCl2 0,05M. O resultado foi 

expresso com base na formação de coágulo e a forma de separação do soro do leite visualizado 

nos tubos de ensaio em: coagulação forte (coágulo distinto e soro abundante) ou coagulação fraca 

(coagulação sem separação visual de soro) (ALECRIM et al., 2017). Uma unidade de atividade 

coagulante (U) foi definida como a quantidade de enzima necessária para coagular 1 mL de 

substrato em 40 minutos a 40 °C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A 

atividade coagulante foi calculada de acordo com a equação 2.  

 

Equação 2. 𝑈 =  
2400 𝑥 𝑆

𝑇 𝑥 𝐸
 

Onde 2400 = tempo total do ensaio de atividade coagulante em segundos; S = volume de 

leite (mL); E = volume do extrato bruto utilizado (mL) e T = tempo de formação do coágulo, em 

segundos. 

A razão (R) coagulante foi calculada de acordo com a razão da atividade de coagulação do 

leite e valores de atividade proteolítica como observado na equação (3). 

                                                                 Equação 3.  𝑅 =  
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑎𝑔𝑢𝑙𝑎çã𝑜 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑜𝑙𝑖𝑡𝑖𝑐𝑎
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4.5 Análise dos mecanismos regulatórios da síntese de proteases coagulantes 

Para identificação das exigências de constituintes nutricionais, como fontes de carbono, 

nitrogênio e o tempo de fermentação para síntese dos coagulantes pela espécie de Aspergillus 

selecionada, foram realizados os experimentos citados a seguir.  

 

4.5.1 Determinação do efeito de fontes de carbono, nitrogênio e tempo de fermentação 

4.5.1.1 Planejamento fatorial 

Para verificação da influência da concentração de fontes de carbono e nitrogênio, e tempo 

de fermentação foi delineado um planejamento fatorial completo 23, com 3 pontos centrais (tabela 

1), utilizando o software Minitab versão 19.0. No delineamento experimental, inteiramente 

casualizado foi utilizado como fonte de carbono Amido (A), e como fonte de nitrogênio Caseína 

de soja (Cs), e três tempos de fermentação (3, 5 e 7 dias), totalizando 11 experimentos. A 

fermentação submersa foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de 

meio líquido. Em cada frasco foi inoculada uma suspensão celular de 106 esporos/mL de meio. A 

fermentação foi conduzida a 30 ºC, 180 rpm. A atividade proteolítica foi realizada em triplicata.  

 

Tabela 1. Parâmetros avaliados no planejamento fatorial 23 completo com três pontos centrais 

para otimização da produção de proteases da espécie de Aspergillus. [(-1), (0) e (+1) 

correspondem aos níveis inferior, central e superior, respectivamente]. 

Fatores Nível -1 Nível 0 Nível +1 

Fonte de carbono (%) 0,25 0,50 1,0 

Fonte de nitrogênio (%) 0,25 0,50 1,0 

Tempo de Fermentação (dias) 3 5 7 

 

 

4.6 Caracterização parcial das proteases  

4.6.1 Enzimas proteolíticas 

4.6.1.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade das enzimas proteolíticas 

Para determinação do pH ótimo, a atividade proteolítica foi determinada a 25 °C, utilizando 

as seguintes soluções tampão (0,1 M): acetato de sódio (pH 5,0 e 6,0), Tris-HCl (pH 7,0 e 8,0) e 

Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10) por 60 minutos na ausência de luz para determinação da atividade 

proteolítica. A temperatura ótima foi determinada incubando o extrato bruto nas temperaturas de 

30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C (MARTIM et al., 2017). Na avaliação da estabilidade ao pH, o extrato 

enzimático foi diluído em cada tampão (1:1, v/v), a 25 °C por 1 hora. No ensaio de estabilidade a 

temperatura, os extratos foram incubados em temperaturas de 30 a 80 °C por 1 hora. A atividade 
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das proteases foi determinada nas condições ótimas de pH e temperatura. Os resultados foram 

expressos em atividade relativa em todos os experimentos (MARTIM et al., 2017).  

 

4.6.1.2 Efeito de íons metálicos e inibidores na atividade das enzimas proteolíticas 

O efeito de inibidores na atividade das proteases foi determinado de acordo com Martim et 

al. (2017). Os extratos enzimáticos foram incubados nas condições ótimas de pH e de temperatura 

por 30 minutos com diferentes inibidores de proteases a 10 mM: ácido etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA), ácido iodoacético, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e pepstatina 1 mM. O efeito 

dos íons metálicos foi determinado nas soluções (10 mM) de: sulfato ferroso (FeSO4), sulfato de 

manganês (MnSO4), sulfato de magnésio (MgSO4), cloreto de sódio (NaCl), sulfato de zinco 

(ZnSO4), cloreto de potássio (KCl), cloreto de cálcio (CaCl2) e sulfato de cobre (CuSO4). As 

amostras foram incubadas nas condições ótimas de pH e de temperatura. A atividade enzimática 

residual da mistura reacional foi comparada ao controle e os valores de 100 % foram estabelecidos 

sem os inibidores ou íons metálicos. 

 

4.6.3 Proteases coagulantes 

4.6.3.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade das proteases coagulantes 

Para determinação do pH ótimo, a atividade coagulante foi realizada a 40 °C durante 40 

minutos, utilizando as seguintes soluções tampão a 0,1 M: acetato de sódio (5 e 6), Tris-HCl (7 e 

8) e Glicina-NaOH (9 e 10). A temperatura ótima foi determinada pela incubação do extrato bruto 

em 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C, em pH ótimo. Na avaliação da estabilidade ao pH, o extrato 

enzimático foi diluído em cada tampão (1:1, v/v), a 25 °C por 1 hora. No ensaio de estabilidade a 

temperatura, os extratos foram incubados em temperaturas de 30 a 80 °C por 1 hora.  

Os resultados foram expressos em atividade relativa em todos os experimentos (MARTIM 

et al., 2017).  

 

4.6.3.2 Efeito de íons metálicos e inibidores na atividade das proteases coagulantes 

Para determinação do efeito de inibidores na atividade coagulante foram utilizados: ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, ácido iodoacético 1 mM, Fluoreto de 

Fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM e pepstatina 1mM. O efeito dos íons metálicos foi determinado 

as seguintes soluções (1 mM) de: sulfato ferroso (FeSO4), sulfato de manganês (MnSO4), sulfato 

de magnésio (MgSO4), cloreto de sódio (NaCl), sulfato de zinco (ZnSO4), cloreto de potássio 

(KCl), cloreto de cálcio (CaCl2) e sulfato de cobre (CuSO4). As amostras foram incubadas nas 

condições ótimas de pH e de temperatura. A atividade enzimática residual e coagulante foi 



 

40 

 

comparada ao controle, incubado sem os inibidores ou íons metálicos e corresponderá a 100 % de 

atividade (MARTIM et al., 2017). 

4.7 Teste de citotoxicidade in vitro em fibroblastos humanos 

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizados fibroblastos humanos (MRC-5) 

conservado no meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com Soro Fetal 

Bovino 10% [v/v (SFB)] e Penicilina 1% (p/v). As células foram mantidas em estufa com injeção 

de CO2 a 5%, a 37 ºC. A citotoxicidade foi avaliada pelo método do Alamar Blue (AHMED et al., 

1994). As células foram inoculadas na concentração de 0,5 x 104 células por poço, em placas de 

96 poços e mantidas a 37 ºC, com CO2 a 5%. Após 24 horas, as células foram tratadas na 

concentração de 100 µg/mL do extrato liofilizado durante 72 horas. Como controle positivo foi 

utilizada a doxorrubicina (20µM ou 34µg/mL) e como controle negativo dimetilsulfóxido-DMSO 

(0,01%, v/v). Após adição do Alamar Blue (0,4% v/v) as fluorescências foram medidas a 465 nm 

e 540 nm no leitor de microplaca (DTX800 Beckman e Coulter). Os experimentos foram 

realizados em triplicata. As imagens foram capturadas por meio do programa Zen 2 da Carl Zeiss 

Microscópio Gmbh Company® e os dados foram analisados no programa GraphPad prism 6.0. 

 

5 Análise estatística 

 Em todos os experimentos realizados em triplicata, os dados foram submetidos a análise 

estatística de variância e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (ρ <0,05), usando o 

programa Minitab, versão 19.0. 
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RESUMO 

Proteases são enzimas de elevada importância econômica e com ampla aplicabilidade 

industrial. Enzimas proteolíticas com atividade coagulante do leite bovino, sintetizadas 

por Aspergillus sp., vêm demonstrando características bioquímicas com potencial para 

uso na produção de queijos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a produção de proteases 

por treze culturas de Aspergillus provenientes da coleção de culturas DPUA da 

Universidade Federal do Amazonas. A avaliação da viabilidade das espécies e pureza das 

colônias foi realizada com base nas características macro, micromorfológicas e forma de 

reprodução. Após autenticação, as espécies de Aspergillus foram submetidas ao cultivo 

em meio líquido para produção de enzimas proteolíticas. A determinação da atividade 
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mailto:samara.claudia18@gmail.com
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proteolítica foi realizada em meio sólido e por colorimetria, utilizando como substratos 

ágar leite e solução de azocaseína 1% (p/v), respectivamente. As proteases do fungo que 

apresentou atividade proteolítica significativa pela análise colorimétrica foram 

submetidas à caracterização bioquímica. A produção de proteases coagulantes do leite 

bovino pelas espécies de Aspergillus também foi determinada. Nos testes de autenticação 

foi verificada a viabilidade de 100% das espécies de Aspergillus. As proteases das 

espécies de Aspergillus demonstraram diferentes perfis de degradação do substrato, 

formando halos translúcidos e opacos em meio sólido. Os halos de hidrólise significativa 

foram determinados nos extratos brutos de A. niger DPUA 399 (39,67 mm) e A. japonicus 

DPUA 1727 (34,27 mm). Na avaliação da síntese de protease utilizando técnica 

colorimétrica foi verificada produção significativa por A. oryzae DPUA 541 (32,00 

U/mL). Este fungo sintetiza serinoproteases e metaloproteases que demonstram atividade 

catalítica ótima em pH 5, a 50 °C, mantendo estabilidade na faixa de pH 7 a 10, até 40 

°C. Atividade coagulante significativa foi determinada nos extratos de A. melleus DPUA 

(19,84 U) e A. oryzae DPUA 541 (19,74 U). Entretanto, A. oryzae DPUA 541 e A. oryzae 

DPUA 1624 sintetizaram enzimas proteolíticas com forte coagulação do leite bovino. Os 

resultados indicam o potencial das espécies de Aspergillus avaliadas como forte de 

proteases com aplicabilidade industrial na área de alimentos, em especial para a produção 

de queijos. 

 
Palavras-chave: Aspergillus, enzimas proteolíticas, fermentação submersa, leite, queijo. 

 

ABSTRACT 

Proteases are enzymes of high economic importance and with wide industrial 

applicability. Proteolytic enzymes with coagulant activity in bovine milk, synthesized by 

Aspergillus sp., have demonstrated biochemical characteristics with potential use in 

cheese production. The objective of this work was to evaluate the production of proteases 

by thirteen Aspergillus cultures from the DPUA culture collection of the Federal 

University of Amazonas. The evaluation of species viability and purity of colonies was 

performed based on macro-, micromorphological characteristics and reproduction form. 

After authentication, the Aspergillus species were cultured in liquid medium for 

proteolytic enzyme production. The determination of proteolytic activity was performed 

in solid medium and by colorimetry, using as substrates milk agar and azocasein solution 

1% (w/v), respectively. The proteases from the fungus that showed significant proteolytic 

activity by colorimetric analysis were submitted to biochemical characterization. The 

production of bovine milk coagulating proteases by Aspergillus species was also 

determined. In the authentication tests, 100% of the Aspergillus species were found to be 

viable. The proteases of Aspergillus species showed different profiles of substrate 

degradation, forming translucent and opaque halos in solid medium. Significant 

hydrolysis halos were determined in the crude extracts of A. niger DPUA 399 (39.67 mm) 

and A. japonicus DPUA 1727 (34.27 mm). In the evaluation of protease synthesis using 

colorimetric technique, significant production was verified by A. oryzae DPUA 541 

(32.00 U/mL). This fungus synthesizes serinoproteases and metalloproteases that show 

optimal catalytic activity at pH 5, at 50 °C, maintaining stability in the pH range 7 to 10, 

up to 40 °C. Significant coagulant activity was determined in the extracts of A. melleus 

DPUA (19.84 U) and A. oryzae DPUA 541 (19.74 U). However, A. oryzae DPUA 541 

and A. oryzae DPUA 1624 synthesized proteolytic enzymes with strong coagulation of 

bovine milk. The results indicate the potential of the evaluated Aspergillus species as 
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strong proteases with industrial applicability in the food area, especially for cheese 

production. 

 
Keywords: Aspergillus, proteolytic enzymes, submerged fermentation, milk, cheese. 

 
 

1 INTRODUÇÃO 

Enzimas são biocatalisadores essenciais para a vida, atuando em quase todos os 

processos biológicos. Desde os tempos antigos têm sido usadas na fabricação de 

diferentes produtos alimentícios, incluindo vinho, cerveja, queijo, massa fermentada, 

entre outros (SHARMA et al., 2019). 

Dentre as enzimas mais conhecidas se destacam as proteases, que catalisam a 

hidrólise de ligações peptídicas em proteínas. Estas desempenham diversas funções, como 

a regulação da morfogênese, o metabolismo e atuam na fisiologia humana e animal 

(BARBOSA et al., 2020). 

Além das funções fisiológicas, as proteases constituem um dos principais grupos 

de biocatalisadores com aplicabilidade industrial, sendo utilizadas na produção de 

alimentos, na fabricação de detergentes, medicamentos, cosméticos, no beneficiamento 

do couro e em processos de biorremediação (ALECRIM et al., 2017; SNYMAN et al., 

2019). A crescente demanda por proteases com ação específica, estabilidade em diferentes 

condições de pH e temperatura incentiva a busca por novas fontes de enzimas proteolíticas 

(BANERJEE e RAY, 2017). 

Os microrganismos têm se destacado como fonte de proteases, devido a 

características vantajosas como maior rentabilidade, manipulação genética e menor tempo 

e espaço no processo de produção (AHMED et al., 2018; RAZZAQ et al., 2019). Além 

disso, proteases de origem microbiana mantêm a estabilidade catalítica em diferentes 

condições de armazenamento (SHARMA et al., 2017; GURUMALLESH et al., 2019). 

Entre os microrganismos produtores de biocatalisadores, espécies de Aspergillus 

Geralmente Reconhecidas Como Seguras (GRAS) porque não sintetizam substâncias 

tóxicas, vêm sendo avaliadas como fonte de proteases com aplicação em diferentes setores 

industriais: A. oryzae (MANAN e WEBB, 2016); A. tamarii (SILVA et al., 2016); A. 

foetidus (SOUZA et al., 2017); A. flavo furcatis (ALECRIM et al., 2017); A. hennebergii 

(HUANG et al., 2017); A. niger (AHMED et al., 2018) e A. fumigatus (REDES et al., 

2019). 

Dentre as diversas aplicações comerciais, proteases utilizadas na produção de 

queijo vêm ganhando destaque. Neste contexto, novas fontes de enzimas coagulantes do 
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leite bovino são necessárias devido ao aumento da produção mundial de queijo, escassez 

de coalho animal, além de restrições religiosas e alimentares (MAMO et al., 2020). 

O estudo das propriedades bioquímicas das proteases, como condições ótimas de 

pH e temperatura, perfis de estabilidade, além da influência de inibidores ou ativadores, 

são importantes para indicar a aplicação comercial, industrial e biotecnológica desses 

biocatalisadores (HAMIN NETO et al., 2017; TARRAHIMOFRAD et al., 2020). Esta 

pesquisa demonstra a produção de biocatalisadores proteolíticos, a caracterização 

bioquímica de proteases com valor de atividade significativa e a triagem de coagulantes 

por espécies de fungos anamórficos filamentosos do gênero Aspergillus. 

 
2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 MICRORGANISMOS 

Neste estudo foram selecionados, aleatoriamente, treze representantes do gênero 

Aspergillus (A. clavato flavus DPUA 929, A. fischeri DPUA 653, A. flavo furcatis DPUA 

1451, A. flavo furcatis DPUA 1455, A. japonicus DPUA 542, A. japonicus DPUA 1727, 

A. melleus DPUA 323, A. niger DPUA 398, A. niger DPUA 399, A. ostianus DPUA 315, 

A. oryzae DPUA 541, A. oryzae DPUA 1624 e A. wentii DPUA 1725) para identificação 

de uma espécie produtora de proteases e coagulantes. Os microrganismos foram cedidos 

do acervo da Coleção de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas – 

UFAM. As culturas viáveis e puras foram obtidas em ágar CYA [Czapek 0,5% (p/v) + 

extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa de Petri de 90 mm x 15 mm, a 25 °C por sete 

dias (KLICH & PITT, 1988). 

 
2.2 AUTENTICAÇÃO E MANUTENÇÃO DOS MICRORGANISMOS 

A verificação da viabilidade das espécies e pureza das colônias foi realizada com 

base nas características macro, micromorfológicas e forma de reprodução. Para 

autenticação dessas características foram realizados cultivos em Ágar Extrato de 

Levedura Czapek (CYA), ágar Czapek (CZ) e Ágar Extrato de Malte (MEA), em placas 

de Petri (90 mm x 15 mm). As culturas foram mantidas a 25 °C durante sete dias (RAPER 

e FENNELL, 1977; KLICH e PITT, 1988). Para manutenção da cultura viável, a cada 30 

dias foram preparados subcultivos em ágar CYA, em tubo de ensaio e mantidos a 4 °C. 
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2.3 PREPARAÇÃO DO INÓCULO 

Como inóculo foram utilizadas culturas dos Aspergillus em ágar CYA, em tubo de 

ensaio, obtidas a 25 °C por sete dias. Em cada cultura foi preparada uma suspensão de 

esporos de concentração final 106 esporos/mL de meio. Cada suspensão celular foi 

homogeneizada em agitador de tubo e a contagem dos esporos foi realizada em câmara 

de Neubauer (MENDES et al. 2016). 

 
2.4 FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

O cultivo em meio líquido foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL, 

contendo meio líquido formulado com (g/L): K2HPO4 (2,0); (NH4)2SO4 (1,0); 

MgSO4.7H2O (0,1); NaH2PO4.7H2O (0,9); Extrato de levedura (1,0), Gelatina (5,0)]. O 

meio de fermentação foi esterilizado a 121 °C por 15 min. Para cada 50 mL de meio, em 

cada frasco Erlenmeyer de 125 mL foi inoculada uma suspensão de esporos equivalente 

a 106 esporos/mL. A fermentação foi conduzida em agitador rotatório, a 30 °C, 180 rpm, 

por 72 horas. 

 
2.5 RECUPERAÇÃO DO EXTRATO BRUTO 

A biomassa foi separada do extrato bruto por filtração a vácuo, utilizando papel 

de filtro Whatman n. 1. Em seguida, as amostras de extrato foram novamente filtradas sob 

vácuo utilizando membranas de éster de celulose (0,45 μm) e polietersulfônica (0,22 μm), 

respectivamente. Em cada amostra de extrato bruto foi determinada a atividade das 

enzimas. 

 
3 MÉTODOS DE ANÁLISE ENZIMÁTICA 

3.1 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE PROTEOLÍTICA EM MEIO SÓLIDO 

Para avaliar a produção de proteases em meio sólido foi utilizada a técnica de 

difusão em ágar por poço utilizando ágar leite (g/L): leite em pó desnatado 5,0; ágar 

nutriente 1,0 (CHEN et al., 2003). O meio foi esterilizado a 121 °C/15 minutos e, em 

seguida, distribuído em placas de Petri de 90 mm x 15 mm. Após solidificação, na 

superfície do meio foram perfurados poços de 8 mm de diâmetro e inoculação de 100 µL 

de extrato enzimático. As placas foram incubadas a 37 °C por 18 horas. Os halos foram 

medidos diametralmente com auxílio de régua e os resultados expressos em milímetros. 

A atividade enzimática foi determinada pelo índice de atividade enzimática (IAE), 

calculado de acordo com a equação 1 (HYSENI et al., 2020). 
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diâmetro do halo (mm) 

Equação 1. IAE=    

diâmetro do poço (mm) 

 
3.2 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASES POR COLORIMETRIA  

Nos extratos brutos que apresentaram atividade em meio sólido foi realizada a 

quantificação de enzimas proteolíticas utilizando a metodologia colorimétrica descrita por 

Leighton et al. (1973). Na determinação da atividade das proteases das espécies de 

Aspergillus foi utilizada solução de azocaseína 1% (p/v) em tampão Tris-HCl, pH 7,2. A 

mistura reacional, constituída por 150 µL de extrato enzimático e 250 µL de azocaseína 

foi mantida na ausência de luz, a 25 °C. Após uma hora, a reação foi interrompida pela 

adição de 1,2 mL de ácido Tricloroacético 10% (p/v), seguido de centrifugação a 4 °C 

(8.000 x g/10 minutos). Do sobrenadante recuperado foi retirado 800 µL para 

homogeneização em 1,4 mL de NaOH 1M. O branco foi preparado nas mesmas condições 

utilizadas na amostra teste. Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para produzir variação de absorbância igual a 0,1 em 60 

minutos. O extrato com atividade de proteases significativa foi caracterizado parcialmente 

quanto às suas propriedades bioquímicas. 

 
4 CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DAS PROTEASES 

4.1 EFEITO DO PH E TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DAS 

PROTEASES 

Para determinação do pH ótimo, a atividade proteolítica foi determinada a 25 °C, 

utilizando as seguintes soluções tampão: acetato de sódio (pH 5,0 e 6,0), Tris-HCl (pH 

7,0 e 8,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10). A temperatura ótima foi determinada incubando 

o extrato bruto nas temperaturas de 30 °C a 80 °C (MARTIM et al., 2017). 

Na avaliação da estabilidade ao pH, o extrato enzimático foi diluído em cada 

tampão (1:1, v/v), a 25 °C por uma hora. No ensaio de estabilidade a temperatura, os 

extratos foram incubados em temperaturas de 30 a 80 °C por 1 hora. A atividade das 

proteases foi determinada nas condições ótimas de pH e temperatura. Os resultados foram 

expressos em atividade relativa em todos os experimentos (MARTIM et al., 2017). 
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4.2 EFEITOS DE INIBIDORES E ÍONS METÁLICOS NA ATIVIDADE 

PROTEOLÍTICA 

O efeito de inibidores na atividade das proteases foi determinado de acordo com 

Martim et al. (2017), utilizando como substrato solução de azocaseína a 1% (p/v). Os 

extratos enzimáticos foram incubados nas condições ótimas de pH e de temperatura por 

30 minutos com diferentes inibidores de proteases (10 mM): ácido etilenodiamino 

tetraacético (EDTA), ácido iodoacético, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e 

pepstatina 1mM. O efeito dos íons metálicos foi determinado nas soluções (10mM): 

sulfato ferroso (FeSO4), sulfato de manganês (MnSO4), sulfato de magnésio (MgSO4), 

cloreto de sódio (NaCl), sulfato de zinco (ZnSO4), cloreto de potássio (KCl), cloreto de 

cálcio (CaCl2) e sulfato de cobre (CuSO4). A atividade enzimática residual da mistura 

reacional foi comparada com o branco e, os valores de 100% foram estabelecidos sem 

inibidores ou íons metálicos. 

 
4.3 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE COAGULAÇÃO DO LEITE 

A atividade coagulante do leite foi determinada de acordo com Arima et al. (1970). 

Como substrato foi utilizado leite desnatado 10% (p/v) (Itambé , Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brasil), diluído em CaCl2 0,05M, pH 5,8 (MARTIM et al., 2017). Dessa solução 

foi transferido 5 mL para cada tubo reação, seguindo a incubados a 40º C, em banho- 

maria com agitação interna (Marconi MA 179). Após 15 minutos foi adicionado 0,5 mL 

do extrato enzimático bruto, seguindo a homogeneização da mistura e incubação durante 

40 minutos. A atividade coagulante foi determinada como positiva após formação de 

coágulos na parede do tubo. O resultado foi expresso com base na formação de coágulo e 

a forma de separação do soro do leite visualizado nos tubos de ensaio em: coagulação 

forte (coágulo distinto e soro abundante) ou coagulação fraca (coagulação sem 

separação visual de soro) (ALECRIM et al., 2017). Uma unidade de atividade coagulante 

(𝑈) foi definida como a quantidade de enzima necessária para coagular 1 mL de substrato 

em 40 minutos a 40 °C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A atividade 

coagulante foi calculada de acordo com a equação 2. 

 
2400 x S 

Equação 2. U=  

T x E 
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Onde 2400 = tempo total do ensaio de atividade coagulante em segundos; 𝑆 = volume de 

leite (mL); E = volume do extrato bruto utilizado (mL) e 𝑇 = tempo de formação do 

coágulo, em segundos. 

 
4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Em todos os experimentos realizados em triplicata, os dados foram submetidos a 

análise estatística de variância e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (ρ 

<0,05), usando o programa Minitab, versão 19.0. 

 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nos testes de autenticação foi confirmada a viabilidade de 100% das espécies dee 

Aspergillus, com base nas características macro, micromorfológicas e forma de 

reprodução (Raper e Fennell, 1977; Klich e Pitt, 1988). 

A tabela 1 demonstra os resultados da determinação da atividade enzimática em 

meio sólido. Nas condições avaliadas foi observado que as proteases das espécies de 

Aspergillus testadas têm diferentes perfis de degradação do substrato. As proteases de A. 

flavo furcatis DPUA 1455, A. japonicus DPUA 1727, A. ostianus DPUA 315 e A. oryzae 

DPUA 541 degradaram ágar leite, formando halo translúcido ao redor de cada cup plate. 

As proteases de A. fischeri DPUA 653, A. niger DPUA 399 e A. melleus DPUA 323 

causaram a formação de halos opacos no teste in vitro. Para as demais espécies de 

Aspergillus não foi observada atividade enzimática. 

Os halos de degradação significativos foram determinados nos extratos brutos de 

A. niger DPUA 399 (39,67 mm) e A. japonicus DPUA 1727 (34,27 mm). Palanivel et al. 

(2013) verificaram halos de 30 mm ao utilizarem extrato proteolítico de Aspergillus ssp. 

KH 17 (Tabela 1). Suryawanshi e Pandya (2017) e Díaz et al. (2019) relataram halos de 

hidrólise de 20 mm e 14,30 mm para A. niger e Aspergillus sp. LBM 128, 

respectivamente. 
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Tabela 1. Característica do halo de degradação, diâmetro do halo e Índice de Atividade Enzimática (IAE) 

de linhagens de Aspergillus. 

Linhagem de Aspergillus Característica do 

halo 

Diâmetro do halo 

(mm) 
IAE 

A. clavato flavus DPUA 929 ND ND ± 0,0e ND ± 0,0e 

A. fischeri DPUA 653 Opaco 26,50 ± 3,0c,d 3,30 ± 0,38c,d 

A. flavo furcatis DPUA 1451 Translúcido 28,17 ± 0,38c 3,55 ± 0,30c 

A. flavo furcatis DPUA 1455 Translúcido 30,67 ± 4,93b,c 3,86 ± 0,60b,c 

A. japonicus DPUA 542 ND ND ± 0,0e ND ± 0,0e 

A. japonicus DPUA 1727 Translúcido 34,27± 1,68a,b 4,28 ± 0,20a,b 

A. melleus DPUA 323 Opaco 22,17 ± 1,0d 2,77 ± 0,13d 

A. niger DPUA 398 ND ND ± 0,0e ND ± 0,0e 

A. niger DPUA 399 Opaco 39,67 ± 2,08a 4,96 ± 0,26a 

A. ostianus DPUA 315 Translúcido 33,27 ± 1,68b 4,15 ± 0,20b 

A. oryzae DPUA 541 Translúcido 30,23 ± 1,61b,c 3,78 ± 0,20b,c 

A. oryzae DPUA 1624 ND ND ± 0,0e ND ± 0,0e 

A. wentii DPUA 1725 ND ND ± 0,0e ND ± 0,0e 

*IAE = Índice de Atividade enzimática; **ND = não detectado. Médias seguidas de letras iguais, na mesma 

coluna, não diferem estatisticamente pelo método de Tukey (ρ <0,05). 

 
A atividade proteolítica determinada pelo IAE foi significativa para A. niger 

DPUA 399 (4,96) e A. japonicus DPUA 1727 (4,28). A. ostianus DPUA 315, A. flavo 

furcatis DPUA 1455, A. oryzae DPUA 541, A. fischeri DPUA 653 e A. melleus DPUA 

323 apresentaram IAE 16,33%, 22,18%, 23,80%, 33,47%, e 44,15% inferiores quando 

comparados com A. niger DPUA 399. Teixeira et al. (2011) relataram que 

microrganismos com IAE superiores a 2,0 são considerados eficientes produtores de 

biocatalisadores. 

A técnica de difusão em ágar por poço constitui uma importante ferramenta 

analítica que vem sendo utilizada para selecionar diferentes espécies de microrganismos 

produtores de enzimas proteolíticas (PHYU et al., 2015; MANORMA et al., 2017). 

Entretanto, não existe um único meio de cultivo, que seja 100% eficaz para avaliar a 

produção dessas enzimas excretadas por diferentes microrganismos. Sendo assim, o 

desenvolvimento de um meio padrão é essencial para diferenciar espécies de fungos 

produtoras de protease, bem como avaliar os distintos perfis de degradação dos substratos 

utilizados nos testes de avaliação enzimática (SCHUSTER et al., 2019). 

As propriedades catalíticas das proteases variam de acordo com a linhagem do 

microrganismo, bioprocesso para obtenção da enzima, tipo de substrato proteico que pode 

inibir ou estimular a síntese proteica, capacidade do microrganismo em se adaptar ao meio 

de cultivo e secretar enzimas para obtenção de fontes de carbono e nitrogênio. Além disso, 

o microrganismo pode secretar proteases que não são capazes de degradar as proteínas 

presentes no meio de cultivo (SCHUSTER et al., 2019). Esta característica 
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estaria relacionada com a presença de sítios de clivagem específicos na proteína utilizada 

no teste in vitro. Neste sentido, são formados halos opacos ao redor do cup plate ou da 

colônia microbiana, em detrimento aos halos translúcidos observados quando ocorre a 

clivagem enzimática específica (PETINATE et al., 1999). 

Nos testes quantitativos de determinação de atividade proteolítica realizados neste 

estudo foi verificado que 100% das espécies de Aspergillus sintetizaram e excretaram 

proteases. Entretanto, no extrato bruto de A. oryzae DPUA 541 foi determinada atividade 

significativa (32,00 U/mL) (Figura 1). Aspergillus oryzae já foi demonstrado como uma 

espécie eficiente e promissora na produção de proteases (KARTHIC et al., 2014; SOUZA 

et al., 2015b; RAM e KUMAR, 2018. Historicamente A. oryzae tem utilização industrial 

na produção de alimentos fermentados tradicionais devido à alta atividade de proteases e 

comumente é uma espécie não tóxica (DE CASTRO e SATO, 2014a, SOUZA et al., 

2015a). 

 
Figura 1. Atividade de proteases das espécies de Aspergillus, cultivadas em meio líquido, a 30 °C, 180 rpm, 

utilizando gelatina como substrato. 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DAS PROTEASES DE A. ORYZAE DPUA 541 

5.1.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimática 

O efeito do pH na atividade e estabilidade das proteases de A. oryzae DPUA 541 

está demonstrado na figura 2. Nas condições avaliadas, as enzimas proteolíticas de A. 

oryzae DPUA 541 foram ativas em todas as faixas de pH testadas. Entretanto, a atividade 

significativa foi observada em pH 5, resultado que revelou a presença de protease 
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levemente ácida (VISHWANATHA et al., 2010). Dados da literatura mostram que 

proteases de diferentes linhagens de A. oryzae foram ativas na faixa de pH 5,0-5,5 (DE 

CASTRO e SATO, 2014a; DE CASTRO e SATO, 2014b). Proteases ácidas são 

comumente utilizadas na indústria de alimentos para a produção de molhos, hidrolisados 

proteicos, clarificação de sucos e cerveja, amaciamento de carnes e massas a base de trigo, 

na produção de queijo (JI et al., 2019; RAZZAQ et al., 2019). 

Neste estudo foi observado que as proteases de A. oryzae apresentaram 

estabilidade na faixa de pH 7,0 a 10 quando mantiveram atividade relativa superior a 97 

%, nas condições avaliadas. Yin et al. (2013) e Ao et al. (2018) verificaram que as 

proteases de A. oryzae BCRC 30118 e A. oryzae Y1 são estáveis nas faixas de pH 3 a 6 e 

pH 4,0 a 8,0, respectivamente. Shafique et al. (2016) relataram que as enzimas 

proteolíticas de A. oryzae ML-1 demonstraram atividade catalítica superior a 91% em pH 

8,0 a 11. 

 
Figura 2. Efeito do pH na atividade (■) e estabilidade (▲) de proteases de A. oryzae. 
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5.1.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimática 

A figura 3 mostra o efeito da temperatura na atividade e estabilidade das proteases 

de A. oryzae DPUA 541. Os dados revelaram que a atividade significativa foi determinada 

a 50 °C, e houve redução de atividade com o aumento da temperatura. Resultado similar 
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foi descrito por Salihi et al. (2017) para as proteases de A. oryzae CH93. Outros estudos 

realizados com A. oryzae mostraram resultados de atividade ótima a 55 °C (AO et al., 

2018) e 60 °C (YIN et al., 2013). 

Nas condições experimentais a estabilidade das enzimas proteolíticas foi mantida 

na faixa de 30 °C a 40 °C, condição analítica em que as proteases de A. oryzae DPUA 541 

mantiveram atividade superior a 99%. Yin et al. (2013) e Ao et al. (2018) verificaram que 

as proteases de A. oryzae BCRC 30118 e A. oryzae Y1 expressaram estabilidade a 40 °C 

e a 50 °C, respectivamente. Vishwanatha et al. (2010) constataram máxima estabilidade 

das proteases de A. oryzae MTCC 5341 entre 40 °C a 57 °C. 

 
Figura 3. Efeito da temperatura na atividade (■) e estabilidade (▲) de proteases de A. oryzae. 
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5.1.3 Efeitos de inibidores e íons metálicos na atividade proteolítica 

O efeito de inibidores e íons metálicos na atividade proteolítica está demonstrado 

na tabela 2. Na presença de PMSF e EDTA as proteases foram fortemente inibidas 

demonstrando atividade residual inferior a 50%. Estes resultados indicaram que no extrato 

de A. oryzae DPUA 541 predominaram serinoproteases e metaloproteases, 

respectivamente. Karthic et al. (2014) reportaram dados similares para as proteases de A. 

oryzae KS 5. Entretanto, Vishwanatha et al. (2010) e Yin et al. (2013) relataram que A. 

oryzae MTCC 5341 e A. oryzae BCRC 30118 sintetizam aspártico proteases. Nas 

condições de análise foi verificado que 100 % dos íons testados reduziram a ação 

proteolítica, com destaque para Cu2+, Fe2+e Zn2+. Resultados semelhantes foram 
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observados por De Castro et al. (2014b) para as proteases de A. oryzae LBA 01. Dados 

opostos foram verificados por Yin et al. (2013) que não observaram inibição de atividade 

por íons Cu2+, Fe2+ e Zn2+. Entretanto, Karthic et al. (2014) relataram que íons Cu2+ 

estimularam as proteases de A. oryzae KS 5. 

 
Tabela 2. Efeito de íons metálicos inibidores na atividade proteolítica de A. oryzae DPUA 541 

Íons metálicos e inibidores Atividade residual (%) 

Controle 100 

Pepstatina 91,67 

Ácido iodoacético 61,18 

EDTA 45,00 

PMSF 34,26 

MgSO4 81,16 

KCl 74,28 

CaCl2 73,96 

MnSO4 73,22 

NaCl 72,57 

FeSO4 18,52 

CuSO4 7,81 

ZnSO4 6,70 

 

EDTA = ácido etilenodiamino tetra-acético; PMSF = fluoreto de fenilmetilsulfonila. 

 

A tabela 3 apresenta os valores da atividade coagulante e a força de coagulação 

das proteases de espécies de Aspergillus que sintetizaram e excretaram proteases 

coagulantes do leite bovino. A produção significativa foi determinada em A. melleus 

DPUA (19,84 U) e A. oryzae DPUA 541 (19,74 U). Aspergillus oryzae DPUA 1624 

também sintetizou proteases coagulantes (13,30 U), mas nas demais espécies não foi 

observada biossíntese dessas enzimas. A síntese de protease coagulante por A. oryzae 

também foi reportada por outros autores (VISHWANATHA et al., 2010; MAMO et al., 

2020). 

 
  Tabela 3. Atividade coagulante e força de coagulação das proteases de culturas de Aspergillus. 

Espécies de Aspergillus Atividade coagulante (U) Força da coagulação 

A. melleus DPUA 323 19,84 ± 0,06a Fraca 

A. oryzae DPUA 541 19,74 ± 0,04a Forte 

A. oryzae DPUA 1624 13,30 ± 0,15b Forte 

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, não diferem estatisticamente pelo método de Tukey (ρ 

<0,05). 

 

Em relação à força da coagulação das proteases coagulantes foi observado que A. 

oryzae DPUA 541 e A. oryzae DPUA 1624 sintetizaram enzimas proteolíticas com forte 

coagulação (presença de coágulo distinto e soro abundante). Entretanto, o extrato bruto 
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de A. melleus DPUA 323 apresentou coagulação fraca, sem formação de coágulo distinto 

e ausência de soro abundante (Figura 5). Alecrim et al. (2014) relataram que a seleção 

de uma nova fonte de proteases coagulantes é um processo complexo, pois a atividade 

coagulante e a força de coagulação enzimática são influenciados por diversos fatores 

como pH, conteúdo de metais como cálcio e fósforo, temperatura e especificidade 

enzimática. 

 
Figura 5. Classificação da força de coagulação das proteases de Aspergillus: A= A. oryzae DPUA 541 e B 

= A. oryzae DPUA 1624 (Coagulação forte do leite); C= A. melleus DPUA 323 (Coagulação fraca do leite). 

 
 

6 CONCLUSÃO 

Baseado nos dados obtidos, as 13 linhagens de Aspergillus testadas produziram 

proteases em meio líquido. Aspergillus oryzae DPUA 541 foi identificada como fonte 

significativa de serinoproteases e metaloproteases que expressam atividade catalítica 

significativa em pH 5,0 e 50 °C, com estabilidade em pH 7 a 10, até 40 °C, em 60 minutos. 

Aspergillus oryzae DPUA 541 e A. oryzae DPUA 1624 sintetizam e excretam proteases 

com forte coagulação do leite bovino. As características bioquímicas das proteases das 

espécies de Aspergillus avaliadas demonstram o uso potencial destes biocatalisadores na 

indústria de alimentos, em especial na elaboração de queijos. 
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Produção, otimização e caracterização de proteases coagulantes de uma espécie 

de fungo filamentoso epifítico de região tropical  

Production, optimization and characterization of coagulant proteases from a 

species of epiphytic filamentous fungus from a tropical region  

Producción, optimización y caracterización de proteasas coagulantes a partir de 

una especie de hongo filamentoso epífito de una región tropical 

 

Resumo 

A busca por enzimas com ação coagulante do leite bovino tem aumentado com o passar dos 

anos, o que ocasiona a alta demanda para suprir o mercado, gerando a necessidade pela busca 

por fontes destas enzimas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a produção e otimização da 

síntese de coagulantes de Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451. A cultura matriz foi obtida 

em ágar CYA [Czapek 0,5% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v)], mantida em placa de Petri 

por 7 dias. Após esse período, da cultura inóculo foi feita suspensão em concentração final de 

106 esporos/mL em câmara de Neubauer. A fermentação submersa foi feita em frascos 

Erlenmeyer de 125mL formulado (g/L): K2HPO4 (2,0); (NH4)2SO4 (1,0); MgSO4.7H2O (0,1); 

NaH2PO4.7H2O (0,9); Extrato de levedura (1,0), Gelatina (5,0) e incubado a 30°C e 180 rpm 

por 72 horas. Após a recuperação do extrato bruto em papel de filtro e filtração a vácuo, foram 

verificados os efeitos da influência de fontes de carbono e nitrogênio e tempo de fermentação, 

utilizando planejamento fatorial 23 completo com três pontos centrais. A atividade proteolítica 

foi determinada utilizando solução de azocaseína 1% (p/v) e atividade coagulante verificada 

utilizando solução de leite desnatado em pó diluído em CaCl2. A caracterização enzimática foi 

realizada no extrato com razão coagulante significativa (R=1,330), com o predomínio de 

serinoproteases e metaloproteases e atividade catalítica em pH 5,0 e 50°C. As enzimas foram 

fortemente inibidas por Zn+2 e Cu+2. Os parâmetros utilizados favorecem a produção de 

coagulantes de Aspergillus flavo furcatis. 

Palavras-chave: coagulação do leite, fermentação submersa, hidrolases. 

Abstract 

The search for enzymes with coagulant action in bovine milk has increased over the years, 

which causes a high demand to supply the market, generating the need to search for sources of 

these enzymes. The objective of this research was to evaluate the production and optimization 

mechanisms of the synthesis of coagulants from Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451. The 
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matrix culture was obtained on CYA agar [Czapek 0.5% (w/v) + yeast extract 0.5% (p/v)], kept 

in a Petri dish for 7 days. After this period, the inoculum culture was suspended at a final 

concentration of 106 spores/mL in a Neubauer chamber. Submerged fermentation was carried 

out in 125mL Erlenmeyer flasks formulated (g/L): K2HPO4 (2.0); (NH4)2SO4 (1.0); 

MgSO4.7H2O (0.1); NaH2PO4.7H2O (0.9); Yeast Extract (1.0), Gelatin (5.0) and incubated 

at 30°C and 180 rpm for 72 hours. After recovering the crude extract on filter paper and vacuum 

filtration, the effects of the influence of carbon and nitrogen sources and fermentation time 

were verified, using a complete 23 factorial design with three central points. The proteolytic 

activity was determined using 1% azocasein solution (w/v) and coagulant activity verified 

using powdered skim milk solution diluted in CaCl2. Enzymatic characterization was 

performed on the extract with a significant coagulant ratio (R=1.330), with a predominance of 

serine and metalloproteases and catalytic activity at pH 5.0 and 50°C. Enzymes were strongly 

inhibited by Zn+2 and Cu+2. The parameters used favor the production of Aspergillus flavo 

furcatis coagulants. 

Keywords: milk coagulation, submerged fermentation, hydrolases. 

 

Resumen 

La búsqueda de enzimas con acción coagulante en la leche bovina se ha incrementado a lo 

largo de los años, lo que provoca una alta demanda para abastecer al mercado, generando la 

necesidad de buscar fuentes de estas enzimas. El objetivo de esta investigación fue evaluar los 

mecanismos de producción y optimización de la síntesis de coagulantes de Aspergillus flavo 

furcatis DPUA 1451. El cultivo matriz se obtuvo en agar CYA [Czapek 0.5% (p / v) + extracto 

de levadura 0.5% (p / v)], conservado en placa Petri durante 7 días. Después de este período, 

el cultivo de inóculo se suspendió a una concentración final de 106 esporas / mL en una cámara 

de Neubauer. La fermentación sumergida se llevó a cabo en matraces Erlenmeyer de 125 ml 

formulados (g / L): K2HPO4 (2,0); (NH4) 2SO4 (1,0); MgSO4.7H2O (0.1); NaH2PO4.7H2O 

(0.9); Extracto de levadura (1.0), Gelatina (5.0) y se incubó a 30 ° C y 180 rpm durante 72 

horas. Luego de recuperar el extracto crudo sobre papel de filtro y filtración al vacío, se 

verificaron los efectos de la influencia de las fuentes de carbono y nitrógeno y el tiempo de 

fermentación, utilizando un diseño factorial completo de 23 con tres puntos centrales. La 

actividad proteolítica se determinó usando una solución de azocaseína al 1% (p / v) y la 

actividad coagulante se verificó usando una solución de leche desnatada en polvo diluida en 

CaCl2. La caracterización enzimática se realizó sobre el extracto con una relación coagulante 
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significativa (R = 1.330), con predominio de serina y metaloproteasas y actividad catalítica a 

pH 5.0 y 50 ° C. Las enzimas fueron fuertemente inhibidas por Zn + 2 y Cu + 2. Los parámetros 

utilizados favorecen la producción de coagulantes de Aspergillus flavo furcatis. 

Palabras clave: coagulación de la leche, fermentación sumergida, hidrolasas. 

 

1. Introdução 

As proteases são os biocatalisadores mais utilizados em processos biotecnológicos, 

constituindo 65% do total de vendas no mercado mundial de enzimas (Usman et al., 2021). 

Estas hidrolases são usadas principalmente no setor têxtil, na fabricação de detergentes, no 

beneficiamento do couro, na formulação de produtos farmacêuticos, em processos de 

biorremediação e na elaboração de alimentos (Christopher et al., 2021).  

O queijo vem se destacando entre os produtos alimentícios cujo consumo global vem 

aumentando significativamente a cada ano (FAO, 2021). Para elaboração de diferentes tipos de 

queijos, tradicionalmente é utilizado o coalho ou quimosina, enzima proteolítica obtida de 

ruminantes como bezerro, camelo e búfalos (Akishev et al., 2021). Porém, devido à escassez 

de matéria-prima animal, alto preço dos coalhos, questões religiosas, hábitos alimentares, 

restrição ao uso de proteases recombinantes, pesquisas têm sido realizadas para encontrar novas 

fontes de proteases coagulantes para uso na indústria de laticínios (Bakr et al., 2021; Martim et 

al., 2021). 

As proteases de origem microbiana são uma excelente alternativa ao coalho animal, 

pois são enzimas que possuem alto rendimento, elevada variedade bioquímica, menor tempo 

para produção, necessitam de menos espaço, facilidade de manipulação genética e custo-

benefício favorável (Balachandran et al., 2021; Christopher et al., 2021). Entre os 

microrganismos, espécies de Aspergillus consideradas seguras (GRAS – Generally Regarded 

As Safe), como A. niger, A. oryzae e A. flavo furcatis vêm sendo descritas como fontes de 

coagulantes do leite para a uso na produção de queijo (Alecrim et al., 2017; Bensmail et al., 

2020; Prado et al., 2021; Sambo et al., 2021). 

A fermentação submersa, que consiste na utilização de meio líquido contendo nutrientes 

solúveis, é uma tecnologia eficaz para a obtenção de enzimas proteolíticas (Alecrim et al., 

2017). Este bioprocesso possui vantagens como monitoramento dos parâmetros físico-

químicos e ambientais, além da distribuição uniformemente do inóculo, condição que facilita 

a absorção dos nutrientes e a síntese de proteases e de coagulantes (Martim et al., 2017; Lima 

et al., 2020).  
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O custo para a produção de proteases é influenciado pela composição do meio de cultura 

e outros fatores como o pH, temperatura, inóculo e tempo de incubação. Cerca de 30 – 40% 

dos gastos para a obtenção de novas proteases estão relacionados ao meio de cultivo utilizado 

para o crescimento do microrganismo. Portanto, pesquisas que avaliam condições ótimas de 

cultivo são importantes para reduzir o custo de produção e o aumento da biossíntese de enzimas 

proteolíticas (Mamo et al., 2020).  

Esta pesquisa teve como objetivo otimizar e caracterizar a produção de proteases 

coagulantes de A. flavo furcatis, espécie de região tropical, para utilização na indústria de 

processamento de laticínios, com potencial utilização na fabricação de queijo. 

 

2. Metodologia 

2.1 Microrganismo 

Nesta pesquisa foi utilizada uma linhagem de A. flavo furcatis DPUA 1451, cedida do 

acervo da Coleção de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas – UFAM. A 

cultura pura foi obtida em ágar CYA [Czapek 0,5% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v)], e 

mantida em placa de Petri de 90 mm x 15 mm, a 25 °C por sete dias (Klich & Pitt, 1988). 

 

2.2 Preparo do inóculo 

Como inóculo foi utilizada a cultura de A. flavo furcatis em ágar CYA, em tubo de 

ensaio, obtida a 25 °C por sete dias. Na cultura foi preparada uma suspensão de esporos de 

concentração final 106 esporos/mL de meio. A suspensão celular foi homogeneizada em 

agitador de tubo e foi realizada contagem dos esporos em câmara de Neubauer (Mendes et al. 

2016). 

 

2.3 Fermentação submersa 

O cultivo em meio líquido foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 

meio líquido formulado com (g/L): K2HPO4 (2,0); (NH4)2SO4 (1,0); MgSO4.7H2O (0,1); 

NaH2PO4.7H2O (0,9); Extrato de levedura (1,0), Gelatina (5,0). O meio de fermentação será 

esterilizado a 121 °C por 15 min. Para cada 50 mL de meio, em cada frasco Erlenmeyer de 125 

mL foi inoculada a suspensão de esporos equivalente a 106 esporos/mL. A fermentação foi 

conduzida em agitador orbital New Brunswick Scientific®, a 30 °C e 180 rpm por 72 horas.  
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2.4 Recuperação do extrato bruto 

A biomassa foi separada do extrato bruto por filtração a vácuo, utilizando papel de filtro 

Whatman n° 1. Em seguida, o extrato foi novamente filtrado sob vácuo utilizando membranas 

de éster de celulose (0,45 μm) e polietersulfônica (0,22 μm), respectivamente. 

 

2.5 Padronização de condições para a produção de enzimas coagulantes 

2.5.1 Efeitos de fonte de carbono e nitrogênio na produção de proteases 

Para verificação da influência da concentração de fontes de carbono e nitrogênio, e 

tempo de fermentação foi delineado um planejamento fatorial completo 23, com 3 pontos 

centrais (Tabela 1), utilizando o software Minitab versão 19.0. No delineamento experimental, 

inteiramente casualizado foi utilizado como fonte de carbono Amido (A), e como fonte de 

nitrogênio Caseína de soja (Cs), e três tempos de fermentação (3, 5 e 7 dias), totalizando 11 

experimentos. A fermentação submersa foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, 

contendo 50 mL de meio líquido. Em cada frasco foi inoculada uma suspensão celular de 106 

esporos/mL de meio. A fermentação foi conduzida a 30 ºC, 180 rpm. A atividade proteolítica 

foi realizada em triplicata.  

 

Tabela 1. Parâmetros avaliados no planejamento fatorial 23 completo com três pontos centrais 

para otimização da produção de proteases de A. flavo furcatis. [(-1), (0) e (+1) correspondem 

aos níveis inferior, central e superior, respectivamente]. 

Fatores Nível -1 Nível 0 Nível +1 

Fonte de carbono (%) 0,25 0,50 1,0 

Fonte de nitrogênio (%) 0,25 0,50 1,0 

Tempo de Fermentação 

(dias) 

3 5 7 

Fonte: Autores. 

 

2.6 Atividade proteolítica 

Do extrato bruto foi realizada a quantificação de enzimas proteolíticas utilizando a 

metodologia descrita por Leighton et al. (1973), utilizando solução de Azocaseína 1% (p/v) em 

tampão Tris-HCl, pH 7,2. A mistura reacional, constituída por 150 µL de extrato enzimático e 

250 µL de Azocaseína foi mantida na ausência de luz, a 25 °C. Após uma hora, a reação foi 

interrompida pela adição de 1,2 mL de ácido Tricloroacético 10% (p/v), seguido de 
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centrifugação a 4 °C (8.000 x g/10 minutos). Do sobrenadante recuperado foi retirado 800 µL 

para homogeneização em 1,4 mL de NaOH 1M. O branco foi preparado nas mesmas condições 

utilizadas na amostra teste. Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para produzir variação de absorbância igual a 0,1 em 60 

minutos.  

 

2.7 Atividade coagulante 

A atividade coagulante do leite foi determinada seguindo metodologia descrita por 

Arima et al. (1970) com modificações. Como substrato foi utilizado leite desnatado 10% (p/v) 

(Itambé®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), diluído em CaCl2 0,05M, pH 5,8 (Prado et 

al., 2021). Dessa solução foi transferido 5 mL para cada tubo reação, seguindo a incubados a 

40º C, em banho-maria com agitação interna (Marconi MA 179). Após 15 minutos foi 

adicionado 0,5 mL do extrato enzimático bruto, seguindo a homogeneização da mistura e 

incubação durante 40 minutos. A atividade coagulante foi determinada como positiva após 

formação de coágulos na parede do tubo. O resultado foi expresso com base na formação de 

coágulo e a forma de separação do soro do leite visualizado nos tubos de ensaio em: coagulação 

forte (coágulo distinto e soro abundante) ou coagulação fraca (coagulação sem separação visual 

de soro) (Alecrim et al., 2017). Uma unidade de atividade coagulante (U) foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para coagular 1 mL de substrato em 40 minutos a 40 °C. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A atividade coagulante foi calculada de 

acordo com a equação 1, onde 𝑇 é o tempo de formação do coágulo, 𝑆 é o volume do leite em 

(mL) e 𝐸 é o volume de extrato bruto utilizado (Shata, 2005). 

 

         𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟏. 𝑈 =  
2400

𝑇
 𝑋 

𝑆

𝐸
 

 

A razão (R) coagulante do leite foi calculada de acordo com a razão da atividade de 

coagulação do leite e valores de atividade proteolítica conforme descrito na equação 2. 

 

𝑬𝒒𝒖𝒂çã𝒐 𝟐. 𝑅 =  
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑎𝑔𝑢𝑙𝑎𝑛𝑡𝑒 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑜𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎
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2.8 Caracterização bioquímica de proteases coagulantes 

2.8.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade de enzimas coagulantes 

Para determinação do pH ótimo, a atividade proteolítica foi determinada a 40 °C, 

utilizando as seguintes soluções tampão a 0,1 M: acetato de sódio (pH 5,0 e 6,0), Tris-HCl (pH 

7,0 e 8,0) e Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10) por 60 minutos na ausência de luz. Na avaliação da 

estabilidade ao pH, o extrato enzimático foi diluído em cada tampão (1:1, v/v), a 25 °C em 

soluções tampão a 0,1 M: acetato de sódio (pH 5,0 e 6,0), Tris-HCl (pH 7,0 e 8,0) e Glicina-

NaOH (pH 9,0 e 10) e mantida por 60 minutos. Para a avaliação da temperatura ótima, a mesma 

foi determinada incubando o extrato bruto nas temperaturas de 30 a 80 °C (Martim et al., 2017). 

No ensaio de estabilidade a temperatura, o extrato bruto foi incubado em temperaturas de 30 a 

80 °C durante 60 minutos. A atividade das proteases foi determinada nas condições ótimas de 

pH e temperatura. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram 

expressos em atividade enzimática relativa em todos os experimentos (Martim et al., 2017).  

2.9 Efeito de íons metálicos e inibidores de proteases na atividade coagulante 

Para determinação do efeito de inibidores na atividade coagulante foram utilizados: 

Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 1 mM, Ácido Iodoacético 1 mM, Fluoreto de 

Fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM e Pepstatina 1mM. O efeito dos íons metálicos foi 

determinado as seguintes soluções a 1 mM: Sulfato Ferroso (FeSO4), Sulfato de Manganês 

(MnSO4), Sulfato de Magnésio (MgSO4), Cloreto de Sódio (NaCl), Sulfato de Zinco (ZnSO4), 

Cloreto de Potássio (KCl), Cloreto de Cálcio (CaCl2) e Sulfato de Cobre (CuSO4). As amostras 

foram incubadas nas condições ótimas de pH e de temperatura. A atividade enzimática residual 

e coagulante foi comparada ao controle, incubado sem os inibidores ou íons metálicos e 

correspondeu a 100% de atividade. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (Martim et 

al., 2017). 

2.10 Ensaio de toxicidade in vitro de proteases com fibroblastos humanos 

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizados fibroblastos humanos (MRC-5), 

realizado no laboratório Biophar, da Universidade Federal do Amazonas – UFAM, as células 

conservadas no meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com Soro Fetal 

Bovino 10% [v/v (SFB)] e Penicilina 1% (p/v). As células foram mantidas em estufa com 

injeção de CO2 a 5%, a 37 ºC. A citotoxicidade foi avaliada pelo método de Alamar Blue 

(Ahmed et al., 1994). As células foram inoculadas na concentração de 0,5 x 104 células por 

poço, em placas de 96 poços e mantidas a 37 ºC, com CO2 a 5%. Após 24 horas, as células 

foram tratadas na concentração de 100 µg/mL do extrato liofilizado durante 72 horas. Como 
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controle positivo foi utilizada a Doxorrubicina (20 µM ou 34 µg/mL) e como controle negativo 

dimetilsulfóxido-DMSO (0,01%, v/v). Após adição de Alamar Blue (0,4% v/v) as 

fluorescências foram medidas a 465 nm e 540 nm no leitor de microplaca (DTX800 Beckman 

e Coulter). Os ensaios foram feitos em triplicata. As imagens foram capturadas por meio do 

software Zen 2 da Carl Zeiss em Microscópio Gmbh Company® e os dados foram analisados 

no programa GraphPad prism 6.0. 

 

2.11 Análise estatística 

Em todos os experimentos realizados em triplicata, os dados foram submetidos a análise 

estatística de variância e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (ρ <0,05), usando o 

software Minitab, versão 19.0 (Minitab, 2019). 

 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Otimização da produção de proteases de A. flavo furcatis 

Existem poucos trabalhos disponíveis na literatura com demonstrando a otimização de 

enzimas proteolíticas sintetizadas por A. flavo furcatis.  No presente estudo, as melhores fontes 

de carbono e nitrogênio testadas para a produção de coagulantes foram amido e caseína, 

respectivamente.  

A razão coagulante é um importante fator na escolha de fontes substitutas aos coalhos 

tradicionais, estes devem possuir razão coagulante significativa, o que indica maior presença 

de enzimas com ação coagulante específica da caseína do leite, em relação as demais enzimas 

com atividade proteolítica geral (Troch et al., 2016).  

Dos 11 experimentos realizados em fatorial, um quantitativo de 72,7% apresentou 

atividade coagulante do leite bovino. O experimento 9, com concentração de 0,50% de amido 

e caseína e tempo de crescimento de 5 dias apresentou razão coagulante significativa (R= 1,33), 

A razão coagulante (R) demonstra a potencial adequação comercial destas enzimas de 

coagulação do leite na fabricação de queijo (Alecrim et al., 2014). A atividade coagulante do 

experimento 9 (30,38 U) e as demais atividades proteolíticas (U) dos experimentos estão 

demonstrados na tabela 2. 
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Tabela 2. Design fatorial 23 completo com três pontos centrais para a otimização da produção 

de coagulantes A. flavo furcatis. 

Experimentos Ponto 

central 

Tempo 

(dias) 

Concentração 

Amido 

Concentração 

Caseína 

Atividade 

coagulante 

(U) 

Atividade 

proteolítica 

(U/mL) 

Razão 

coagulante 

1 1 3 0,25 0,25 15,89 ± 0,03e 26,35 ± 1,45b 0,60 ± 0,03cd 

2 1 7 1,00 0,25 ND 0,55 ± 0,25e ND 

3 1 3 0,25 1,00 14,73 ± 0,03f 28,35 ± 0,10ab 0,52 ± 0,01d 

4 1 7 1,00 1,00 ND 1,66 ± 0,30de ND 

5 1 3 0,25 0,25 23,30 ± 0,07c 31,44 ± 0,73a 0,74 ± 0,01c 

6 1 7 1,00 0,25 ND 3,91 ± 0,14d ND 

7 1 3 0,25 1,00 13,71 ± 0,02g 27,65 ± 0,91b 0,49 ± 0,01d 

8 1 7 1,00 1,00 14,72 ± 0,03f 26,26 ± 0,91b 0,56 ± 0,02d 

9 0 5 0,50 0,50 30,38 ± 0,0a 23,00 ± 1,98c 1,33 ± 0,11a 

10 0 5 0,50 0,50 28,23 ± 0,11b 21,81 ± 0,16c 1,29 ± 0,05a 

11 0 5 0,50 0,50 22,02 ± 0,07d 20,75 ± 1,19c 1,06 ± 0,06b 

ND = não determinado. Fonte: Autores. 

 

O gráfico de Pareto (Figura 1) mostra as variáveis e as interações que influenciaram na 

produção de coagulantes por A. flavo furcatis, somente a concentração de amido apresentou 

efeito significativo (p < 0,05). Kalaskar et al. (2014) apresentaram um aumento na produção 

de proteases de A. niger utilizando amido como fonte de carbono, com potencial aplicação 

comercial a baixo custo do procedimento. Gnanadoss e Devi (2015) utilizaram amido para 

aumentar a produção de proteases em A. nidulans e A. flavus, além de reduzir o custo de 

produção enzimática.  

Sharma et al. (2017) utilizando linhagens de Aspergillus verificaram que a utilização de 

amido para padronização do processo de produção de proteases otimizou este procedimento. 
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Figura 1. Gráfico de Pareto identificando os fatores e as interações significativos na 

produção de proteases coagulantes do leite de A. flavo furcatis. 

 

Fonte: Autores. 

 

3.2 Caracterização bioquímica de enzimas coagulantes de A. flavo furcatis 

A figura 2 demonstra o efeito do pH na atividade e na estabilidade do coagulante de A. 

flavo furcatis. Nas condições avaliadas, as proteases apresentaram 100% de atividade relativa 

em pH 5,0, resultado que evidencia a atividade ótima desses biocatalisadores em pH levemente 

ácido. Com o aumento do potencial hidrogeniônico, a ação catalítica decaiu e em pH 10 a 

enzima demonstrou 70,183% de atividade. A estabilidade enzimática foi observada entre pH 7 

a 9, faixa em que a protease manteve atividade acima de 90%. Entre vários parâmetros, o pH e 

a temperatura são considerados essenciais para a máxima atividade enzimática (Banerjee et al., 

2017).  

Usman et al. (2021) utilizando fungo filamentoso pertencente ao gênero Aspergillus, 

este apresentou atividade máxima em pH 5,0 e estabilidade ao pH na faixa de 4 a 6, resultado 

que corrobora com os obtidos nesta pesquisa, no entanto foi utilizada a técnica de fermentação 

em estado sólido nesta investigação. Lizardi-Jiménez et al., (2019) registraram atividade 

máxima em pH 6,5 na atividade de coagulação do leite bovino do extrato bruto enzimático 

produzido por fermentação em estado sólido de Rhizopus microsporus var. chinensis. Mamo 

et al., (2020) em sua pesquisa com Aspergillus oryzae observaram atividade de coagulação em 

pH em 5,0, dados similares aos obtidos nesta pesquisa. 
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De acordo com Ahmed, Wehaidy, Ibrahim, El Ghani, & El-Hofi (2016) e Martim et al. 

(2021), as modificações de pH podem alterar a carga elétrica de aminoácidos no sítio ativo 

enzimático ou alterar as estruturas das enzimas. Essas modificações sensibilizam a ligação com 

o substrato e enzimas, resultando na redução da atividade catalítica. 

 

 

Figura 2. Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimática de A. flavo furcatis DPUA 

1451. 

 

● = Atividade pH ótimo; ■ = Estabilidade ao pH (fonte: Autores). 

 

A temperatura ótima de atividade enzimática foi registrada em 50 °C, com declínio de 

atividade catalítica com o aumento da temperatura.  A estabilidade foi detectada na faixa de 30 

a 40 °C (Figura 3). Usman et al. (2021) verificaram que a atividade ótima de um isolado do 

gênero Aspergillus foi em temperatura de 50 °C, e estabilidade a temperatura na faixa de 40-

60 °C, resultado similar ao presente trabalho. Mamo et al., (2020) em sua pesquisa com 

Aspergillus oryzae obtiveram temperatura ótima da atividade de coagulação em 60 °C, com 

estabilidade em 35-45 °C, resultados semelhantes aos apresentados neste trabalho.  

Lizardi-Jiménez et al., (2019) demonstraram atividade catalítica em temperatura de 40 

°C do extrato bruto de Rhizopus microsporus var. chinensis na caracterização de enzimas 

coagulantes do leite bovino. A temperatura é um importante fator na síntese enzimática pois 

pode afetar diretamente a produção de enzimas, com o aumento da temperatura, pode ocorrer 

a desnaturação proteica, além de influenciar vias metabólicas (Sattar et al., 2019). 
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Figura 3. Efeito da temperatura na atividade (●) e estabilidade (■) enzimática de A. 

flavo furcatis DPUA 1451. 

 

Fonte: Autores. 

 

O efeito de inibidores na atividade enzimática de A. flavo furcatis está demonstrado na 

tabela 3. Todos os inibidores redziram a atividade enzimática do extrato de A. flavo furcatis. 

PMSF e EDTA reduziram a atividade em 29 e 39% respectivamente, em concentração de 1 

mM, demonstrando a presença de serinoproteases e metaloproteases. Ácido Iodoacético e 

Pepstatin A atenuaram a atividade das enzimas proteases em 51 e 80% respectivamente.  

Resultados semelhantes aos de Mamo et al. (2020), Iodoacetamina, EDTA e PMSF 

tiveram efeitos leves sobre o extrato de A. oryzae na concentração de 10 mM. Silva et al., 

(2018) também reportaram que as enzimas produzidas por A. tamarii foram inibidas fortemente 

por Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF), indicando a presença de serinoproteases no extrato. 

 

Os resultados referentes ao efeito de íons metálicos na atividade de proteases 

demonstraram que os íons Zn2+ e Cu2+ foram os que mais reduziram a atividade de proteases, 

com 6,5 e 7,0 % respectivamente. Os íons K+, Ca2+ e Mg2+ promoveram discreta inibição com 

67, 67 e 72% respectivamente, o resultado completo está demonstrado na tabela 3. Mamo et 

al., (2020) reportaram que as enzimas produzidas por A. oryzae foram inibidas com íons Zn2+ 

e aumentaram a atividade enzimática com íons Mn2+.  
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Silva et al., (2018) mostraram que a atividade de proteases de A. tamarii foi fortemente 

reduzida com íons Zn2+ e apresentou aumento na atividade com íons Mg2+. 

 

Tabela 3. Efeito de íons metálicos e inibidores na atividade de A. flavo furcatis 

Íon metálicos/inibidores Concentração (mM) Atividade relativa (%) 

Controle - 100 

Fe2+ 1 16 ± 0,16 

Mn2+ 1 66 ± 0,04 

Mg2+ 1 72 ± 0,06 

Na+ 1 65 ± 0,03 

Zn2+ 1 6,5 ± 0,02 

K+ 1 67 ± 0,01 

Ca2+ 1 67 ± 0,35 

Cu2+ 1 7,0 ± 0,04 

Ác. Iodoacético 1 51 ± 0,21 

PMSF 1 29 ± 0,35 

EDTA 1 39 ± 0,40 

Pepstatin A 1 80 ± 0,84 

PMSF = Fluoreto de Fenilmetilsulfonila; EDTA = Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético 

(fonte: autores). 

  

A toxicidade do extrato bruto enzimático de A. flavo furcatis DPUA 1451 foi negativa 

no ensaio utilizando fibroblastos humanos MRC-5, não sendo observada mudança morfológica 

das células durante 72 horas de tratamento. Em 7 concentrações testadas não houve alteração 

na viabilidade celular, quando comparadas ao controle negativo Dimetilsulfóxido - DMSO 

(figura 4) portanto, as enzimas produzidas podem ser utilizadas na indústria de alimentos. 

Resultado similar ao de Alecrim (2017), utilizando uma espécie de A. flavo furcatis constatou 

que a espécie não é tóxica a células humanas. 
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Figura 4. Avaliação do efeito citotóxico do extrato bruto de Aspergillus flavo furcatis 

DPUA 1451 frente a fibroblastos MRC-5 humanos em diferentes concentrações de DMSO 

(controle negativo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autores. 

 

 

4. Conclusão 

As fontes de carbono e nitrogênio utilizadas nesta pesquisa favoreceram a produção de 

coagulantes de Aspergillus flavo furcatis DPUA 1451. A caracterização enzimática indicou 

atividade ótima em pH 5,0, e estabilidade ao pH na faixa de 4,0 a 6,0, e temperatura com 

atividade ótima em 50 °C e estabilidade na faixa de 30-40 °C, com a presença de 

serinoproteases e metaloproteases e enzimas não tóxicas frente a fibroblastos humanos, 

indicando potencial utilização na indústria de alimentos, na fabricação de queijos. 
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