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RESUMO

A industria de laticinios vem crescendo no Brasil, com destaque para 0s queijos, um produto nutritivo,
rico em proteinas, vitaminas e minerais. E devido a escassez do coalho tradicional de origem animal,
proteases coagulantes microbianas tem se tornado uma alternativa promissora na producgdo de leite.
Entre os microrganismos produtores de proteases, os fungos sdo preferidos para aplicacbes
biotecnoldgicas e industriais, mas ainda sdo pouco explorados sobretudo oriundos de areas de ecétono
Cerrado-Caatinga. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o isolado de Trichoderma spp.
isolado de areas de ecotono Cerrado-Caatinga piauiense quanto a producdo de proteases coagulante do
leite e avaliar sua atividade proteasica e dosagem de proteina. A producdo de proteases foi realizado por
Fermentacdo em Estado Sélido (FES) utilizando diferentes residuos agroindustriais (casca de arroz,
casca de laranja, casca de mandioca, sabugo de milho e farelo de soja) sendo utilizados como meios de
cultura para a inoculacéo do o fungo Trichoderma spp. Esse fungo filamentoso se mostrou eficiente para
a producdo de proteases, apresentando variacdo de producdo de acordo com os substratos utilizados
variando de 7,73 a 37,86 U/mL. Ja para atividade coagulante do leite apenas os substratos casca de
mandioca, farelo de soja e casca de arroz foram efetivos obtendo 133,33; 80,00 e 10,00 unidades,
apresentando uma forte coagulacéo do leite, que é quando ocorre a formacdo de um coagulo distinto e
soro abundante. Dessa forma, o Trichoderma spp. apresenta potencial para producéo de proteases e
proteases coagulantes do leite. Dentre 0s substratos testados, farelo de soja, casca de laranja e casca de
mandioca foram eficiente para producdo de proteases, e a casca de mandioca para a producdo de
proteases coagulante do leite, sendo portanto o uso de residuos e co-produtos agroindustriais uma
alternativa eficiente e biosustentavel para a producéo de proteases de interesse lacteo.
Palavras-Chave: Proteases, cerrado, Piaui, residuo agroindustrial.

RESUMEN

La industria lactea viene creciendo en Brasil, especialmente el queso, un producto nutritivo rico en
proteinas, vitaminas y minerales. Y debido a la escasez del cuajo animal tradicional, las proteasas
coagulantes microbianas se han convertido en una alternativa prometedora en la produccion de leche.
Entre los microorganismos productores de proteasas, los hongos son los preferidos para aplicaciones
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biotecnoldgicas e industriales, pero ain son poco explorados, especialmente de las areas del ecotono
Cerrado-Caatinga. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el aislado de Trichoderma spp.
Ecotono de areas aisladas de Cerrado-Caatinga Piaui para la produccién de proteasas coagulantes de
leche y evaluacion de su actividad proteasa y dosificacion proteica. La produccion de proteasas se realizd
por Fermentacién en Estado Solido (FES) utilizando diferentes residuos agroindustriales (cascara de
arroz, cascara de naranja, cascara de yuca, mazorca de maiz y salvado de soya) sirviendo como medios
de cultivo para la inoculacion del hongo Trichoderma spp. Este hongo filamentoso demostrd ser
eficiente para la produccion de proteasas, variando la produccién segln los sustratos utilizados, entre
7,73y 37,86 U/mL. En cuanto a la actividad coagulante de la leche, solo los sustratos de cascarilla de
yuca, harina de soya y cascarilla de arroz fueron efectivos, obteniendo 133,33; 80,00 y 10,00 unidades,
mostrando una fuerte coagulacion de la leche, que es cuando se forma un coégulo distinto y abundante
suero. Asi, Trichoderma spp. presenta potencial para la produccién de proteasas y proteasas coagulantes
de la leche. Entre los sustratos probados, la harina de soya, la cascara de naranja y la cascara de yuca
resultaron eficientes para la produccion de proteasas, y la cascara de yuca para la produccion de
proteasas coagulantes de la leche, por lo que el aprovechamiento de residuos y coproductos
agroindustriales es una alternativa eficiente y biosostenible. para la produccion de proteasas de interés
lacteo.

Palabras Clave: Proteasas, cerrado, Piaui, residuos agroindustriales.

ABSTRACT

The dairy industry has been growing in Brazil, especially cheese, a nutritious product rich in proteins,
vitamins and minerals. And due to the scarcity of traditional animal rennet, microbial coagulant
proteases have become a promising alternative in milk production. Among the protease-producing
microorganisms, fungi are preferred for biotechnological and industrial applications, but they are still
little explored, especially from Cerrado-Caatinga ecotone areas. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the isolate of Trichoderma spp. Isolated areas of Cerrado-Caatinga Piaui ecotone for the
production of milk coagulant proteases and evaluate its protease activity and protein dosage. The
production of proteases was carried out by Solid State Fermentation (SSF) using different agro-industrial
residues (rice peel, orange peel, cassava peel, corn cob and soybean bran) being used as culture media
for the inoculation of o fungus Trichoderma spp. This filamentous fungus proved to be efficient for the
production of proteases, with production varying according to the substrates used, ranging from 7.73 to
37.86 U/mL. As for milk coagulant activity, only cassava husk, soybean meal and rice husk substrates
were effective, obtaining 133.33; 80.00 and 10.00 units, showing strong milk coagulation, which is when
a distinct clot and abundant whey form. Thus, Trichoderma spp. presents potential for the production of
milk coagulating proteases and proteases. Among the substrates tested, soybean meal, orange peel and
cassava peel were efficient for the production of proteases, and cassava peel for the production of milk
coagulant proteases, therefore the use of residues and agro-industrial co-products is an alternative
efficient and biosustainable for the production of proteases of dairy interest.

Keywords: Proteases, cerrado, Piaui, agroindustrial waste.

INTRODUCAO
O queijo é um produto que pode ser descrito como o resultado parcial da separacéo do

soro do leite, utilizando-se métodos como a acdo fisica do Coalho, enzimas e/ou bactérias
especificas, dentre outros. Pode ser definido como um produto fresco ou maturado, além da
possibilidade de agregacéo de aditivos e especiarias (SARAIVA et al., 2023).

Devido aos seus nutrientes como proteinas, minerais e vitaminas, possui um bom valor
nutricional, o que proporciona o potencial da cadeia produtiva de leite e dos produtos derivados

(NEIVA, 2022). Nos ultimos anos, houve um aumento no mercado global de queijo, e esta
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previsto uma Taxa de Crescimento Anual Composta (CAGR) de 6,8% entre os anos 2020 e
2025, de acordo com o relatério da Mordor Inteligéncia (2022).

Entretanto, a forma tradicional de producdo de queijo envolve o uso de enzimas
coagulantes de origem animal (a renina, que pertencente a classe das proteases, extraida do
estbmago de bezerros), o que pode resultar em problemas éticos, bioldgicos e de
sustentabilidade. Diante disso, a busca por alternativas de coagulantes vem se tornando uma
area de interesse cientifico para os pesquisadores.

Uma das alternativas de enzimas coagulantes €, a protease de origem microbiana, que
faz parte de um grupo enzimatico que catalisam a hidrolise de ligacGes peptidicas em proteinas
(NASCIMENTO et al., 2021). Essas proteases fazem parte do grupo de biocatalisadores
aplicados a producao industrial, desempenham um papel na producéo de alimentos, cosméticos,
medicamentos (SNYMAN et al., 2019). Os microrganismos sdo considerados como fonte
preferencial dessas enzimas, representando aproximadamente 60% das vendas mundiais. 1sso
significa que mais de 50% das enzimas industriais sdo produzidas por fungos filamentosos e
leveduras, 30% por bactérias, 8% por animais e apenas 4% por plantas (RIGO et al., 2021),
sendo uma area biotecnoldgica em crescente expansdo, que movimenta bilhdes de dolares
anualmente (VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003; QUEIROZ et al., 2020).

De acordo com Papadaki et al. (2020), o mercado global de enzimas foi avaliado em US
$ 7,1 bilhdes em 2017 e podera alcangar US$ 10,5 bilhGes em 2024, apresentando uma taxa de
crescimento anual de 5,7% ente 2018 a 2024, com destaque para o0 continente Europeu que
representa 1/3 de producdo global de enzimas no ano de 2017 e no mesmo ano, estimou-se que
cerca de 70% da quota de mercado de enzimas era produzida por microrganismos.

As proteases produzidas por fungos filamentos podem ser produzidas por meio de
processos de Fermentacdo em Estado Soélido (FES) (Nascimento et al., 2021), com uso de
subprodutos agroindustrias, tendo como vantagem a disponibilidade e custo barato para
aquisicdo, além de gerar um reaproveitamento do mesmo (SILVA et al., 2009; HERNANDEZ
e LOPEZ, 2010). As enzimas oriundas desse processo podem ter varias aplicabilidade,
principalmente na industria alimenticia (PATYSHAKULIYEVA, 2021), como por exemplo na
poducéo de queijos, no processo de coagulacao.

E notéavel o aumento da busca por parte das inddstrias na utilizacio de fungos filamentos
para produgéo de proteases. Uma vez que produzem enzimas em grande quantidade e variedade
e possuem facilidade em crescer ao natural em substratos solidos, tendo uma excelente
capacidade de fermentagdo. Dentre 0s microrganismos de interesse para a producdo de

proteases, destaca-se o fungo Trichoderma spp (WEISS, 2020). presente em areas de ecotono
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Cerrado-Caatinga, local onde a biodiversidade apresenta uma microbiota rica e promissora na
producéo de moléculas bioativas, com potencial natural para uso nos processos biotecnologicos.
Este género de fungo, amplamente utilizado como agente de controle bioldgico
empregados na producao agricola mundial, devido ao grande potencial de melhoramento do
solo e plantas, além da inibi¢do de desenvolvimento de fitopatdgenos (MORAIS et al., 2022).
A bioprospeccdo de Trichoderma spp. como fonte de proteases coagulantes, oriundos
do cerrado piauiense oferece a possibilidade de explorar 0s recursos naturais locais e reduzir a
dependéncia de coagulantes de origem animal, contribuindo para o crescimento global da
inddstria queijeira (MAMO et al., 2020). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o isolado
de Trichoderma spp. isolados de &reas de ecotono Cerrado-Caatinga piauiense quanto a
producdo de proteases coagulante do leite e avaliar sua atividade protedsica e dosagem de

proteina.

REFERENCIAL TEORICO

Coalhos e Coagulantes

A coagulacdo ¢ a etapa mais decisiva na producéo de queijos, ocasionando modificacdes
fisico-quimicas nas micelas de caseina, resultando na transformacao do leite em estado liquido
para gel, também conhecida como coalhada. Para que ocorra tal processo, é necessario a adi¢ao
de coalhos ou coagulantes, que sdo enzimas fundamentais no processo de producéo de queijos,
responsaveis pela primeira etapa da coagulacdo enzimatica do leite (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2011).

A definicdo de coalho se refere as enzimas obtidas do quarto estdmago de ruminantes
(abomaso), onde age sobre a proteina do leite, como, por exemplo, o coalho bovino. Ja os
coagulantes representam todas as enzimas coagulantes do leite, obtidas por meio diferente do
coalho, podendo ser adquiridas de vegetais e microrganismos (ANTUNES e SAITO 2011).

O coalho de origem bovina é composto de uma mistura de duas proteinas: renina e
pepsina. Entretanto, esta relacdo renina-pepsina pode variar de acordo coma identidade do
animal, ou seja, quanto mais jovem o animal maior a proporc¢ao de renina, o que ird proporcionar
uma maior atividade na coagulacdo da caseina. Além da idade, o0 manejo da adequado da
alimentacéo antes do abate também poderé influenciar na proporcdo (LIMA et al., 2003).

Com o aumento mundial da producdo de queijos nos ultimos anos (MORDOR
INTELIGENCIA, 2022) e a escassez de coalho, devido a baixa disponibilidade de animais
jovens para abate (SILVA, 2013), tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas voltadas
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para a producdo de coagulantes do leite através de enzimas a partir de fontes alternativa,
proveniente principalmente de plantas, fungos e leveduras.

As enzimas coagulantes utilizadas na producdo do queijo, desempenha sua
funcionalidade de acordo com o tipo de enzima empregada. Por isso, estudos voltados para
avaliar o potencial de diferentes fontes produtoras de enzimas coagulantes, sdo importantes,
uma vez que a producdo de queijo o Brasil e no mundo estd em crescente aumento,
impulsionado pelo aumento da demanda em todo o mundo. Dessa forma, a adi¢do de enzimas
coagulantes do grupo das proteases podem ser uma alternativa com potencial na inddstria do

queijo.

Proteases

As proteases, também chamadas de peptidases ou proteinases, sdo classificadas de
acordo com a Enzyme Comission of International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (IUBMB) dentro do grupo 3 (hidrolases) e subgrupo 4 (hidrolases de ligacdes
peptidicas). Ou seja, sdo enzimas hidroliticas, onde a presenca de uma ou mais moléculas de
agua (H20) irdo desencadear a quebra de outras moléculas, tendo como funcgéo a quebra de
ligacdes peptidicas das proteinas (GOMES et al., 2019).

Essas enzimas podem ser caracterizadas de acordo com o seu local de agdo
(exopeptidases e endopeptidases), com as substancias presentes em seu sitio ativo (aspartico,
cisteina, glutamico, metalo, asparagina, misto, serina, treonina e desconhecido) (MEROPS,
2019), e de acordo com o seu pH 6timo para melhor expressar sua ativacéo (proteases acidas,
neutras e alcalinas) (NASCIMENTO et al., 2021). E podem ser encontradas em diversos
organismos, como plantas, animais e microrganismos (KERMASHA e ESKIN, 2021).

Nas plantas, estas enzimas comumente sdo encontradas no latex e nas sementes (ex.
papaina em Carica papaya) (HAFID et al., 2020). Em animais, as proteases podem ser
encontradas dentro dos organismos (ex. renina bovina) ou nas peconhas de animais pegonhentos
(ex. metaloproteases presentes na peconha de Echis pyramidum) (EI-YAMANY et al., 2020).
Outra fonte de proteases sdo 0s microrganismos (virus, bactérias, protozoarios, leveduras e
fungos), como € o caso da protease acida produzida com Aspergillus sp. (CHIMBEKUJWO, et
al. 2021), serina protease com Bacillus sp. (YANG et al., 2021), protease aspartica com
Penicillium sp. (GUO et al., 2021).

Proteases microbianas
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Dentre as fontes de producdo de proteases (plantas, animais e microrganismos), a
produgdo por via microbiana tem sido a alternativa mais utilizada, por serem obtidas através de
processos simples, rapidos e economicamente mais viavel (NASCIMENTO et al., 2021), sendo
capaz de atender com maior eficiéncia a demanda do mercado mundial, uma vez que, as demais
fontes de producdo podem ser afetadas pelas condigdes climéticas e animais suficientes para o
abate (devendo seguir as normas das politicas agropecuérias e governamentais) (SOUZA,
2015).

A producdo das proteases microbianas se da por meio de processos fermentativos
(fermentacdo submersa e a fermentacdo em estado sélido). Dentre esses processos, a
fermentacdo em estado solido tem se destacado pela possibilidade de utilizar apenas um
substrato (podendo ser de origem de residuos e coprodutos do setor agroindustrial) e condicdes
adequadas para o desenvolvimento dos microrganismos e a producdo de biomoléculas
(Nascimento et al., 2021). De acordo com Oliveira e Rodrigues, (2016), esse processo tem a
vantagem de necessitar de um teor reduzido de agua, principalmente para proteases fungicas,
produzindo metabdlitos de forma concentrada.

Além do mais, 0os microrganismos possuem uma grande diversidade bioguimica e
suscetibilidade & manipulacdo genética. A partir disso, a diversidade microbiana tem sido
explorada na finalidade de identificar-se microrganismos potenciais na producdo de proteases
(CLERICI et al., 2021). Dentre os microrganismos produtores de proteases, 0s fungos
filamentos sdo os mais utilizados (RIGO et al., 2021).

Ao realizar uma breve pesquisa em bancos de dados cientificos, foi observado que as
espécies de fungos mais utilizadas na producdo de enzimas pertencem ao género Aspergillus,
como A. niger, A. fumigatus, e A. oryzae, conhecidos por secretar uma grande variedade de
enzimas e proteinas extracelulares com aplicabilidade em diversas areas (Bianco e Perrotta,
2015), entretanto existe uma grande diversidade de espécies ainda pouco explorados para a
producdo de enzimas de interesse industrial., como é o caso dos Trichoderma spp.

Este género de fungo ja € bem conhecido no setor agricola pela sua capacidade de atuar
como agente de controle bioldgico (MORAIS et al., 2022) presentes em areas de ecotono
Cerrado-Caatinga, regido que compreende a terceira maior area ecotonal do Brasil. Os ecétonos
sdo areas resultante do contato entre dois ou mais biomas, refletindo mudancas locais e
regionais nas condicGes abioticas e bioticas (Oliveras; Malhi, 2016), apresentando
biodiversidade com microbiota rica e promissora na producdo de moléculas bioativas, com
potencial natural para uso nos processos biotecnoldgicos.

Por isso, a bioprospeccdo de fungos presentes nessas areas, com fins de
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biodegradabilidade de residuos organicos tem um enorme potencial para a producdo de
enzimas, visto que, por meios de técnicas de fermentacbes, podem ser aproveitado residuos e
coprodutos do setor agroindustrial, apresentando vantagens tanto dos pontos de vista
econdmicos quanto ambientais. Dessa forma, é de suma importancia a utilizacdo de tecnologias
que aproveitem o crescente volume de residuos gerados para obtengdo de diversas moléculas
com alto valor agregado, sobretudo proteases coagulantes que possam ser utilizados na industria

de producéo de queijo.

Aplicacéo de residuos agroindustriais para producao de enzimas

O Brasil, apresenta uma economia fortemente ligada a agricultura, o que acaba gerando
uma grande quantidade de residuos da agroinddstria. Esses residuos, em geral, abrangem 0s
subprodutos gerados durante o processamento industrial de produtos agricolas ou animais ou
obtidos de atividades agricolas (SANTOS et al., 2018), como € o caso da casca de arroz, casca
de laranja, sabugo de milho, casca de mandioca e muitos outros. E por muitas vezes nao haver
um aproveitamento direto desses residuos, devido ao baixo ou nenhum valor comercial ser
atribuido a eles. Por isso, hd uma grande preocupacdo em relacdo aos problemas que esses
residuos podem gerar, se descartado de forma errada.

Esses residuos, normalmente sdo ricos em acgucares fermentaveis e nutrientes, o que
favorece o crescimento de microrganismos, podendo gerar produtos com grande aplicabilidade
na industrial (PANDA et al., 2016), uma vez que, através do processo de fermentacdo, €
possivel a biotransformacao ou sintese de uma substancia a partir de um substrato pela acao de
um microrganismo, como € o caso das enzimas (ROVEDA et al., 2010).

Isso enfatiza a importancia de desenvolver biotecnologias que use 0s residuos
agroindustriais em substituicdo aos substratos convencionais e ndo renovaveis usados em
bioprocessos, pois, além de manter o rendimento e reduzir os custos de producdo, proporciona
0 reaproveitamento desses residuos, contribuindo para a reducdo do acimulo desses materiais

no meio ambiente, que € considerado um problema ambiental atual.

METODOLOGIA
Isolamento dos fungos filamentosos

Foi utilizado o fungo do género de Trichoderma spp. (Figura 01) isolado de um ecétono
Caatinga-Cerrado piauiense coletado de fragmentos de areas de reserva nas regides proximas

ao municipio de Bom Jesus — PI, (8°51'7,48" S e 44°11'39,95" W), em areas preservadas e
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agricultveis. As amostras de folhas e do caule de plantas, assim como amostras de solo e
serapilheira, foram acondicionadas em sacos plasticos previamente esterilizados e
transportados até o Laboratorio de Fitopatologia da UFPI, no campus Professora Cinobelina
Elvas-Bom Jesus - PI, para analise. Apos a identificacdo do fungo, o mesmo foi mantido em
meio de cultura batata dextrose agar (BDA) (Himedia) a 25°C por 7 dias até ocorrer

esporulacao.

) Fig'l.Jra 01: Trichoderma spp crescido em meio BDA

Fonte: Prdpria (2023).

Selecdo dos Substratos para a producéo de proteases e proteases coagulante do leite por
Fermentacédo em Estado Solido (FES)

O Trichoderma spp foi inoculado na concentragdo final de 10 esporos/mL em frascos
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 3 gramas de residuos agroindustrias (autoclavados a 20 min
por 121°C): casca de arroz, casca de laranja, casca de mandioca, sabugo de milho, farelo de soja
padronizados com tamiz de granulometria entre 1,0 a 2,0 mm. Os substratos foram secos até a
completa desidratagdo e entdo armazenados em recipientes plasticos para uso posterior. Para

cada situagéo, a quantidade de protease e protease coagulante do leite produzida foi avaliada.

Preparagéo do Inoculo

Os esporos do fungo foi coletado por meio de solugdo nutritiva composta por extrato de
levedura 0,5% (p/v) e glicose 1% (p/v) diluido em tampéo fosfato de sédio 245 mM e pH 7,0
previamente esterilizados: Os esporos foram contados em cdmara de Neubauer até uma
concentracéo final de 107 esporos/mL. Posteriormente foi realizado a inoculacdo dos esporos
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em Erlenmeyers contendo os residuos agroindustriais autoclavados para a producdo de
proteases em FES (Figura 02).

Figura 02: llustracdo de FES utilizando a casca de arroz, laranja, farelo de soja, sabugo de milho e casca de
mandioca inoculadas com Trichoderma spp.
- il

Fonte: Prépria (2023).

Extracédo das Proteases

A extracdo da enzima foi realizada ap06s 72 horas de fermentacdo. Apds esse periodo,
foi adicionado 7,5 mL de tampédo fosfato de sodio pH 7 (245 mM) para cada 1 grama de
substrato presente, posteriormente os Erlenmeyers foram colocados em um agitador orbital a
150 rpm por 60 min em temperatura ambiente (Figura 03) e o conteudo filtrado com o auxilio
de gazes e centrifugado a 8.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi denominado de
extrato enzimatico bruto e foi mantido em congelador e freezer, para ser utilizado

posteriormente para determinacdes de analises bioquimicas.

Figura 03: Extracdo das proteases em agitador orbital.

Fonte: Propria (2023).
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Determinacéo da atividade proteésica

A atividade proteésica foi determinada pelo método de GINTHER (1979). Amostras de
1 mL de ensaio contendo Tris-HCI 0,2 M, pH 7,2, 10-3 M de CaCl2, 1,0% (p/p) de azocaseina
e 150 pL da protease fibrinolitica foran incubadas a 28 °C por 1 h. A reacéo foi interrompida
pela adicdo de 1,0 mL de 10% (p/v) solugdo de &cido tricloroacético. Apos centrifugacdo em
3000xg durante 15 min, uma aliquota (0,8 mL) do sobrenadante foi adicionado a um segundo
tubo contendo 0,2 mL de 1,8 N de NaOH. As amostras foram entdo homogeneizadas em um
vortex e a absorbancia medida a 420 nm. A atividade foi definida como a quantidade de enzima

responsavel para o aumento de 0,1 na absorbancia por hora.

Determinacéo de Proteina
O teor de proteina foi determinado pelo método descrito por Bradford (1976) (Figura
03) usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. Cada experimento foi realizado em

triplicata e o valor médio foi entdo calculado apds correcdo com o branco correspondente.

Figura 04: : llustracdo dos extrato enzimatico brutos com o reagente de bradford para determinagdo de proteina.
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Fonte: Prépria (2023).

Atividade coagulante do leite

A atividade de coagulagéo do leite foi determinada de acordo com Merheb-Dini et al.
(2010) usando 10% (p/v) desnatado leite em p6 (Camponesa, Embaré, Centro, Lagoa da Prata,
Minas Gerais, Brasil) em CaCl, a 0,05 M, como substrato. Resumidamente, 5 mL de solugéo
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lactea foram distribuidas em tubos de ensaio e pré-incubadas em banho-maria microprocessado
(Quimis, Q215 Mmodelo 179, Cambridge, Reino Unido) a 50 °C por 15 min. O extrato
enzimatico (500 L) foi adicionado ao leite e o tempo de contagem iniciado. Para uma melhor
visualiacdo da formacéo de coagulos, eram realizados manualmente movimentos giratéorios do
tubo de ensaio. O tempo em que as primeiras particulas foram formadas foi medido. Todas as
amostras foram preparadas em triplicata. Uma unidade de atividade de coagulacgao do leite (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para coagular 1 mL de substrato em 40
min a 50 °C. Atividade de coagulacédo do leite (U) (equacdo 1) e a razdo (R) (equacdo 2) foram

calculados usando as seguintes equagdes:

2400 x S
U= — 1)
TxE
Atividade de coagulacio do leite (2)

Atividade proteolitica

onde 2400 é o tempo total da atividade de coagulacdo do leite (s), S é o volume de leite (mL),
E € o volume da enzima (mL) e T é o tempo de formacdo da coagulacdo (s). Para selecionar
uma cepa e caracterizar suas enzimas, as amostras foram agrupadas em trés classes de acordo
com a formacao de coagulo de leite compacto e soro de leite separacdo no tubo de ensaio: forte
coagulacao do leite (codgulo distinto e soro abundante), fraca coagulacédo do leite (formacéo de
coagulo sem clara separacao do soro de leite) e leite sem coagulacdo (codgulo e soro de leite

ausente).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producéo de Protease Fibrinolitica por FES

A tabela 01 mostra a producdo de proteases por Trichoderma spp. em diferentes fontes
de substrato. Nas condicGes avaliadas, os substratos com maior teor de proteina, como farelo
de soja, casca de laranja e casca de mandioca, foram 0s que apresentaram maior producéo de
protease. O farelo de soja e casca de laranja apresentaram atividades proteasicas de 37,867
U/mL e 37,000 U/mL, respectivamente, seguido da casca da mandioca (33,100 U/mL). Tais
resultados sdo superiores aos encontrados por Prado et al., (2021), ao avaliar a producéo de
proteases com diferentes espécies de Aspergillus (32,00 U/mL).

A maior producdo enzimaética obtida utilizando farelo de soja, casca de laranja e casca

de mandioca esta relacionado com a maior disponibilidade de nutrientes presentes nesses
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substratos para o crescimento do fungo. Uma vez que, o farelo de soja contém a maior parte de
proteinas da soja, sendo um substrato rico em nutrientes e energia. A casca de laranja contém
polissacarideos insollveis (pectina, celulose e hemicelulose) e carboidratos soltveis (glicose,
sacarose e frutose) (Zhou et al., 2019), sendo um subproduto barato e com potencial para o
crescimento de microrganismos, como observado neste trabalho. J4 a casca da mandioca
apresenta altos teores de amido e teores menores de proteina, gordura e fibra (Vieira et al.,
2018).

Tabela 01: Producéo de protease fibrinolitica por Trichoderma spp. usando diferentes substratos em FES.
Atividade Proteésica Proteina Atividade especifica

Substrato (U/mL) (mg/ml) (U/mg)
Casca de Arroz 7,733 0,109 70,948
Casca de Laranja 37,000 0,564 65,545
Casca de Mandioca 33,100 0,497 66,600
Sabugo de Milho 15,700 0,171 91,545
Farelo de Soja 37,867 1,533 24,693

Fonte: Propria (2023).

Em relacdo a atividade especifica das proteases (Tabela 01), os maiores valores foram
observados no crescimento dos fungos em subtratos de sabugo de milho e casca do arroz,
91,545 U/mg e 70,948 U/mg, respectivamente. Nos substratos de casca de laranja e casca de
mandioca, os resutados foram semelhantes. JA o farelo de soja, foi que apresentou menor
atividade especifica, 73% mais baixo em relacdo ao sabugo do milho. Esses resultados indicam
gue mesmo produzindo uma menor quantidade de proteases, os sabugos de milho e a casca do

arroz, produzem proteases com maior capacidade individual de quebra de proteinas.

Atividade coagulante do leite

Os resultados referente a fermentacdo do isolado Trichoderma spp em diferentes
extratos para andlise de atividade de coagulacdo do leite se encontra na tabela 02. Onde
podemos observar maior atividade coagulante com a casca da mandioca (133,33 U), obtendo
coagulagdo total em até 3 minutos, seguidos do farelo de soja (80,00 U) em 5 minutos e casca
do arroz (10,00 U) em 40 minutos. Na figura 05 ¢é possivel observar a forte coagulacéo do leite
nos 3 substratos anteriormente citados, apresentando a formacdo de coagulo distinto e soro

abundante.
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Figura 05: Determinacéo da atividade coagulante do leite — A- Casca de mandioca, B — farelo de sojae C —

Casca de arroz.

Fonte: Prdpria (2023).

A casca de laranja e sabugo de milho ndo apresentaram atividade coagulante, em
nenhum dos tempos de fermentagdo. Os resultados encontrados com a casca de mandioca e
farelo de soja foram superiores aos encontrados por Prado et al., (2023) utilizando Aspergillus

melleus DPUA (19,84 U), Aspergillus oryzae DPUA 541 (19,74 U) e Aspergillus oryzae DPUA
1624 (13,30 U).

Tabela 02: Atividade coagulante e nivel de coagulagdo e atividade especifica das proteases produzidas por
Trichoderma spp. em diferentes substratos.

Atividade coagulante x Atividade especifica
Substrato (L) Coagulacao (U/mag)
Casca de Arroz 10,00 Total 91,74
Casca de Laranja 0,00 Né&o houve 0,00
Casca de Mandioca 133,33 Total 268,27
Sabugo de Milho 0,00 Né&o houve 0,00
Farelo de Soja 80,00 Total 52,17

Fonte: Prdpria (2023).
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A casca da mandioca, além propocionar uma maior atividade coagulante, apresentou
maior atividade especifica (268,27 U/mg). Dessa forma, a casca da mandioca inoculadas com
Trichoderma spp. apresenta potencial biotecnologico na producédo de proteases coagulantes
do leite, sendo um residuo pouco explorado, de facil acesso, principamente na regido Nordeste
e financeiramente viavél, além de colaborar com a atenuacgdo de problemas de poluicdo, que
sua disposi¢éo poderia causar.

A casca de arroz obteve a segundo maior atividade especifica de coagulagdo (91,74
U/mg). Esse resultado esta atribuido a alta atividade especifica das proteases na quebra de
moleculas de proteinas, como observado na analise producdo de proteases. J& no substrato
farelo de soja, mesmo apresentando uma alta atividade coagulante maior que a casca de arroz
(Tabela 02), apresentou uma menor atividade especifica de coagulagédo (52, 17 U/mg). Esses
resultados podem ser explicados devido o farelo de soja apresentar alta concentracdo de
proteina (1,533 mg/ml), porém com menor atividade especifica das proteases (24,693 U/mg)
qguando comparado com os demais substratos.

Esses resultados mostram que fungos Trichoderma spp € eficiente e promissor na
producdo de proteases, variando seu potencial de acordo com o teor de proteina do substrato. E
gue mesmo o substrato apresentando uma menor producdo de proteases, a atividade especifica

pode ocasionar maior coagulagéo do leite.

CONCLUSOES

O Trichoderma spp. apresenta potencial para producdo de proteases e proteases
coagulantes do leite. Dentre os substratos testados, farelo de soja, casca de laranja e casca de
mandioca foram eficiente para producao de proteases, e a casca de mandioca para a producéo
de proteases coagulante do leite, sendo portanto o uso de residuos e co-produtos agroindustriais

uma alternativa eficiente e biosustentavel para a producdo de proteases de interesse lacteo.
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