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RESUMO

A demanda de coalho de origem animal na produgdo de queijo,
tem aumentado, provocando um déficit na sua produgdo e, para
atender a €ss€ mercado, houve necessidade da procura de fontes
alternativas para sua obtencdo. Dentre estas foi isolado o
zigomiceto Mucor miehei que produz uma enzima proteolitica, a
renina, com boas qualidades coagulantes.

No atual trabalho, analisou-se¢ O crescimento do fungo Mucor
miehei ¢ a produgdo de renina em um meio constituido de glicose,
extrato de malte, peptona, caseina e fosfato de pOtassio,
denominado meio de referéncia bem como a base de sacarose ou
glicose, juntamente com OS demais nutrientes € sais.

As fermentacdes foram realizadas em incubador rotativo, a
temperatura de 35° C ¢ pH inicial entre 5,5-6.

Nos meios a base de glicose a concentragio celular alcangou 15,95
g/L, expressa em massa seca ¢ 4 atividade catalitica atingiu 166
Unidades Soxhlet, apos 144 horas de fermentagio. Para 0 meio a
base de sacarose, 0 crescimento celular foi menor em relagdo ao
referencial, atingindo uma atividade enzimatica maxima de 140
Unidades Soxhlet apos 100 horas de fermentagao.

O meio de cultivo & base de sacarose ¢ mais interessante para Scr
usada do que o meio a base de glicose, porque, apesar dos dois
tipos de meios tercm tido atividades enzimaticas proximas, para a
sacarose o tempo para a produgdo da enzima, foi bem menor.



2. Introducéo

O queijo ¢ um dos alimentos mais antigos qu¢ O homem conhece. Na
fabricac¢ao da maioria de seus diferentes tipos, OCOITE coagulagdo da caseina pela
acdo de enzimas proteoliticas (coalho), dentre as quais a mais usada é a renina,
que ¢ uma mistura das enzimas quimosina € pepsina (REED, 1993). A renina €
obtida industrialmente por extracdo a partir do quarto estdbmago de Bezerros
(REED, 1993; SCRIBAN, 1985) . Devido ao aumento crescente da produgdo
mundial de queijos, o fornecimento de renina, obtida atraves da técnica atual,
tornou-se insuficiente implicando na necessidade de fontes alternativas para
obtengdo de enzimas coagulantes (SCRIBAN, 1985).

Uma tentativa tem sido a utilizagdo de pepsina, extraida do quarto
estomago de bovinos adultos, porém de uso limitado a fabricagio de queijos que
ndo passam por processo de maturagdo, tais como 0S frescais, devido a agdo
proteolitica de tal enzima (SCRIBAN,1985). Uma outra alternativa que tem sido
pesquisada ¢ a obtengdo de enzimas coagulantes de origem microbiana
produzidas por microrganismos, tais cOmo: Endothia parasitica, Mucor
pussilus, Cryptococcus albidus. Bacillus cereus e Mucor miehei (ROSE, 1980;
BAYLEY, 1988). Desses, 0 que mais tem sido utilizado industrialmente € ©
Mucor miehei, que sintetiza uma enzima altamente ativa e de baixa atividade
proteolitica, a renina ( E.C. 3.423.10 ) (SCRIBAN, 1985; REED, 1993;
BAYLEY, 1988).

A relacdo entre atividade coagulante ¢ atividade proteolitica € menor

para enzimas microbianas do que para coalho puro bovino (ROSE,1980).



Relagdo entre atividade coagulante e atividade proteolitica
para trés fontes de coalho ( ROSE, 1980 )
Taxa de Atividade (Unidades Arbitrarias)

“Coalho Bovino 500 — 1.000°
Coalho de Mucor 270 - 300
Enzima de Endothia parasitica 80

Varias empresas comercializam 0 coalho microbiano proveniente de
Mucor michei, com diferentes nomes comerciais, tais como Renilase da Novo
Nordisk, Marzyme da Miles e Fromase da Socicté Rapidase (SCRIBAN, 1985).
Até o presente momento, ndo se tem conhecimento da producao de coalho
microbiano por industrias nacionais, assim acredita-se ser oportuno comegar a
pesquisar nesta area, contribuindo para a produgdo destas enzimas no Brasil.

O fungo Mucor miehei tem a seguinte classificagao taxonomica :

FILO : Zygomycota
CLASSE : Zygomycetes
ORDEM :  Mucorales
FAMILIA : Mucoraceae

E um fungo saprofita com micelio cenocitico extenso, ocorrendo septo
apenas para separar O esporangio durante seu amadurecimento. A reprodugdo
ocorre por meio de esporos de resisténcia denominados esporangiosporos que
ficam armazenados dentro de esporangios que sdo estruturas globosas infladas,
apresentando uma columela central ( PUTZKE e PUTZKE, 1998; GRIFFIN,
1981 ).



Os fungos filamentosos crescem em meio solido, por elongacdo ¢
ramificacdo das hifas, formando um fino tapete entrelagado sobre 0 meio solido;
ja em meio liqudo (submerso), © fungo cresce na forma de ¢ pellets” que,
dependendo do seu diametro ¢ quantidade, podem levar a uma maior ou menor
aumento na concentragao de produtos sintetizados (PANBOKIAN et al, 1998,
WANG, 1979).

Os processos de produgéo de enzimas coagulantes por processos
fermentativos, ou envolvem patentes ou ndo sdo apresentados detalhes sobre 0s
meios de cultivos ¢ condigdes operacionais. Dessa forma ¢ levando em
consideragdo que O Brasil ¢ grande produtor de leite e de queijo, acreditamos
que uma pesquisa sobre a produgdo de coalho microbiano justifica-se
plenamente (ROSE, 1980).

A produgdo ¢ processamento de proteinas sempre ocuparam uma parte
importante nas atividades industriais. Neste contexto, esta incluso a produgdo de
enzimas, que sao tradicionalmente, de origem animal ou vegetal (ROSE,1980).

No oriente o uso de proteases microbianas na preparagao de diversas
substancias alimentares ¢ uma antiga tradigdo. Nos altimos 50 anos as industrias
de fermentagdo desenvolveram muitos métodos de produgao de enzimas
proteoliticas microbianas a baixo custo € alta taxa de purcza (ROSE,1980).

Depois da 2° Guerra Mundial houve um desenvolvimento na produgao
de antibioticos por fermentagao submersa, que contribuiu, posteriormente, para
um melhoramento na produgao de enzimas microbianas obtidas, também, por
fermentacdo submersa (ROSE, 1980).

O leite pode ser coagulado por quase todas as proteases, mas a maioria
destas enzimas hidrolizam excessivamente a caseina impedindo a obtengao de
um queijo palatavel. Dentre 0s microrganismos produtores de coalho

microbiano, AUNSTRUP descobriu que o zigomiceto Mucor miehei produzia



coagulante com caracteristicas muito similares ao coalho comercial aliado a
altas taxas de produgao ( ROSE, 1980 ).

A protease produzida por Mucor miehei é uma protease aspartato acida
com peso molecular 38.000 . A molécula consiste de uma simples cadeia
peptidica contendo aproximadamente 6% de carboidratos. Esta enzima € estavel
entre os pH 3 ¢ 6 com um pH otimo de 4.5 para estabilidade comparando com
hemoglobina desnaturada (ROSE, 1980).

Durante o cultivo, ha a sintese de lipases que devem ser removidas, pois
estas podem levar a uma rancificagdo indesejavel do queijo, interferindo na
palatabilidade do mesmo (REED, 1993). Isto pode ser feito através de adsorgao
e tratamentos térmico ou acido (pH 2-4) (ROSE,1980).

ESCOBAR e BARNETT (1993) relataram que ¢ importante manter 0
processo de fermentagdo com pH abaixo de 6.5, pois valores acima deste
poderiam afetar a estabilidade da enzima. Sua produgdo parece Ser afetada por
repressdo do tipo “feedback”,  pois houve uma diminui¢do de sua sintese
quando produtos metabolicos eram acumulados.

A enzima hidrolisa, especificamente, ligagdes peptidicas envolvendo as

parcelas aromaticas € hidrofobicas da cadeia (ROSE, 1980).

Figura 2 - Protease aspartica de Mucor michei ( Resolugdo: 2.80 A)



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Microrganismo usado
O microrganismo usado foi o fungo Mucor miehei NRRL 3420
adquirido na forma liofilizada na Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia

“André Tosello” sediado em Campinas, SP.

3.1.1 MEIOS DE ESTOQUE E DA CULTURA SUBMERSA
Meio de Estoque
O frasco, com o fungo liofilizado, foi aberto ¢ ressuspenso em
aproximadamente 3 mL de dgua destilada esterilizada. Em seguida, com o uso
de uma al¢a de platina foi efetuado a inoculagdo em tubos de ensaio (slants)
tampados com chumago de algoddo, contendo aproximadamente 10 mL de Agar
Sabouraud da marca Biobras. Apos este processo, os frascos foram colocados
em uma camara fria ( 5° C) com o intuito de diminuir o metabolismo do fungo,
e mantidos até futura necessidade de uso. Os repiques foram efetuados a
aproximadamente cada 2 meses.
Cultura Submersa
Antes do inicio da inoculagdo em cultura submersa, os tubos com 0s
meios de estoque foram retirados da camara fria e colocados em uma estufa a
temperatura de aproximadamente 35°C até posterior colonizagdo e esporulagdo
no Agar Sabouraud. Apds este processo, para a obtengdo do inoculo,
aproximadamente 25 mL de 4gua destilada foram adicionados a cada tubo e a
quantidade de tubos necessarios foi calculado de modo a se obter 10% do
volume do meio submerso. Os tubos eram individualmente abertos €, apos a
adi¢do da agua destilada, eram raspados suavemente com a ajuda de uma alga de

platina previamente flambada, obtendo-se, assim, uma solugdo heterogénea de
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esporos ¢ hifas. Em todas as fermentagdes o indculo era da ordem de 10 °
esporos por mL.
Esta solugdo heterogénea foi filtrada através de um aparelho adaptado de

acordo com a tese de mestrado de ARAUJO (1979) no qual segue 0 esquema .

Figura 1 — Esquema do aparetho filtrador para separagao dos esporos.

Funil

L4 de vidro

Chumago de algodao

ou rolha

Erlenmeyer

Contagem de Esporos

Para a inoculagdo em meio liquido era preciso o conhecimento da
quantidade de inoculo inicial, expressa em esporos/mL . Isto foi feito com
quxilio de uma Camara de Neubauer que € uma lamina para microscopio
especial onde ha divisdes quadriculadas com volume conhecido no qual permite
saber-se a quantidade de esporos/mL presentes no inoculo (LIMA, 1977).
A contagem foi conduzida da seguinte forma :

A partir da solugdo filtrada no aparelho acima retirava-se uma amostra

com auxilio de uma pipeta Pasteur colocando-a na Camara de Neubauer. Em



seguida, com auxilio de um microscopio com objetiva de 40X contava-se 5

quadrados com volume conhecido de 4.10™ m/L.

3.2. FERMENTACAO
Os ensaios foram realizados em 20 Erlenmeyers de 250 mL de volume,
em duplicata utilizando um volume util de 110 mL incluindo neste 0 meio de
cultura e o indculo, que € constituido da solugdo filtrada de esporos. Estes foram
mantidos a temperatura constante de 35°C em incubadora horizontal rotativa .
Os meios de cultura utilizados foram numerados cada qual com sua
formulagdo ¢ foram modificados tomando-s¢ ~ como referéncia o meio

desenvolvido por ESCOBAR (1993) e tém como constituintes 0s seguintes

compostos .
Meio de Referéncia Meio 2
Glicose 18 g/LL Glicose _40g/L
Amido 18 g/L Peptona de carne ----------- 8 g/L
Peptona de Carne 8 g/L Caseina 4 g/L
Caseina 8 g/L KH;PO4 2g/L
Extrato de Malte 8 g/l
KHzPO4 2g/L Meio 3

e i ,(.ng/f_w

Meio1 | Peptona de carne ---------== 8 g/L
Glooe C dogL Caseina 4 gL
Peptona de carne 8 g/L KH,PO4 2gL
Caseina 8g/L '
Extrato de Malte 31¢/L

KH;PO, 2 g/l




Pretendeu-se, a partir do meio de referéncia mencionado, a modificagdo
de sua formulagdo até posterior substituigdo da Glicose por Sacarose que, por

sua vez, € mais barata e de facil aquisicao.

3.3. ACOMPANHAMENTO DAS FERMENTACOES

Ap6s a inoculagdo, 0s Erlenmeyers (em duplicata) foram incubados em
“shaker” com controle de temperatura (35°C) e agitagao, sendo realizados em

duplicata, diariamente 0S seguintes ensaios analiticos :

3.3.1 DETERMINACAO DA MASSA SECA

A massa seca foi determinada retirando-se dois erlenmeyers ao acaso,
entre os 20 da incubadora .

O material dos dois erlenmeyers foram filtrados separadamente, a Vacuo,
utilizando-se papel de filtro tipo 10, previamente pesado, para separagdo do
micélio do resto da solugéo, e foram, logo em seguida, colocados em uma estufa
a temperatura de 80 °C durante 24 horas para eliminagdo de quaisquer indicios
de umidade.

Os papéis de filtro foram novamente pesados e a massa seca foi obtida
pela diferenca entre as massas. Para as pesagens, utilizou-se¢ uma balan¢a

analitica com sensibilidade de 0,1 mg.



3.3.2 LEITURA DO pH DOS MEIOS DE CULTIVO
A leitura do pH dos meios de cultivo foi feita a partir da solugdo filtrada
para a obtengdo da massa seca. O aparelho utilizado foi um pH-metro marca

Lutron modelo PH-206, previamente aferido.

3.3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACUCARES
CONSUMIDOS - Método do D.N.S.

A determinacio da concentragao de agucares consumidos foi feita pelo
método do DN.S.  (Acido 3.5 Dinitro Salicilico). Tal método dosa a
concentragio de agucares redutores (A.R.). Os valores obtidos sdo inseridos em
uma equagdo obtida a partir de uma curva de calibragio feita anteriormente,

obtendo-se assim a concentragao em gramas por litro consumidos diariamente.

3.3.4- Determinagio da curva de calibracao
Para a construgdo da curva, realizou-se 0 seguinte procedimento:
e Em baldes volumétricos, colocou-se solugdes de glicose de tal forma que
as concentragdes variaram de 0,1al1,0gL;
e Misturou-se, em um tubos de Folin, 1 mL de cada solucdio de glicose com
2 mL de solugdo de DNS;
e Foram aquecidos por ¢inco minutos em banho de agua em ebuli¢do ¢, a
seguir, foram resfriados em agua corrente;
e Logo apds o resfriamento, completou-se 0 volume, com agua destilada,

com 25 mL nos tubos e homogeneizou-os;
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e Fez-se as leituras no espectrofotometro a uma absorbancia de 540 nm:
e Com as leituras, construiu-s¢ a curva de calibracfo, que € a concentragdo
de agiicar redutor em fungao da absorbancia.

A curva padrdo é uma reta, que & obtida por regressido linear fornecendo a
concentragio de glicose consumida ao longo da fermentacdo.
Quando havia agucares ndo redutores neste meio de cultivo, foi preciso a
realizagdo de uma inversao ou hidrolise total, para posterior leitura de agucares

redutores totais (A.R.T.), também feita pelo método D.N.S.

3.3.5 PRODUCAO DA ENZIMA

A atividade enzimatica foi verificada a partir do Método de Soxhlet
(JAFELICE, 1985) onde foi usado 10 mL de substrato : leite em po desnatado
Molico da Nestlé diluido a 10% com agua contendo uma concentragdo de 0,01
M de CaCl, , previamente aquecido a 35°C durante 10 minutos, ¢ 1 ml da
solugdo filtrada ¢ com pH ajustado a 6,5, resultante do cultivo, anotando-se o
tempo exato para 0 aparecimento dos primeiros coagulos no recipiente e, logo
apos, os dados foram inseridos na equagdo de Soxhlet, que nos dara o resultado

em Unidades Soxhlet ~ (S.U)).

mL de substrato 2400

S U = . X
mL de enzima tempo (seq.)
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4. RESULTADOS

Foram realizadas varias fermentagdes, mas foram analisadas apenas 0S
resultados de trés delas, ja que as outras se tornaram invidveis, por estarem

contaminadas.

4.1. Consumo de Carboidratos e Crescimento Celular ( Biomassa )

Nas fermentacdes onde foi usado extrato de malte ou sacarose no melio
de cultura fez-se uma inversao ou hidrolise total acida e a quantidade de
carboidratos analisados fo1 expresso cim ART ( Agucares Redutores Totais). Em
todos os ensaios houve pouco consumo de acticar.

Na fermentacdo a base de sacarose, houve uma oscilagdo na quantidade
deste aglcar presente no meio, que permaneceu €m torno 26 g/L ¢ a
concentracdo celular atingiu o pico de 5 ¢/L, conforme Figura 3.

Na fermentagdes a base de glicose com extrato de malte, houve um
consumo de 18,3 g/L de agucar alcancando a concentragao celular de 15,95 g/L
conforme Figura 4 .

Na fermentagdo a base de glicose sem extrato de malte, houve um
consumo de 15 g/L de glicose alcangando a concentragao celular de 8,76 g/L,

conforme Figura 5 .

4.2. pH
Durante as fermentagdes nos meios a4 base de glicose houve um
decréscimo nos valores de pH que se mantiveram abaixo de 6 conforme
Figuras 4 e 5. Ja, no meio a base de sacarose, houve um comportamento

diferente. Como nos meios a base de glicose o pH inicial foi em torno de 5,5-6
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mas no decorrer da fermentacdo houve um acréscimo atingindo um pico de

8.55, conforme Figura 3.

4. 3. Producdo da Enzima

Como pode-se verificar através da Figura 6, houve a produgdo da
enzima em todos 0s meios de cultivo.

Observou-se atividades coagulantes iniciais em torno de 72 horas, exceto
no meio a base de glicose com extrato de malte que exibiu atividade enzimatica
de 15 US a partir de 48 horas de cultivo conforme Figura 3.

No meio a base de glicose com extrato de malte a produgao enzimatica
alcangou um pico de 166 US em torno de 144 horas de fermenta¢do .

No meio a base de glicose sem extrato de malte a produgao enzimatica
atingiu o pico de 143 US em torno de 120 horas de fermentagao.

No meio a base de sacarosc a produgdo enzimatica atingiu o pico de 140

US em torno de 96 horas de fermentagao.
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5. DISCUSSAO

A quantidade de sacarose, medido através de agucares redutores totais
(ART) , permaneceu em torno de 26 g/L, como s¢, aparentemente, nao tivesse
sido consumida. Este fato pode ser explicado através de erros na metodologia
analitica, ja que houve crescimento do fungo. Nao poderia haver crescimento
micelial e produgdo da enzima € metabolitos sem o consumo da fonte de
carbono, no caso a sacarose. Estes erros, possivelmente, aconteceram na
inversdo da sacarose, ja que o Método DNS foi usado nos meios a base de
glicose e foram obtidos bons resultados.

No trabalho de ESCOBAR (1993) foi relatado que valores de pH acima
de 7 influiam negativamente na atividade enzimatica. No meio de cultivo a base
de Sacarose 0 pH manteve-se acima de 7 durante todo o tempo, ap6s 72 horas
de cultivo, e ,mesmo assim, nao foi observado que este fato causasse qualquer
influéncia negativa sobre a produgao da enzima ou em sua estabilidade.

LASURE (1972) cita que adigao de 294 de sacarose em meio ao micélio
de Neurospora crassa reduzia, em tormo de 6 vezes, a produgdo de protease. No
meio a base de sacarose a concentragao foi em torno de 4% e ndo foi observado
diminui¢do da sintese da enzima e sim aumento, segundo o modelo cinético
parcialmente associado ao crescimento.

Em relagdo a produgdo da enzima, 0s maiores valores foram alcangados
no meio a base de glicose (166 US) e (143 US), com ¢ sem a presenga de
extrato de malte, respectivamente, seguido pelo meio a base sacarose (140 US).
Nota-se que a produgdo da enzima segue a cinética do tipo parcialmente
associada ao crescimento, jJa que a produgdo da enzima comeca quando a

concentragdo celular ja € significativa (BAILEY and OLLIS, 19806).
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comparado a literatura (cerca de 10 %) (ESCOBAR,1995). Isto pode ter
ocorrido devido a dois fatores. O primeiro ¢ a integridade questionavel da
caseina usada no meio de cultura, que, pelo menos aparentemente, parecia
bastante envelhecida e este fato pode ser relevante ja que a caseina € constituinte
importante na indugao da sintese da enzima (LASURE, 197 2). O segundo seria
devido a deficiéncia na produgdo enzimatica pela cepa estudada no presente
trabalho.

Mesmo havendo cerca de 23 US de diferenca entre os meios a base de
glicose e 0s meios 4 base de sacarose, ha uma grande vantagem no uso de
sacarose ja que o pico de producdo da enzima foi obtido em torno de 96 horas
de fermentagdo. Assim, ha a produgdo da enzima em (empo menor do que 0s
meios a base de glicose € devido a sacarose ser uma fonte de carbono mais
barata e de relativa abundéncia no Brasil, ela é a mais indicada para a obtengdo

desta enzima.



15

6. CONCLUSOES

Deste trabalho podemos concluir que

Valores de pH acima de 7 ndo causaram nenhuma influéncia negativa
sobre a estabilidade da enzima.

A produgdo da enzima foi timida em relagdo aos valores alcangados na
literatura devido, provavelmente, a baixa qualidade da caseina utilizada ou a
deficiéncia em sua sintese pela cepa estudada.

A diferenga de 23 US entre os meios a base de glicose e a base de
sacarose ¢ uma diferenga que pode ser desprezada ja que no meio a base de
sacarose ha produgdo da enzima em tempos menores.

A produgéo da enzima segue 0 modelo cinético do tipo parcialmente
associado ao crescimento.

O uso de sacarose como fonte de carbono na produgéo de coalho
microbiano por Mucor miehei permite a produgdo da enzima em valores

aproximados aos meios a base de glicose porém em menor tempo.



L

go0 1000 - /
8.50 9.00 ’
|
~goo 800 ;f
|
7.50 700 - |
o,
- 7003800
20
=
650 o= 500
=
s
-
- 600 ~a4.00 /
550 300
~ 500 200 /
|
450 1.00 gf
7
|
400 000 gw #

Figura

3- Acompanhamento

utilizando sacarose.

L] &
- 140.00
\%p : N
x ,,,,, _,,.ww - 100,00
Y ol T
P \
,./
\
\ 80.00
n,, . _/
.,m " E .,/
o
\ fﬁ 50.00
, |
i |
i K 7
_____ 7# - 40.00
" - 2000
L S R B B
50.00 100.00 150.00 200.00
Tempo (horas)
0 i { [ | i ¢ |

da

|
35.00 *
3000 |
—
[
E
=]
=
w 25.00
=
1m .
= B~
So o
s [
000 |
W
-
i3
=
=
e

15.00

1000 — .

fermentagao

16

pH
Biomassa
Atividade enzimitica

ART



Figura 4 - Acompanhamento da

glicose e extrato de malte.
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Figura 5 - Acompanhamento da fermentacdo utilizando '

glicose sem extrato de malte.
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Figura 6

Comparagao

entre as atividades

coagulantes obtidos nos trés meios de cultura
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