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RESUMO

As proteases sao enzimas com amplo espectro de aplicagdes industriais e de reaproveitamento dos
seus residuos, como o soro de leite, que feitas analises de composi¢do proximal e fisico-quimicas
apresentaram condigdes que favorecem o crescimento e desenvolvimento microbiano. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a producdo proteolitica por micro-organismos isolados da bebida
indigena a base de milho Chicha para biotransformacao do subproduto de fabricagdo de queijos, o
soro de leite. Utilizando métodos bioquimicos qualitativos, avaliando a presenga de halo de
degradacao em meios especifico proteolitico como indicativo, e quantitativos, com a determinacao
de atividade proteolitica em uL.mg™" analisando concentragdes de meio sélido suplementado com
concentracoes do efluente, de proteina industrializada caseina e um controle sem suplementagao
em 24h, 48h e 72h de ensaio. Os isolados fungicos Lodderomyces elongisporus AY391847.1 em
AN com 0,01% de soro de leite em 72h de cultivo e Candida metapsilosis KF131734.1 em AN
com 0,01% de soro de leite em 48h e 72h de cultivo apresentaram atividades proteoliticas
analisadas em teste comparativo de média Tukey a 5% de significancia (p>0,05) que nessas
condi¢des sdo considerados como alternativa bioldégica com potencial proteolitico de
reaproveitamento do efluente industrial de laticinios.

Termos para indexaciio: Chicha, proteases microbianas, tratamento de efluentes.

ABSTRACT

Proteases are enzymes with a broad spectrum of industrial applications and reuse of their residues,
such as whey, which made analyzes of nutritional composition and physico-chemical conditions
that favor growth and microbial development. The objective of this work was to evaluate the
proteolytic production by microorganisms isolated from the indigenous beverage based on Chicha
maize for biotransformation of the cheese making subproduct, whey. Using qualitative
biochemical methods, evaluating the presence of degradation halo in specific proteolytic media as
indicative, and quantitative, with the determination of proteolytic activity in uL.mg" analyzing
solid media concentrations supplemented with effluent concentrations, industrialized casein
protein and a control without supplementation in 24h, 48h and 72h assay. The fungal isolates
Lodderomyces elongisporus AY391847.1 in AN with 0.01% of whey in 72h of culture and
Candida metapsilosis KF131734.1 in AN with 0.01% of whey in 48h and 72h of culture presented
activities (p> 0.05), which are considered as a biological alternative with a proteolytic potential for
reuse of the industrial dairy effluent.

Index terms: Chicha, microbial proteases, effluent treatment.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fluxograma de obtenc¢ao do soro de leite a partir da produgao de queijo.

Figura 2. Curva padrdo da tirosina.

Figura 3. Distribuicao da atividade proteolitica de micro-organismos testados em cinco (LILIILIV

e V) concentragdes por 24h, 48h e 72h de cultivo.



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Isolados avaliados quanto a atividade proteolitica por indicativo de halo.
Tabela 2. Composi¢ao proximal e analises fisico-quimicas do soro do leite.

Tabela 3. Ensaio de atividade proteolitica por trés espécies de leveduras sob agitacdo 150 rpm em
24h, 48h e 72h.



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. MATERIAL E METODOS

Pagina

2. 1. Obtengao dos isolados de micro-organismos

2.2. Cultivo

2.3. Andlise qualitativa de protease em meio so6lido

2.4. Obtenc¢ao do soro de leite

N N NN

w

2.5. Andlise proximal do soro do leite

2.6. Analise fisico-quimica do soro do leite

2.7. Crescimento dos micro-organismos e producdo de enzimas em substrato

testando concentracdes de soro de leite

2.8. Determinacao quantitativa da atividade proteolitica

2.9. Analise estatistica

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4., CONCLUSAO

5. REFERENCIAS

14

14



1. INTRODUCAO

No Brasil, varias tribos indigenas produzem alimentos e bebidas utilizando a fermentagao,
geralmente realizada em pequena escala, para uso medicinal e em rituais sagrados (RAMOS et al.,
2010). Chicha, uma bebida alcoodlica tradicional produzida na Coldmbia e outros paises da
América do Sul, como o Equador, o Peru, Bolivia e Brasil (HAYASHIDA, 2008; RAMOS, 2011)
Pode ser considerada a bebida mais antiga da América Latina onde o nome possivelmente se
origina da palavra chichab, do idioma original falado no atual territério do Panama, que significa
milho. Outras teorias sugerem que o nome deriva da palavra Chibcha, uma civilizagdo que povoou
a Colombia e o Panamd, ou relaciona a palavra chicha a Chichas, uma etnia presente no sul da
Bolivia antes do estabelecimento dos incas (GOMES et al, 2009). Desde os tempos pré-
hispanicos, a chicha produzida principalmente a partir de milho, mas também de outros graos ou
frutas, tem sido uma fonte de refresco ¢ nutrigdo, bem como um elemento-chave nas trocas
sociais, politicas e rituais (HAYASHIDA, 2008; RAMOS, 2011).

A microbiota da maioria dos alimentos indigenas fermentados ¢ desconhecida e complexa,
caracterizada pela associagdo entre bactérias do acido latico, bacilos, leveduras e fungos. Esta
complexidade estabelece a ecologia de alimentos fermentados como fronteira de descobertas
(NOUT,1997). Um dos fatores que mais influenciam um processo fermentativo sdo a composicao
e caracteristicas do substrato selecionado, que sera utilizado pelo micro-organismo como fonte de
carbono, nitrogénio e outros componentes indispensaveis a manuten¢do celular, reproducao e
producdo de metabdlitos, como as enzimas. No caso de proteases, a presenga de um alto teor de
proteinas no meio de cultivo, pode servir como indutor para a produgdo dessa enzima pelos micro-
organismos (GIONGO, 2006), que ¢ o caso do residuo soro de leite.

Os residuos liquidos da industria de laticinios, mais conhecidos como efluentes industriais sdo
despejos liquidos originarios de diversas atividades desenvolvidas na industria, que contém
acgucar, pedacos de frutas, esséncias, condimentos, produtos quimicos oriundos dos processos,
além de leite e derivados do leite (MARCHIORI, 2006). O queijo ¢ um concentrado lacteo
constituido de proteinas, lipidios, carboidratos, sais minerais e vitaminas. Esses nutrientes que
participam do processo de coagulacdo do leite influenciam na textura do queijo. O liquido residual
cujo teor varia com o tipo de queijo, sendo chamado de lactosoro, ou soro de leite, que € durante o
processo de fabricacdo (PERRY, 2004). Dos componentes presentes no soro, a lactose e proteinas
soluveis sdo os mais importantes. As proteinas possuem alto valor nutricional, pois contém todos
os aminoacidos essenciais por ser fonte de material energético para diversos processos

biotecnoldgicos (TIMOFIECSYK, 2000).



A identificagdo de alternativas para um adequado aproveitamento do soro de leite ¢ de
fundamental importancia em fun¢do de sua qualidade nutricional, do seu volume e de seu poder
poluente. O tratamento bioldgico tem por objetivo a remog¢do da matéria-organica (carboidratos,
proteinas e lipideos) do efluente, através da transformacdo desta em biomassa e gases. Possuindo
tais composicdes nutricionais € o alto custo para os seus adequados tratamentos, importante o
desenvolvimento de tecnologias para o adequado aproveitamento dos soros nas industrias, pois, ao
mesmo tempo em que ocorre a transformagdo dos soros em produtos, se minimiza o problema
ambiental causado pela poluicdo através do descarte incorreto, além de promover ganhos as
industrias através do desenvolvimento de novos produtos ou a agregagdo do soro aos ja existentes
(BALD et al., 2014).

O presente estudo tem por objetivo a avaliacdo do potencial enzimatico de forma quantitativa
e qualitativa de isolados microbianos quanto a producdo de proteases e sua aplicagdo para
tratamento soro de leite, um residuo industrial de laticinios, como forma alternativa bioldgica de

baixo custo de conversao e aproveitamento desse efluente.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao dos isolados de micro-organismos

No estudo foram utilizados micro-organismos isolados da tradicional bebida indigena Chicha
ndo alcodlica a base de milho (RESENDE E PINHEIRO, 2018), preparada pelos indios da etnia
Guarani-Kaiowd, na aldeia Jaguapiru, situada na regido de Dourados, Mato Grosso do Sul. As
amostras, mantidas em refrigeracdo foram espécies de Klebsiella pneumoniae, Sthaphylolcoccus
capiti, Enterobacter kobei, Enterobacter asburiae, Rhodotorula mucilaginosa, Micrococcus
luteus, Klebsiella oxytoca,, subtipos Candida metapsilosis € Lodderomyces elongisporus, além de

outras ndo identificadas.

2.2. Cultivo

Para reativa¢do dos isolados as culturas-estoque foram utilizados caldos especificos. Para
isolados bacterianos foram utilizado o meio nutriente (AN) (em m/v: extrato de carne 0,3% e
peptona bacterioldgica 0,5%) pH 6,8 e para isolados leveduriformes o meio YPD (em m/v: 1%

extrato de levedura, 2% glicose, 2% peptona).

2.3. Andlise qualitativa de protease em meio so6lido
Para testes de carater qualitativo da atividade extracelular dos micro-organismos avaliou-se
levando em consideragdo o diametro do halo de degradacgdo, incluindo a coldnia, e expressa como

indice enzimatico. A fonte de carbono a base de proteina hidrossoluvel utilizada como meio de



avaliagdo da atividade proteolitica dos micro-organismos foi composta por agar 1,8%, gelatina
1,0%, leite desnatado 1,0%, tampao citrato-fosfato 400 mL 0,1 M pH 5,0 permitindo avaliar as
culturas.

O agar foi adicionado em 400 mL de tampao citrato-fosfato 0,1 M (pH 5,0), homogeneizado
com bastdao de vidro e esterilizado, a 120 °C, durante 15 minutos. Solucdo de gelatina a 10%:
foram adicionados 5 g de gelatina em 50 mL de solugdo tampao citrato-fosfato, deixando em
repouso durante 3 minutos e, em seguida, homogeneizando-se. A solucdo foi aquecida em banho-
maria para a dissolu¢do completa da gelatina e, posteriormente, esterilizada, a 120 °C, durante 15
minutos. Solucdo de leite desnatado a 10%: foram dissolvidos 5 g de leite desnatado em 50 mL de
agua destilada. A solugao foi esterilizada sob vapor fluente (autoclave com valvulas abertas),
durante 30 minutos, por dois dias consecutivos. Para a obtencdao do agar-gelatina-leite, as solugdes
esterilizadas de agar, leite e gelatina foram misturados com cuidado asséptico, obtendo-se um
volume final de 0,5 L. A reagdo enzimatica para protease foi detectada pela modificagdo quimica
no meio de cultura s6lido, em que a reagdo positiva foi visualizada com a forma¢ao de um halo
translicido ou esbranquigcado, ndo sendo necessdria a adicdo de solucdo reveladora na superficie
do 4agar. Os micro-organismos que apresentaram diametro superior igual a 2,5 cm que
apresentaram maior didmetro na medi¢do do halo de degradagdo foram considerados potenciais de

produtores de protease.

2.4. Obtencao do soro de leite

A partir de 10 litros de leite bovino integral pasteurizado da marca Camby ™ que foi aquecido
a uma temperatura de 40°C acrescentado-se 9 mL de coagulante liquido contendo enzima
quimosina microbiana Aspergillus niger var.awamori para ap6s coalhar, sendo o soro resultante

da produgdo desse queijo, mantido a uma temperatura de refrigerac¢do (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma de obtengdo do soro de leite a partir da produgdo de queijo.

2.5. Analise proximal do soro do leite

Na composi¢do proximal foram determinados teores de umidade em estufa com circulagao
de ar a 70°C, método n° 44-15.02 (AACC, 2010), residuo mineral fixo em mufla a 550°C (AACC-
2010), proteinas pelo procedimento de Kjeldahl, método n° 37.1.35, (AOAC-1995) e lipideos
totais pelo método a frio (BLIG E DYER, 1959). A determinacdo de fibra bruta foi realizada em
digestor semi-industrial enzimico-gravimétrico (AOAC-1995). A determinagdo de carboidratos foi

realizada por diferenca (100g de amostra — g de umidade-cinzas-lipideos-proteinas-fibras).

2.6. Analise fisico-quimica de soro do leite

O soro de leite bovino obtido foi submetido as analises fisicas e quimicas onde foram
utilizadas amostras de 50 mL em triplicatas aferindo o pH por leitura direta utilizando-se o
potenciometro digital Medidor Lab, método n°® 981.12 (AOAC, 1997), e acidez titulavel foi
determinada por volumetria de neutralizagdo, expressa em gramas de acido citrico por 100 g no

método n® 942.15 (AOAC, 1997).

2.7. Crescimento dos micro-organismos € producdo de enzimas em substrato testando
concentracoes de soro de leite

As estirpes testadas Candida metapsilosis KP738148.1, Candida metapsilosis KF131734.1 e
Lodderomyces elongisporus AY391847.1 isoladas da bebida fermentada indigena chicha estavam

mantidas em AN a 4°C de onde foram reativadas para as posteriores analise. As culturas puras



inoculadas em meio de composi¢do especifica para determinagdo do potencial proteolitico foram
incubadas em caldo nutritivo durante 24hs a 28°C para 3 ml desta cultura serem transferidas em
erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL do meio a avaliar producdo proteolitica, estes mesmos
foram incubados em shaker a 28°C e 150 rpm para ser avaliado atividade proteolitica em 24hs,
48hs e 72hs.

Os meios de cultura testados em duplicata foram, o controle (AN sem adi¢do de tratamento,
pH 7) e demais tratamentos em concentracdes AN com 0,01% de caseina pH 7, AN com 0, 01% p/
p de soro de leite pH 7, AN com 0,1% de soro de leite pH 7 ¢ AN com 1% de soro de leite pH 7
todos mantidos durante 24hs a 28 °C a 150 rpm. Amostras de 10 ml foram coletadas em cada
tempo de andlise para determinagdo atividade proteolitica, onde o sobrenadante foi obtido por

centrifugacdo da amostra a 6.000rpm a 4°C por 15 minutos.

2.8. Determinagao quantitativa da atividade proteolitica

Para avaliacao de atividade e quantificagdo proteolitica um ensaio foi feito em triplicata com
250 uL de extrato enzimatico (sobrenadante obtido por centrifugagcdo das amostras coletadas as 24
hs, 48 hs e 72 hs) em 500 uL de caseina (m/v 0,5%) com tampao Tris-HCl 50mM pH 6.4
mantidas a 37°C em banho-maria por 30 minutos. Para parar reacio 500 uL de TCA(Acido
Tricloroacético 10%) foi acrescido as amostras que foram centrifugadas por 15 minutos 4°C 9000
rpm onde o sobrenadante foi reservado para leitura de absorbancia.

A determinagado se fez com a leitura da absorbancia realizada em espectrofotometro a 275 nm
em cubeta de quartzo utilizando 500 uL de caseina (m/v 0,5%) dissolvida em tampao Tris-HCl
50mM pH 6,4 acrescido de 250ul de agua destilada como branco. Construiu-se a curva de
calibragdo utilizando-se diferentes concentragdes do padrao de tirosina. O resultado foi expresso

em pg.mL" de tirosina por amostra.

2.9. Analise estatistica

O experimento de ensaio de quantificacdo de proteina produzida pelos micro-organismos
selecionados no teste qualitativo foi conduzido em delineamento fatorial simples, onde os dois
fatores avaliados foram a atividade proteolitica em 5 tratamentos administrados nos micro-
organismos quantificando-a pelo fator tempo de 24h, 48h e 72h foram comparados em teste de
média Tukey com 5% de significancia (p>0,05) empregando-se o sofiware GENES®, Visual Basic
5.0. A comparacdo de produgdo proteolitica foi feita por meio de conversdo da absorbancia a
275nm, em triplicata, com a curva padrao da tirosina gerada com sua respectiva equacao da reta e

coeficiente de correlagdo apresentada na figura 2.
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Figura 2. Curva padrao da tirosina.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o as analises qualitativa das amostras em meio especifico para determinacdao de
producdo proteolitica, foram obtidos 24 micro-organismos produtores de halos de degradagdo do
substrato como indicativo. Na Tabela 1 mostra o potencial proteolitico dos isolados expresso pelo
diametro do halo em centimetros como indicativo de producdo da enzima protease onde as
medidas no reverso das placas variaram de 1,5 - 2,5 cm, dos quais 11 isolados apresentaram halos

entre 1,5 - 1,9, e os demais entre 2,0 - 2,5 cm.

Tabela 1. Isolados avaliados quanto a atividade proteolitica por indicativo de halo.



Espécie Numero de acesso Protease*
Klebsiella pneumoniae NR _074913.1 1,5+0,001
Enterobacter kobei NR _028993.1 2,0+0,003
Enterobacter kobei NR _028993.1 2,5+0,004
Enterobacter asburiae - 2,5+0,003
Enterobacter asburiae - 1,5+0,003
Sthaphylolcoccus capitis L37599.1 1,540,002
Lodderomyces elongisporus KC408999.1 2,0+0,004
Nio identificada - 2,340,002
Naio identificada - 2,3+0,003
Naio identificada - 2,3+0,002
Naio identificada - 1,5+0,002
Nao identificada - 2,3+0,003
Lodderomyces elongisporus IN606251.1 2,340,002
Lodderomyces elongisporus IN606251.1 2,140,002
Lodderomyces elongisporus AY391847.1 2,540,002
Lodderomyces elongisporus KP341544.1 2,540,005
Nio identificada - 1,840,002
Klebsiella pneumoniae NR 074913.1 1,5+0,003
Candida metapsilosis KP738158.1 1,8+0,002
Candida metapsilosis KF134534.1 1,840,002
Candida metapsilosis KF131734.1 1,740,002
Candida metapsilosis KP738148.1 2,0+0,001
Candida metapsilosis KF131734.1 1,9+0,002
Rhodotorula mucilaginosa KJ18307.1 0,9+0,03
Rhodotorula mucilaginosa KJ854995.1 0,8+0,05
Rhodotorula mucilaginosa KT959293.1 0,7+0,04
Rhodotorula mucilaginosa KF725105.1 0,5+0,09
Rhodotorula mucilaginosa KJ18307.1 0,5+0,1
Rhodotorula mucilaginosa KJ854995.1 1,3+0,02
Rhodotorula mucilaginosa KT959293.1 0,7+0,03
Rhodotorula mucilaginosa KF725105.1 0,7+0,08
Rhodotorula mucilaginosa KJ18307.1 0,9+0,09
Rhodotorula mucilaginosa KJ854995.1 0,9+0,07
Rhodotorula mucilaginosa KT959293.1 0,9+0,05
Rhodotorula mucilaginosa KF725105.1 1,0+0,07
Rhodotorula mucilaginosa KJ18307.1 0,9+0,09
Micrococcus luteus AJ536198.1 0,6+0,14

Kloheiollnr oxvioea

0 940 0



* Atividade enzimatica proteolitica expressa em cm =+ desvio padréo.
A selecdo dos micro-organismos, com identificagdo por MALDI-TOF disponivel no banco de

dados GenBank, foi feita considerando potenciais produtores de protease os que apresentaram
maiores valores médios da triplicata, com seus respectivos desvios padrdes. Os isolados fingicos
Candida metapsilosis KP738148.1, Candida metapsilosis KF131734.1 e Lodderomyces
elongisporus AY391847.1 que apresentaram os maiores indicativos de produgdo de protease por
métodos qualitativos com halo de degradagdo, em centimetros, sendo superiores aos demais
avaliados. Protease uma enzima extracelular que executa hidrdlise em proteinas menores para
absor¢ao da célula, executando papel vital na regulagdo do metabolismo, possui aplicabilidade na
industria quimica e alimenticia, com fungdes cataliticas, em processos industriais de fabricagao
(NEURATH, 1990), e potencial de biotransformagdo, com aproveitamento e recuperacdo de
efluentes com presenca de proteinas hidrossoltuveis.

Dentre os principais fatores encontrados na Candida spp., estdo termotolerancia; a presenca
de adesinas; a expressdo de genes de resisténcia, como a producdo de enzimas extracelulares,
como proteases (ANDREOLA, 2016). Analisando a homologia de uma sequéncia de DNA nao
homologa, sugeriu que estes 3 grupos serdo reclassificados como espécies separadas, Candida
parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis, e Candida metapsilosis, respectivamente, que
sdo fenotipicamente indistinguivel (TAVANTI et al.,2005). Espécies do género Candida, onde
ocorre uma dificuldade de distingdo de patogenia de colonizadores e comensalismo,
independentemente da fonte de isolamento, diferenca estatisticamente significante foi observado
na capacidade da producao de protease (CHAKRABARTI, 1991). Assim, os isolados de Candida
metapsilosis, em seus subtipos, oriundos da produgdo tradicional da bebida indigena Chicha do
presente estudo destacam a relagdo entre producdo de protease por essa espécie. A levedura
ascomicota, Lodderomyces elongisporus, teleomorfo de Candida parapsilosis em recentes
sequenciamentos do gene rRNA de subunidade pequena mostraram que ele ¢ uma espécie
intimamente relacionada, mas distinta (JAMES, 1994). Em um estudo de andlise de seqiiéncia
multigénica de Candida e espécies relacionadas, Lodderomyces elongisporus se enquadra no clado
de espécies patogénicas contendo Candida parapsilosis , Candida tropicalis , Candida
albicans e Candida dubliniensis (DIEZMANN, 2004), mas sdo escassos os resultados para
atividade proteolitica das mesmas, reforcando assim o estudo dessas espécies taxonomicas
proximas quanto ao potencial de producdo e aplicagdo com fins de biotransformacio e
aproveitamento de efluentes, como o soro de leite, sub-produto de fabricacdo de queijos em

laticinios.



Do soro do leite in natura foram determinadas a composicao proximal e feitas analises fisico-
quimicas. Apresentando teor de umidade de 90,64¢.100g™, aproximados 90%, e dos constituintes
de solidos totais, o teor de cinza foi de 0,53g.100g™', proteinas 1,69g.100g”, 1,7% aproximados,
para gorduras totais 0,17g.100g™', 0,17%, sem presenga significativa de fibras e carboidratos |
diferenca de 6,76 g.100g”, 6,7% (Tabela 2). Nas analises fisico-quimicas o valor de pH c..
temperatura ambiente foi de 6,24 e acidez titulavel de 0,90g acido latico/100g (Tabela 2). Toda
conversao de unidades em mililitros para gramas, para uso dos protocolos adotados, foi feita
usando densidade do soro do leite com valor de 1,03g/mL aproximados (TEIXEIRA E
FONSECA, 2008).

Tabela 2. Composic¢ao proximal e analise fisico-quimica do soro do leite.

Constituinte Valor médio*
Umidade 90,64g.100g™" £0,012

Sdlidos Totais

Cinzas 0,53g.100g"+0,018
Proteina 1,692.100g '+0,08
Gorduras Totais 0,17g.100g "' +0,02
Fibra Alimentar 0,00g.100g ' +0,02
Carboidratos por diferenca 6,76g.100g !

pH 6,24+0,02

Acidez titulavel 0,90**+0,12

* Valores sdo expressos com média + desvio padrdo.**Unidade expressa em g de acido latico/100g amostra.

Na determinagdo e quantificagdo proximal dos nutrientes do subproduto de fabricacdo de
queijos, o soro de leite, os valores apresentados na Tabela 2 se mostraram semelhantes a outros
trabalhos, sendo 0,53g.100g” com teor de cinzas comparados ao soro de queijo prato com
0,51g.100g™" e para soro de queijo mussarela com 0,52 g.100g" (BALD et al., 2014), 1,69g.100g™
de teor de proteinas entre 0,87 e 2,55g.100g' e entre 0,7 € 1,66g.100g™" para soro de queijos minas-
padrdo e mozarela (SIQUEIRA, 2000), respectivamente. Gorduras totais com 0,17% dentro da
média de 0,10 a 0,35% (BALD et. al., 2014). As proteinas do soro podem exibir diferencas na sua
composi¢do de macronutrientes e micronutrientes, dependendo da forma utilizada para sua
obtencdo, apresentando 8g de carboidratos em 100g de concentrado protéico do soro do leite
(SALZANO, 2002) como valor proximo ao apresentado de 6,76g.100g ' pelo calculo por
diferenca feito no presente estudo. E sem presenga significativa de fibras alimentares, ndo
avaliadas em outros estudos, mas dentro dos padrdes (USDA, 2013).

A umidade apresentou valor inferior de teor, aproximados 90%, ao obtido para o soro de

fabricacdo de queijo prato de 94,35% (BALD et al., 2014), 93,67% para queijo mussarela



(TEIXEIRA E FONSECA, 2008) e 92,13% para queijo coalho (PAULA et al., 2012). A
divergéncia dos valores obtidos de teores de umidade pode ser explicada de acordo com o tipo de
queijo fabricado e os processos tecnoldgicos empregados no leite para obtencdo do soro, assim
como a matéria-prima.

A acidez titulavel apresentada indicou que o soro de leite ¢ caracterizado doce por estar dentro
do estabelecido pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Soro de Leite (BRASIL,
2013). O valor de potencial hidrogenionico (pH) de 6,24 conferindo a amostra neutralidade
minimamente acida garante que ocorra crescimento microbiano pelo amplo espectro de micro-
organismos que encontram nessa faixa de concentracdo de ions OH+ as condigdes favoraveis de
crescimento e desenvolvimento, onde pH inferiores a 4,0 sdo considerados muito acidos
restringindo a presenca de bactérias e fungos. O valor de densidade de 1,03g/mL aproximados
(TEIXEIRA E FONSECA, 2008) utilizado para conversdes de unidades do soro, se assemelhou a
valores obtidos para leite bovino fluido.

Enzimas proteoliticas, como outras proteinas, possuem condi¢cdes de concentragao,
disponibilidade e afinidade ao substrato, temperatura e pH que tem influéncia direta na sua
capacidade de uma enzima catalisar uma reacdo como sua propriedade mais significativa. A
atividade catalitica de uma enzima proporciona um meio sensivel e especifico para sua propria
mensuragao, sob condigdes apropriadas de uma reagdo depende da concentragao de enzima e
substrato (SAID e PIETRO, 2002). O teor de proteinas mesmo que dentro dos padrdes para
produto de fabricacdo de leite, tem valor nutritivo de proteinas que depende principalmente da
capacidade desta em suprir as necessidades do organismo, de todos os aminoacidos dieteticamente
indispensaveis, sendo que o aproveitamento bioldgico, biodisponibilidade (LEVESQUE et al.,
2010) permite a disponibilidade de substrato para micro-organismos proteoliticos, associando
assim a faixa de pH neutra do soro de leite in natura aplicando-o no ensaio de determinacdo
quantitativa permitiu avaliar o potencial microbiano direto nas mesmas condi¢des do efluente.

Com relagdo a andlise de variancia dos tratamentos foi observado que nao houve diferenca
estatistica significativa entre os tempos avaliados de atividade protéica nos trés micro-organismos,
ou seja, as amostras se mostraram homogéneas sem variacdo das médias nesse fator. No entanto,
estatisticamente, a 5% de significancia pelo teste Tukey, o fator atividade proteolitica, nas linhas
em letras minusculas, se diferenciaram quando comparado as concentragdes do efluente

administradas em cada micro-organismo.



Tabela 3. Ensaio de atividade proteolitica por trés espécies de leveduras sob agitagdo 150 rpm durante

72 horas.
Espécie Tratamento Atividade proteolitica*
24h 48h 72h

CM1 I 25,003+1,65Ab 44,140+0,32Aab 58,744+1,35Aa
I 27,101+2,49Ab 10,399+8,60Ab 63,319+3,59Aa
11 23,912+2,79Aa 22,275+3,80Aa 38,642+1,22Aa
v 27,102+4,22Aa 12,791+43,17Aa 22,989+0,41Aa
v 23,912+0,38Aa 30,165+0,59Aa 23,618+0,44Aa

CM2 I 22,611+3,85Aa 34,697+4,90Aa 15,351+0,62Aa
I 14,260+1,00Ab 52,072+2,28Aa 22,653+5,13Ab
I 15,686+2,99Ab 52,533+7,98Aa 20,4713+6,08Ab
v 22,863+6,11Aa 26,430+1,54Aa 32,977+0,50Aa
v 7,797+1,36Aa 10,776+8,07Aa 25,884+8,78 Aa

LD1 I 18,079+2,50Aa 17,491+1,60Aa 25,884+0,89Aa
I 16,274+1,78 Aa 14,511+0,32Aa 32,515+5,43Aa
I 26,975+3,97Aa 24,416+6,02Aa 37,215+3,70Aa
v 15,099+0,35Aa 14,721£2,90Aa 27,479+3,47Aa
v 7,713+0,15Ab 27,185+3,47Aa 28,360+0,51Aa

Legenda: Espécies: CM1 - Candida metapsilosis KP738148.1; CM2 - Candida metapsilosis KF131734.1; LDI1 -
Lodderomyces elongisporus AY391847.1. Tratamentos: I — controle AN; II - AN. + 0,01% caseina; III - AN. + 0,01%
soro de leite; IV - AN. +0,1% soro de leite; V - AN. + 1% soro de leite. *Atividade proteolitica expressa em pg.mL"
+ desvio padrido. Valores médios seguidos de letras maiusculas iguais na horizontal (linha) e minusculas iguais na
vertical (coluna) dentro de cada espécie ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5 % (p>0,05) pelo teste de
Tukey.

Em CM1, as maiores produtividade foram com 63,319ug.ml” ¢ 58,744ug.ml’ em AN. +
0,01% caseina e no controle, respectivamente, ambos em 72h de cultivo, ambas superiores € com
diferencas estatisticas das demais concentracdoes de efluente soro de leite administradas.
Comparando as mesmas concentragdes em CM2, AN. + 0,01% caseina e AN. + 0,01% soro de
leite, respectivamente, 52,072ug.ml” ¢ 52,533pg.ml”, se mostrou com maiores produtividades
mas sem diferencas estatisticas com as demais concentracdes, com excecdo das mesmas
concentragdes em 24h e 72h de cultivo. A menor producdo proteolitica expressa foi em 24h de
cultivo com concentragdo de 1% de soro de leite com AN, com 7,713pg.ml™" que inferior as
demais médias de concentracdes em LD1 com maior producao em 0,01% de soro de leite em AN

com 72h de cultivo, mas ainda sem diferencas estatisticas significativas das demais.
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Para comparar o efeito do tempo de cultivo associado as concentracdes de suplementagdo do
substrato no rendimento de atividade proteolitica expressa em pg.mL™ a Figura 1 compara a

produtividade entre os micro-organismos testados.
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Figura 1. Distribuicdo da atividade proteolitica de micro-organismos testados em cinco (LILILIV e V),
respectivamente, concentragdes por 24h, 48h e 72h de cultivo. Legenda: CM1 - Candida metapsilosis KP738148.1;

CM2 - Candida metapsilosis KF131734.1; LD1 - Lodderomyces elongisporus AY391847.1. Atividade proteolitica
expressa em pg.mL™",

Sendo CM1, CM2 ¢ LDI em tratamentos de concentracdes controle de AN sem adigao
proteica, AN. + 0,01% caseina, AN. + 0,01% soro de leite, AN. + 0,1% soro de leite ¢ AN. + 1%
soro de leite, respectivamente, I, I, II, IV e V em 24h, 48h e 72h de cultivo podendo-se observar
que a os fatores, combinados ou individuais, sem considerar relagdes estatisticas significativas,
afetaram nos valores médios obtidos de atividade proteolitica.

Enzimas proteoliticas, como outras proteinas, possuem condi¢cdes de concentragdo,
disponibilidade e afinidade ao substrato, temperatura e pH que tem influéncia direta na sua
capacidade de uma enzima catalisar uma reagdo como sua propriedade mais significativa. A
atividade catalitica de uma enzima proporciona um meio sensivel e especifico para sua propria
mensuracdo, sob condi¢des apropriadas de uma reacdo depende da concentracdo de enzima e
substrato (SAID e PIETRO, 2002). O teor de proteinas mesmo que dentro dos padrdes para

produto de fabricagdo de leite, tem valor nutritivo de proteinas que depende principalmente da
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capacidade desta em suprir as necessidades do organismo, de todos os aminoacidos dieteticamente
indispensaveis, sendo que o aproveitamento bioldgico, biodisponibilidade (LEVESQUE et al.,
2010) permite a disponibilidade de substrato para micro-organismos proteoliticos, associando
assim a faixa de pH neutra do soro de leite in natura aplicando-o no ensaio de determinacao
quantitativa permitiu avaliar o potencial microbiano direto nas mesmas condi¢des do efluente.

No entanto, ndo se pode desconsiderar a influéncia do micro-organismo sobre esse processo
de conversao. Nas diferentes condi¢des de cultivo observou-se nesse estudo que as maiores
atividades foram obtidas com o in6culo de menores concentragdes, controle para CM1 em 48h e
72h, como com CM2 AN com 0,01% de caseina ¢ AN com 0,01% de soro de leite em 48h.
comprovando que a producgdo de enzimas de origem microbiana depende também principalmente
do proprio micro-organismo, visto que nos cultivos em sistema fechado a concentracdo de
nutrientes, biomassa ¢ os metabolitos alteram constantemente, devido ao metabolismo microbiano
(BRUMANO et al., 1993; TEIXEIRA, 1997; TUCKER & THOMAS, 1994). A maior produgdo
da CMI1 foi na amostra controle, onde ndo ocorre presenga de proteinas oriundas do soro de leite,
0 que permite considerar que o micro-organismo nao possui rendimento em substrato
suplementado ndo sendo uma opg¢ao para tratamento do efluente, antes de serem avaliados outros
aspectos, como a temperatura.

Em relagdo ao tempo de cultivo, as menores atividades proteoliticas se mostraram em 24h, no
geral, permitindo concluir que nessas condigdes a presenca ou nao de suplemento no substrato nao
¢ o mais indicado quando se visa alta produtividade, mas que pode estar relacionado a fase de
adaptacdo dos micro-organismos ao substrato que restringiu a produ¢do. Em outros estudos o
aumento nos niveis de variaveis como aumento de pH, concentracdo de substrato e tempo
favorecem reagdes enzimatica, ja que a eficiéncia do sitio ativo das enzimas no aumento do grau
de conversdo avaliados (LIRA et al., 2010), confirmando que aumento no tempo em relagdo a
acdo da enzima ¢ importante para se elevar o rendimento de extragdo que produz uma hidrolise
mais acentuada da molécula protéica, com a formacdo de peptideos de cadeias mais curtas
(FISHER, 2001).

Embora a qualidade nutricional das proteinas do soro seja amplamente conhecida, estudos que
compararam entre a qualidade nutricional das proteinas do soro com outras fontes protéicas se
mostraram oportunas (ANTUNES, 2003). No presente estudo o desempenho dos micro-
organismos em diferentes concentragdes de indculo em fermentacdo submersa suplementados com
0,01% de soro de leite e igualmente em caseina, mostrou resultados em 72h para LDI1 e nas

mesmas concentragdes em 48h e 72h de CM2 em que as maiores atividades proteoliticas foram
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obtidas, para ambos os micro-organismos, com soro de leite, permitindo concluir que nessas

condigdes o efluente confere maior rendimento que a proteina industrializada (Figura 1).

5. CONCLUSAO

Portanto a partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o isolado de Lodderomyces
elongisporus AY391847.1 em AN com 0,01% de soro de leite em 72h de cultivo e Candida
metapsilosis KF131734.1 em AN com 0,01% de soro de leite em 48h e 72h de cultivo possuem
potencial proteolitico para serem utilizados como forma bioldgica de reaproveitamento desse

efluente de laticinios.
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