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Resumo 

 

As proteases desempenham um papel significativo na biotecnologia devido à sua 

capacidade de catalisar a clivagem de ligações peptídicas em proteínas. Esse papel é 

explorado em várias aplicações biotecnológicas, como por exemplo na produção de 

proteínas recombinantes, biotecnologia alimentar, produção de peptídeos, 

biotecnologia farmacêutica e degradação de resíduos orgânicos. O presente trabalho 

teve como objetivo utilizar fungos do gênero Aspergillus (A. sydowii e o A. 

serratalhadensis) para a produção de proteases utilizando o resíduo de café como 

fonte de substrato. Planejamento fatorial 23 (temperatura 25 e 30°C; umidade 40% e 

60%; e glicose) foi utilizado para o processo fermentativo associado à técnica de 

purificação em colunas cromatográficas. Os resultados da fermentação com o A. 

sydowii demonstraram que o extrato bruto apresentou atividade proteolítica de 412 

U/mL, sendo inibida por PMSF (85%), e ativada pelo íon Fe+3. A atividade ótima foi 

observada em pH 8 a 45°C, com estabilidade térmica até 45°C. O protocolo de 

purificação apresentou uma protease com massa molecular ~48KDa, fator de 

purificação 5,9 vezes, recuperação de 53% e a atividade proteolítica de 256 U/mL. A 

atividade ótima foi observada em pH 8,0 a 45°C, com estabilidade da enzima entre 

35°C e 50°C, mantendo 70% de sua atividade inicial. No entanto, para o A. 

serratalhadensis o EB apresentou uma atividade proteolítica acima 1066 U/mL, sendo 

inibida pelo íon Zn+2 (49,5%), diferente dos íons Na+ e K+ que aumentaram a atividade 

em 11,9% e 19,1%, respectivamente. A atividade ótima foi encontrada em pH 6 a 35°C, 

com estabilidade térmica do extrato entre 25°C e 55°C. As linhagens distintas de A. 

sydowii e A. serratalhadensis demonstraram eficácia na síntese de proteases com 

potencial biotecnológico por meio da Fermentação em Estado Sólido (FES), ao 

empregar borra de café como substrato. Esse processo contribui para a redução do 

impacto ambiental, pois permite a reutilização de resíduos. 

Palavras-chave: Aspergillus sp., Fermentação em estado sólido, protease, resíduos 

agroindustriais 

 



 
 

 

Abstract 

 

Proteases play a significant role in biotechnology due to their ability to catalyze the 

cleavage of peptide bonds in proteins. This role is explored in several biotechnological 

applications, such as the production of recombinant proteins, food biotechnology, 

peptide production, pharmaceutical biotechnology and degradation of organic waste. 

The present work aimed to use fungi of the genus Aspergillus (A. sydowii and A. 

serratalhadensis) for the production of proteases using coffee residue as a source of 

substrate. Factorial design 23 (temperature 25 and 30°C; humidity 40% and 60%; and 

glucose) was used for the fermentation process associated with the purification 

technique in chromatographic columns. The results of fermentation with A. sydowii 

demonstrated that the crude extract presented a proteolytic activity of 412 U/mL, being 

inhibited by PMSF (85%), and activated by the Fe+3 ions. Optimal activity was 

observed at pH 8 at 45°C, with thermal stability up to 45°C. The purification protocol 

presented a protease with a molecular mass of ~48KDa, a purification factor of 5.9 

times, recovery of 53% and a proteolytic activity of 256 U/mL. The optimal activity was 

observed at pH 8.0 at 45°C, with enzyme stability between 35°C and 50°C, maintaining 

70% of its initial activity. However, for A. serratalhadensis, EB showed a proteolytic 

activity above 1066 U/mL, being inhibited by the Zn+2 ion (49.5%), different from the 

Na+ and K+ ions, which increased the activity by 11.9% and 19.1%, respectively. The 

optimum activity was found at pH 6 at 35°C, with thermal stability of the extract between 

25°C and 55°C. Different strains of A. sydowii and A. serratalhadensis demonstrated 

efficacy in the synthesis of proteases with biotechnological potential through Solid State 

Fermentation (FES), using coffee grounds as a substrate. This process contributes to 

reducing environmental impact, as it allows the reuse of waste.  

 

Keywords: Aspergillus sp., Solid state fermentation, protease, agro-industrial waste 
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1.0 Introdução  

As proteases estão presentes em todas as formas de vida, pois estão envolvidos 

em processos biológicos essenciais (Bi et al., 2011; Gupta, Beg, Lorenz, 2002) devido 

a isso sua grande importância para a indústria e representam 60% de todas as 

enzimas comercializadas (Albuquerque et al.2020). O mercado global de aplicação de 

enzimas industriais deve chegar a US $ 8,7 bilhões até 2026, a uma taxa de 

crescimento anual composta (CAGR) de 6,3% para o período de 2021-2026 (BBC 

RESEARCH, 2022).  

Para atender essa demanda diversas fontes vêm sendo explorada como, 

plantas, animais e microrganismo tendo um destaque para os fungos filamentosos e as 

bactérias. Dentre o grupo de fungos filamentosos o gênero Aspergillus ganham 

destaque por produzirem enzimas com ampla faixa de pH e por se adaptarem em 

diversos substratos diferentes mantendo uma alta produção enzimática (Vishwanatha; 

Rao; Singh, 2010; Hernández-Martínez et al., 2011) e devido a sua adaptabilidade em 

diversos ambientes (Gibbons; Rokas, 2013).  

A obtenção de proteases ocorre de diversas formas, sendo a de origem 

microbiana a mais utilizada, com isso, os resíduos provenientes da agroindústria que 

possuem baixo valor agregado, mas, ricos em fontes de carbono e nitrogênio, podem 

ser utilizadas como substrato no processo fermentativo. A FES apresenta vantagens 

em relação à fermentação submersa (FSm), essas vantagens são divididas em grupos 

como: 1) Ausência de água livre (diminuição de contaminações bacterianas e menor 

custo de tratamento de efluente líquidos) , 2) Meio de fermentação (baixo custo e 

suplemento mineral mínimo), 3) Ambiente natural (assemelha ao ambiente natural do 

fungo), 4) Produtividade volumétrico (maior produtividade), 5) Processamento à jusante 

(produto altamente concentrado), 6) Aspectos do meio ambiente (gestão de resíduos e 

controle de poluição) e 7) Qualidade do meio ambiente (produtos resistente ao calor e 

ao pH). Em relação às desvantagens da FSm destacam-se a alta atividade de água 

tornando mais suscetível à contaminação bacteriana, alto custo para tratamento de 

efluentes líquidos, a utilização de produtos químicos de grau analítico altamente 

purificado, baixa produtividade volumétrica, alto custo para concentração e purificação 

das enzimas (Elgui, 2019).  
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As enzimas podem ser utilizadas em diversos setores da indústria como: têxtil, 

de limpeza, de alimentos, farmacêutica. (Zimmer et al., 2009), além disso podem ser 

usadas em processos de regulação de proteínas, (Bi et al., 2011), na recuperação de 

prata de filmes fotográficos e de raio X, em diagnósticos, tratamento médico (Schuster 

et al., 2019) e na síntese de peptídeos (Shankar et al, 2011).   

 Diante do exposto, o uso de proteases produzidas a partir de microrganismos, 

utilizando um resíduo agroindustrial e através de uma metodologia simples de 

fermentação, torna o processo de produção viável, econômico e ecologicamente 

correto para produção. 

 

1.1 Objetivos 

1.1.1 Objetivos Gerais  

 Produzir proteases obtidas de fungos do gênero Aspergillus (A. sydowii e o A. 

serratalhadensis) através da técnica de fermentação em estado sólido (FES), 

utilizando o resíduo de café, e em seguida purificá-las e determinar as suas 

características físico-químicas. 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar a produção de protease pelos fungos A. sydowii e A. serratalhadensis 

utilizando o resíduo de café: 

 Avaliar as melhores condições para produção de proteases pela fermentação 

em estado sólido (FES);  

 Determinar as condições e a técnica de cromatografia mais adequada para a 

purificação das proteases obtidas no processo de Fermentação estado sólido 

utilizando os fungos A. sydowii e A. serratalhadensis; 

 Caracterizar bioquimicamente os extratos brutos e as enzimas purificadas 

quanto ao pH e temperatura ótima, estabilidade ao pH e temperatura, substratos 

específicos, inibidores e efeito de íons;  
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2.0 Capítulo 1: Revisão Bibliográfica  

2.1 Uso de resíduo agropecuário para produção de protease 

A utilização de resíduos agropecuários ricos em proteínas visando à produção 

de protease extracelular por microrganismo é uma prática que resulta no aumento da 

produção. Isso ocorre devido à necessidade do fungo têm de obtenção de nitrogênio e 

carbono para seus processos biológicos estimulando a produção de enzimas 

extracelular para promover a quebra do nitrogênio e do carbono (Schuster, et al., 

2019). 

Tabela 2: Microrganismos do gênero Aspergillus produtores de proteases e os 

resíduos agropecuários utilizados no processo fermentativo.  

Microrganismo  Substrato Referência 

A. sidowii Café Rocha et al., 2021 

A. ochraceus Farelo de Trigo Zhu et al.,2021 

A. heteromorphus Farelo de trigo Fernandes et al., 2020 

A. brasiliensis 
Leite 

Hemácias de Suíno 
Schuster, et al., 2019 

A. rhizopodus 

Leite 

Hemácias de Suíno 

Plasma Suíno 

Schuster, et al., 2019 

A. níger 

Leite 

Hemácias de Suíno 

Farelo de trigo 

Farelo de soja  

Farelo de algodão 

Casca de Laranja 

Schuster, et al., 2019 

Castro et. al., 2015 

A. giganteus Leite Schuster, et al., 2019 

A. parasiticus 

Leite 

Hemácias de Suíno 

Farelo de trigo 

Schuster, et al., 2019 

Tunga et al., 2003 

A. tamarii Farelo de trigo Silva et al., 2018) 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cottonseed-meal
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A. oryzae 

Soro de Leite 

Farelo de trigo 

Farelo de Arroz 

Bagaço de Tomateiro 

Belmessikn et al., 2013 

Kumura, Ishido e Shimazaki, 2011 

Vishwanatha et al., 2009 

Chutmanop et al., 2008 

A. terreus 
Efluente de óleo de Palma pré 

filtrado 
Wu et al., 2006 

A. fumigatus Pó da casca de camarão Wang et al., 2004 

 

A produção industrial dessas enzimas fúngicas vem aumentando e 

apresentando resultados do que na produção bacteriana, diante da grande variedade e 

aplicações (Schuster, et al., 2019; Siala et al., 2012), contudo, ainda é fundamental o 

aprimoramento, visando reduzir custos e otimizar a produção selecionando meios de 

cultura e microrganismos mais eficientes (Schuster, et al., 2019). Muitas espécies de 

fungos são estudadas em paralelo com novos resíduos como mostra a Tabela 2. 

Diversos parâmetros devem ser analisados para a escolha do processo fermentativo 

como o tipo de resíduo, a natureza física e a biomolécula desejada (Yadav et al., 

2015).  

 Diante do exposto podemos verificar que a utilização de resíduos para produção 

enzimática é uma prática consolidada, entretanto faz necessário novas fontes de 

substratos que venha a atender as necessidades de produção assim como a demanda 

por uma produção com menos impactos ambientas. Com isso o resíduo de café vem 

para atender tanto a necessidade nutricional do fungo produtor como também a 

redução do impacto ambiental causado pela eliminação desses resíduos no ambiente.  

   

 2.2 Indústrias cafeeiras e seus resíduos 

A indústria cafeeira é um setor econômico que engloba todas as atividades 

relacionadas ao cultivo, processamento, comercialização e consumo de café. O café é 

a segunda bebida mais consumida mundialmente e que agrada o paladar de milhões 

de pessoas. Entre as commodities comercializadas no mundo, o café ocupa uma 

posição privilegiado sendo o segundo produto mais vendido no mundo, perdendo 

apenas para o petróleo (Kang et al 2022; Butt & Sultan, 2011).   

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Chutmanop%2C+Jarun
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Essa popularidade é devido a grande variedade de sabores e aromas possíveis 

de desfrutar, além disso, a qualidade da bebida vem sendo cada vez mais importante. 

Essas qualidades estão ligadas às regiões de cultivo, as técnicas de cultivo e 

processos pós-colheita (Pereira et al., 2015). Seus efeitos fisiológicos, psicológicos e 

nutricionais são outro fator importante para sua popularização (Haile e Kang 2019).  

Segundo a Companhia de abastecimento (Conab) o Brasil é o principal produtor 

e exportador de Coffea arabica seguido pela Colômbia, Etiópia e Honduras. Já em 

relação ao Coffea canephora o Brasil ocupa a segundo lugar na produção Figura 2.  

Figura 2: Análise dos maiores produtores de Coffea arabica (café arábica) (A) e 

Coffea canephora (café robusta) (B) na safra de 2020/21.  
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Fonte: Adaptado da Análise mensal Junho/Julho 2022 da Conab, 2022. 

Para muitos países, o café é uma importante plantação e que continua a crescer. No 

ano 2019/2020, o consumo de café teve um aumento de 0,5% chegando a ser consumida 

aproximadamente 166,06 milhões de sacas de café (Mahingsapun et al 2022, APUD 

Organização Internacional do Café, 2020). 

Segundo a Associação brasileira da indústria de café (ABIC) em 2021, o Brasil teve 

uma produção que ultrapassou 60 milhões de sacas sendo aproximadamente 48 milhões 

de Arábica e 14 milhões de robusta e em 2022 chegou a 53 milhões de sacas sendo 

aproximadamente 35 milhões de arábica e 17 milhões de robusta. O consumo interno no 

Brasil ultrapassou 21 milhões de sacas no ano de 2022. Em 2020/2021, o consumo 

interno de café teve um aumento de 1,7% em relação ao ano anterior tendo um consumo 

per-capito de grão cru de 6,06 (Kg/hab.ano) e de café torrado e moído de 4,84 

(Kg/hab.ano) tendo um aumento de 1,06% para ambos os consumos (ABIC 2022).  
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De acordo com Rocha, 2018, no Brasil, em 2015 foram produzidos nas 

residências brasileiras cerca de aproximadamente 978.000 toneladas de resíduo de 

café que são eliminados em sua grande maioria nos ralos da pia e acabam causando 

danos ambientais. Em 2020/2021 podemos verificar que a geração de resíduos 

produzidos pela preparação do café chegou a 1.040.600 t sendo que aproximadamente 

64% desse consumo ocorrem nas residências (ABIC 2022). 

O uso de resíduos orgânicos da agropecuária como fonte de nutrientes para o 

processo fermentativo possui um importante papel na redução de custos nos 

processos fermentativos (Schuster, et al., 2019), pois são de baixo custo e com alta 

disponibilidade (Murthy e Kusumoto, 2015). Diversos subprodutos ou resíduos da 

cadeia produtiva ou do consumo de algum produto agropecuário podem ser utilizados 

como fonte de obtenção de nutrientes para o processo fermentativo como: casca de 

frutas, farelo de trigo, de soja e de arroz (Cordoso et al., 2022), borra de café (Rocha et 

al., 2021), soro de leite (Kumaru, Ishido e Shimazaki, 2011), pó de casca de camarão e 

caranguejo (Wang et al.,2004).  

O Brasil sendo um dos maiores produtores e consumidores de café do mundo 

(ABIC, 2022) não está isento da geração desses resíduos que podem ocasionar 

diversos danos ambientas. Segundo Yafetto (2022) a fermentação em estado sólido 

conquistou reconhecimento mundial ao longo das décadas devido ao seu potencial 

para desempenhar um papel significativo na abordagem de desafios globais 

persistentes, como a desnutrição em humanos e animais, a poluição ambiental, as 

mudanças climáticas, a fome e o aprimoramento da segurança alimentar em escala 

global. 

2.3 Fermentação em Estado Sólido  

 A fermentação no estado sólido envolve uma série de etapas que são 

caracterizadas em processos upstream, midstream e downstream (Mitchell et al., 2000; 

Ashok et al., 2017) esse pocesso de fermentação reutiliza e/ou recicla os resíduos, 

como os provenientes da agroindústria. Esses resíduos agropecuários possuem um 

grande valor como substrato, pois possuem características como baixo valor agregado, 

fácil disponibilidade e são reprodutíveis (Murthy e Kusumoto, 2015), além de também 
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serem utilizados outros tipos de resíduos orgânicos como casca de fruta, farelo de 

trigo, soja e arroz (Cordoso et al., 2022) e borra de café (Rocha et al., 2021).  

 A FES por utilizar um volume menor de água produz um líquido fermentado mais 

concentrado, com isso ocorre à redução dos custos e do tempo na recuperação das 

enzimas proteolíticas (Schuster et. al., 2019), além disso, a baixa disponibilidade de 

água no sistema reduz a probabilidade de contaminação bacteriana e favorece o 

crescimento de fungos filamentosos, que já crescem facilmente sobre substratos 

sólidos (Cardoso et al., 2022; Chilakamarry et al., 2022).   

A técnica de fermentação em estado sólido (FES) é um processo fermentativo 

produtor de uma grande variedade de biomoléculas, entre essas, as enzimas 

proteolíticas (Ravikumar et al., 2012). 

 A aplicação da fermentação em estado sólido beneficia principalmente os 

setores alimentício, farmacêutico, energético e químico em todo o mundo, pois, por 

meio da utilização conveniente da biotecnologia microbiana, ela é empregada na 

produção de alimentos fermentados e outros produtos industriais valiosos (Couto e 

Sanrom an, 2006; Ghosh, 2016).   

A fermentação em estado sólido (FES) apresenta vantagens significativas na 

produção de enzimas por fungos filamentosos. Do ponto de vista ambiental, destaca-se 

por sua capacidade de utilizar resíduos agroindustriais como sólidos substratos, que 

atuam como fontes de carbono e energia (Yafetto 2022), pois se semelham as 

condições do ambiente natural resultando em uma adaptação, crescimento e produção 

enzimática mais eficiente. Além disso, a concentração dos produtos após a extração é 

consideravelmente superior em comparação com o processo de fermentação 

submersa, e, consequentemente, gera menos resíduos líquidos. Essa abordagem 

desperta um interesse econômico significativo em áreas onde há uma abundância de 

biomassa e resíduos agroindustriais, os quais representam fontes de materiais baratos 

e abundantes (Santos et.al,2008).  

No processo de FES diversos fatores devem ser analisados para que ocorra 

uma boa produção de protease entre esses fatores podem ser destacados a seleção 

do microrganismo a ser utilizada, a escolha do substrato adequado a ser usada de 

acordo com o objetivo da produção, a concentração de nitrogênio, carbono e outros 
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nutrientes além da quantidade de oxigênio disponível durante o processo fermentativo, 

a disponibilidade de água, a umidade, temperatura e pH. Todas essas condições 

afetam tanto crescimento do microrganismo como a produção das biomoléculas 

(Singhania et al., 2009). Ao término do processo fermentativo com as condições 

otimizadas, inicia-se o isolamento e purificação da molécula alvo. 

 

2.4 Proteases produzidas por fungos filamentosos 

As proteases são produzidas amplamente por vários organismos como, 

bactérias, fungos, animais e plantas (Arokiyaraj et al., 2015, Balachandran et al., 2015, 

Al-Dhabi et al., 2019). Processos para obtenção de proteases derivadas das plantas é 

um processo mais lento, pois dependem do desenvolvimento do cultivo. Esse período 

de cultivo faz parte da fisiologia natural, além disso, o processo de produção também 

pode ser afetado por estresse bióticos e abióticos ao longo do desenvolvimento vegetal 

o que dificulta para um processo visando campo industrial (Rao et al., 1998).  

As proteases de origem animal enfrentam o mesmo problema em relação ao 

tempo necessário para a produção dessas enzimas, pois muitas enzimas como 

pepsina, quimiosina e tripsina dependem do abate dos animais.  

Por outro lado, às enzimas proteolíticas produzidas por microrganismos são 

mais confiáveis para oferta de mercado devido a serem mais rentáveis, possuírem uma 

maior diversidade bioquímica e uma produção mais rápida e estável apresentando, 

portanto, maior potencial para a indústria (Mansor et al. 2019). 

A crescente demanda por enzimas com propriedades específicas tem levado a 

intensa busca por novas fontes de proteases (Bi et al., 2011). As proteases 

microbianas vêm com o objetivo de suprir essa demanda e está entre as principais 

fontes de enzimas comercializadas em processos biotecnológicos (Rocha et al., 2021; 

Murthy e Kusumoto, 2015) elas representam 60% das enzimas comerciais utilizadas 

pela indústria (Albuquerque et al.2020; Silva, Almeida, Melo e Porto, 2018).  

Entre os fungos filamentosos podemos destacar o gênero Aspergillus, na 

literatura esse grupo é conhecido como excelentes produtores de enzimas, 

principalmente com atividade proteolítica, além de metabólicos secundários com 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X19302451#b0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X19302451#b0075
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diversas aplicações em processos industriais e farmacêuticos (Vishwanatha; Rao; 

Singh, 2010; Hernández-Martínez et al., 2011).  

O gênero Aspergillus pertence à Família Trichocomaceae, Ordem Eurotiales, 

Classe Eurotiomycetes e Filo Ascomycota (Hubka et al., 2013). Dentro do grupo de 

fungos filamentosos, esse gênero tem um destaque importante devido a sua 

distribuição cosmopolita que mostra a grande capacidade adaptativa em diversos 

ambiente além de o seu hábito alimentar detritívoro que proporciona facilidade para se 

adaptar a diversos substratos sólidos (Gibbons; Rokas, 2013). Na Tabela 1 é possível 

verificar a amplitude de habitat do gênero Aspergillus. 

O A serratalhadensis (Fig.01) foi relatado à primeira vez na literatura por 

Oliveira, 2018 encontrado no solo da Caatinga é uma espécie que apresenta colônia 

no espectro de cor entre o marrom escuro e o preto.  

Figura 1: Estrutura microscópica do Aspergillus sydowii. 

 

Fonte: O Autor.     

Já o A. sydowii (Fig. 02) pertence à Seção Versicolores e está mundialmente 

distribuída na natureza. No entanto, devido à sua preferência por ambientes xerofílicos, 

tem sido pouco abordado em pesquisas. Os locais mais comuns para encontrar fungos 

da Seção Versicolores incluem solos, material vegetal em decomposição e grãos 

armazenados (Chalfoun, 2003). 

Figura 2: Estrutura macroscópica e microscópica do Aspergillus 

serratalhadensis URM 7866 (Oliveira et al., 2018) 
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Tabela 1: Diferentes fontes de isolamento do gênero Aspergillus. 

Microrganismo  Fonte de Isolamento Referência 

Aspergillus terreus 

Solo do manguezal 

Solo em torno da indústria de 

couro 

Eldin et al., 2022 

Chellapandi, 2010 

Aspergillus fumigatus 

Ambiente hospitalar 

Manguezal 

Solo da Caatinga 

Cardoso et al., 2022 

Xu et al., 2020 

Oliveira et al., 2013 

Aspergillus nNíger 
Ambiente hospitalar 

Solo da Caatinga 

Cardoso et al., 2022 

Oliveira et al., 2013 

Aspergillus flavus 

Ambiente hospitalar 

Frutos secos de tâmara 

Solo em torno da indústria de 

couro 

Solo da Caatinga 

Cardoso et al., 2022 

Quaglia et al., 2020 

Chellapandi, 2010 

Oliveira et al., 2013 

Aspergillus chevalieri Mar Ertekin et al., 2022 

Aspergillus tubingensis Rejeitos de mina de bauxita Anusha et al., 2021 

Aspergillus ustus 
Animal marinho 

Solo da Caatinga 

Li et al., 2021 

Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus sydowii 

 

Fundo do Mar Niu et al., 2020 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996917307287#bb0165
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996917307287#bb0165
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996917307287#bb0165
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Aspergillus sp. 

 

Molusco bivalve marinho An et al., 2020 

 

Aspergillus tubingensis 

 

Frutos secos de tâmara Quaglia et al., 2020 

Aspergillus versicolor 
Mar 

Solo da Caatinga 

Zhanh et al., 2019 

Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus candidus 

 

Mar Li et al., 2019 

 

Aspergillus arcoverdensis 

 

Solo da Caatinga Matsuzawa et al, 2015 

 

Aspergillus caatingaensis  

 

Solo da Caatinga Matsuzawa et al, 2014 

 

Aspergillus pernambucoensis. 

 

Solo da Caatinga Matsuzawa et al, 2014 

 

Aspergillus aculeatus 
Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 
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Aspergillus brevipes 

 
Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus carbonarius 
Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus duricaulis 
Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus japonicus 
Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

 

Aspergillus niveus 

 

Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus ochraceus 

 

Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus ostianus 

 

Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus parasiticus 

 

Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 
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Aspergillus puniceus 

 

Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus tamarii 

 

Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergullus terreus 

 

Solo da Caatinga Oliveira et al., 2013 

 

Aspergillus clavatus 

 

Águas residuais 
Hajji, Kanoun, Nasri e Gharsallah, 

2007 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996917307287#bb0275
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996917307287#bb0275
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As condições ambientais e nutricionais exercem influência no crescimento e 

desenvolvimento do microrganismo e consequentemente na produção de metabólitos 

microbianos, incluindo as proteases. Os parâmetros mais importantes na etapa de 

produção dessas enzimas são: o substrato, tempo de produção, temperatura e pH 

(Chimbekujwo, Ja’Afaru e Adeyemo, 2020).  O substrato para produção de enzimas 

proteolíticas necessita ter a disponibilidade de nitrogênio e carbono, pois ambos 

possuem efeito regulatório na síntese de protease por diversos microrganismos, 

inclusive os fungos filamentosos que absorvem e utilizam o nitrogênio para obter 

energia para seu desenvolvimento (Schuster, et al., 2019; Belmessikh et al., 2013; Hajji 

et al., 2008).  

Muitos microrganismos (incluindo fungos filamentosos) assimilam, absorvem ou 

utilizam nitrogênio orgânico de aminas para obter energia e para seu desenvolvimento.  

As aminas têm seus aminoácidos ligados por ligações peptídicas ou pequenos 

peptídeos, polipeptídeos e proteínas. Por outro lado, proteínas e peptídeos, podem ser 

hidrolisados em aminoácidos e utilizados como fontes de nitrogênio para 

microrganismos em processos biotecnológicos. Algumas fontes complexas e 

convencionalmente usadas na fermentação são extrato de levedura, hidrolisado de 

plantas ricas em proteínas, vegetais, resíduos de alimentos, subprodutos de carne, 

tecidos animais e fluidos corporais, resíduos de peixe, penas, permeado de soro e 

extrato de grama. A hidrólise desses materiais ricos em proteínas pode ser catalisada 

por proteases extracelulares excretadas por microrganismos no meio ou por sua 

hidrólise prévia (Pleissner e Venus, 2016).  

2.5 Proteases e sua aplicação na indústria 

Proteases são enzimas que catalisam a quebra de proteínas por hidrólise das 

ligações peptídicas (Bi et al., 2011; Gupta, Beg, Lorenz, 2002), sua atividade resulta na 

geração de monômeros proteicos, aminoácidos entre outros (Chimbekujwo, Ja’Afaru e 

Adeyemo, 2020). As proteases ganharam espaço entre as diversas classes de enzimas 

devido ao alto valor econômico agregado e associado a isso, a sua importância 

biotecnológica devido à diversidade estrutural e de mecanismos de ação (Giongo, 

2006).  
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As enzimas proteolíticas têm grande potencial e são frequentemente exploradas 

para vários processos industriais. Essas proteínas têm sido amplamente utilizadas em 

couro, detergentes, panificação, laticínios e indústrias farmacêuticas (Al-Dhabi et al., 

2019), na regulação do processamento de proteínas, remoção de proteínas anormais 

ou danificadas da célula, além do desenvolvimento, a fisiologia, a defesa e resposta ao 

estresse (Bi et al., 2011; Gupta, Beg, Lorenz, 2002), no tratamento de resíduos, em 

compostos bioativos, na recuperação de prata de filmes fotográficos e de raio X, em 

diagnósticos, tratamento médico e de lesões e no tratamento de intolerância proteica 

(Schuster et al., 2019), síntese de peptídeos, preparação de hidrolisados proteicos e 

em ferramentas de análise em pesquisa básica (Shankar et al, 2011; Agrebi et al., 

2010). As proteases mostram tolerância a muitas alterações ou mudanças abióticas, 

como alta temperatura, pH e salinidade (Al-Dhabi et al., 2019).Na indústria 

farmacêutica as enzimas proteolíticas são amplamente utilizadas. As queratinases, que 

possuem como substrato a queratina, são úteis na remoção de queratina no tratamento 

de acnes ou psoríase, na remoção de calosidade humana e degradação de pele 

queratinizada e no tratamento de micoses por fungos dermatófitos (Bon; Vermelho, 

2004; Brandelli, Daroit e Riffel, 2010).  

Essas ainda podem ser aplicadas clinicamente no tratamento de doenças, assim 

como a Doença Celíaca ou enteropatia sensível ao glúten (Shan. et. al. 2004). Outro 

exemplo são as colagenases, as quais são utilizadas na remoção de queloides, no 

tratamento de úlceras e de queimaduras (Sukhosyrova et al. 2003). Por fim, temos 

também outro grupo de enzimas, as fibrinolíticas, que possuem a capacidade de 

degradar a fibrina, que é o principal componente proteico dos coágulos sanguíneos 

formados a partir da ativação do fibrinogênio pela trombina (Nascimento et al., 2015). 

 

2.6 Técnicas de isolamento, purificação e caracterização de proteínas  

2.6.1 Técnicas de isolamento 

O isolamento de biomoléculas produzidas por fungos inicia-se com a separação 

do líquido fermentado do substrato, essa separação ocorre utilizando diversas 

soluções, onde serão extraídos compostos com maiores afinidades às soluções 

utilizadas. A purificação de proteases fúngicas vem sendo purificada principalmente por 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X19302451#b0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X19302451#b0035
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métodos convencionais que estão baseados em aspectos moleculares gerais como: 

carga elétrica, tamanho molecular, solubilidade e hidrofobicidade (REF).  

Essa separação inicial na biotecnologia ocorre principalmente pelo uso de 

precipitação salina (Silva et al., 2009), cromatografia de afinidade e gel filtração 

(Takahashi, 2008), cromatografia de troca iônica (Watanabe et al., 2008), cromatografia 

de fase reversa (Rodrigues-Nogales et al., 2010), entre outros.  

Devido à grande necessidade e o aumento no processo de purificação de 

proteínas, o químico Arthur B. Little propôs, em 1917, uma esquematização e definiu o 

processo em quatro etapas: 1) clarificação ou remoção de compostos insolúveis, 2) 

isolamento do produto ou concentração, 3) purificação intermediária e 4) polimento 

(Zuñiga 2003). Com isso, foram desenvolvidas diversas técnicas de purificação pata 

atender as etapas da purificação propostas, promovendo assim uma melhor purificação 

da biomolécula alvo (Tabela 3). 

Tabela 3: Técnicas de purificação  

ETAPAS DE PURIFICAÇÃO 

Técnica de 

isolamento/ 

separação 

Clarificação 
Concentração ou 

Isolamento 

Purificação 

intermediária 

Purificação 

Final 
Autores 

Filtração ● × × × Teotia, 2001 

Centrifugação ● × × × 

Niven, 2003 

Westfalia, 

2001  

Aruna; John 

& Thakrar, 

2000 

Precipitação ● × × × 

Teotia, 2001 

Chisti, 1998  

Glatz 1998  

Sistema 

aquoso 
● ● ● ● 

Fernandes, 

2020  
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Bifásico Giraldo-

Zuñiga, 

Coimbra & 

Minim, 2001 

Cromatografia 

(Troca Iônica) 
× × ● ● Rocha et al., 2021 

 

Cromatografia 

(Afinidade) 
× ● ● ● 

Niven, 2003 

Clonis, 1990  

Cromatografia 

(Gel filtração) 
× × ● ● 

Chimbekujwo

, Ja’afaru & 

Adeyemo, 

2020 

Cromatografia 

de interação 

hidrofóbica ( 

HIC) 

× × × ● 
Chauhan et 

al., 2021 

● = Processo de purificação realizado; × = Processo de purificação não realizado. 

Adaptado de Rocha, 2018.  

 

2.6.2 Métodos de Purificação 

2.6.2.1 Técnicas Cromatográficas  

Entre os diversos métodos de purificação, a cromatografia é considerada a 

principal técnica de separação de biomoléculas, pois ela consiste em métodos físico-

químicos capazes de separar componentes de uma mistura. A cromatografia pode ser 

dividida em cromatografia líquida, gasosa e de pressão, onde podemos destacar a 

cromatografia de exclusão molecular e a de troca iônica (Collins, 2007).  

A mistura de proteínas ou outros produtos biológicos a serem separados são 

aplicados na fase estacionária e migram através da coluna. Os processos 

cromatográficos normalmente conduzem a seletividades elevadas. Os fatores que 

influenciam a eficiência deste processo são a qualidade do suporte cromatográfico, a 

dispersão axial e a dificuldade de estabelecimento de equilíbrio entre a fase móvel e 
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estacionária. Dependendo do tipo de interações envolvidas, os processos 

cromatográficos podem ser classificados em gel filtração, troca iônica, interação 

hidrofóbica, fase reversa e afinidade (Aires-Barros e Cabral, 2003), bem como em fluxo 

rápido em sistema AKTA e de alto desempenho através da cromatografia líquida de 

alta performance (HPLC) (Guggisberg et al., 2012). 

A cromatografia de troca iônica é uma técnica histórica amplamente utilizada 

para a caracterização detalhada de proteínas terapêuticas e pode ser considerada 

como uma técnica de referência e poderosa para a avaliação qualitativa e quantitativa 

da heterogeneidade de cargas (Fekete et al.,2015). Dentre os diferentes tipos de troca 

iônica, a cromatografia de troca catiônica é a mais utilizada para purificação e 

caracterização de proteínas (Svasti e Milstein, 1972).  

Diversos trabalhos utilizaram técnicas cromatográficas nos processos de 

purificação de proteases. Chimbekujwo, Já’afaru e Adeyemo, (2020) purificaram uma 

protease produzida por A. brasiliensis utilizando a precipitação com sulfato de amônio 

(80%) seguido de cromatografia de gel filtração utilizando a resina Sephadex G-200. A 

massa molecular foi estimada em 68 KDa (SDS-PAGE) e com atividade proteolítica de 

1734 U/mL. 

Benmrad et al., (2019) purificou uma protease produzida por Pleurotus sajor-caju 

(cogumelo ostra) utilizando tratamento térmico (80°C por 20 min), seguida de 

precipitação de sulfato de amônio (35–55%) e cromatografia de troca iônica UNO Q-6 

FPLC e de cromatografia de filtração em gel HPLC-ZORBAX PSM 300 HPSEC. A 

massa molecular foi estimada em 65 kDa por eletroforese em gel de poliacrilamida de 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) e com atividade proteolítica de 10.500 U/mL.  

De acordo com estudo realizado por Da Silva et al., (2018), a cromatografia de 

troca iônica utilizando a resina Sephadex A50 para a purificação da enzima proteolítica 

produzida por A. tamarii foi eficiente, resultando em uma atividade proteolítica de 

2.444U/mL. Em trabalho realizado por Souza et al., (2017) purificando enzima 

proteolítica produzida por A. foetidus pelo sistema AKTA com coluna Sephacryl S-200, 

através da técnica de exclusão molecular, obteve uma protease purificada com 

atividade proteolítica 63,7 U/mL.   
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Salihi, Asoodeh & Aliabadian (2017) purificou uma protease alcalina produzida 

por A. oryzae utilizando duas etapas de purificação: precipitação com sulfato de amônio 

a 85% e cromatografia utilizando a resina Q-Sephadex. A protease obtida apresentou 

massa molecular de 47,5 KDa e atividade proteolítica de 952 U/mL e atividade 

especifica de 15,86 U/mg.   

Sethi et al., (2016) purificou uma protease ácida produzida por A. terreus 

utilizando a precipitação com sulfato de amônio e cromatografia utilizando a resina 

Sephadex G-100, obtendo uma protease com massa molecular 23,8 KDa e uma 

atividade proteolítica de 4366,7 U/mL com FES e 499,99 U/mL com FSm.   

 

2.6.3 Caracterização de Proteínas   

Devido à necessidade do mercado de atender o setor industrial, diversos 

estudos são realizados continuamente para desenvolver novos processos 

biotecnológicos para obtenção de enzimas proteolíticas com novas propriedades 

bioquímicas. Entre essas propriedades a depender da indústria podemos destacar a: 

alta estabilidade e atividade em pH alcalino e alta temperatura e na presença de 

surfactantes, íons metálicos, agentes oxidantes e solventes orgânicos (Li et al., 2011; 

Anbu, 2013).   

Essas propriedades são importantes e são estudadas devido à diversidade de 

proteases que podem apresentar perfis bioquímicos diferentes. 

De acordo com Silva et. al., 2018 no processo industrial as propriedades de uma 

proteína sofrerão influência do ambiente de produção sendo assim pH, sal, solvente, 

luz, temperatura, são fatores importantes que podem afetar a estrutura terciaria da 

proteína levando a pequenas modificações que podem desestabilizar as interações 

intermoleculares inibindo a enzima. A caracterização biofísica e bioquímica de enzimas 

fornece dados importantes e úteis para aplicações industriais. Enzimas que mantêm a 

atividade por longos períodos de tempo e que apresentam alta atividade em uma ampla 

faixa de valores de pH ou temperatura são relevantes para a indústria (Melikoglu, Lin & 

Webb, 2013). 

As enzimas possuem sensibilidade à concentração de H+ presente no meio, 

existindo uma zona de pH em que a atividade enzimática é máxima. Isso ocorre 
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porque as enzimas possuem grupos ionizáveis que por influências da mudança do 

pH podem sofrer modificações estruturais que afetam sua especificidade com o 

substrato e a atividade catalítica dos grupos do sítio ativo (Giongo, 2006). De acordo 

com Silva et. al., 2018, essas mudanças conformacionais estão ligadas a alteração 

de distribuição de carga da proteína devido à mudança do pH. 

A temperatura é um fator importante no processo enzimático, pois produz efeito 

inibitório ou excitativo da atividade enzimática. Essa variação ocorre devido ao 

aumento da agitação molecular assim como a frequência das colisões entre 

substrato-enzima podendo ocasionar a desnaturação da enzima (Giongo, 2006). De 

acordo com Lehninger et al., 2000, essa velocidade de reação ou de colisão 

aumenta junto com a temperatura até chegar ao pico onde a enzima desempenha o 

máximo de sua atividade, caso a energia continue aumentando a enzima diminui sua 

atividade enzimática devido à desnaturação enzimática que pode ser reversível ou 

irreversível. 

Os agentes inibidores de proteases são componentes que regulam a presença 

da enzima ativa. Esses podem ser divididos em duas classes: de ligação irreversível 

e de ligação reversível. A ligação irreversível ocorre quando o inibidor se liga ao sitio 

ativo da enzima e modifica sua estrutura, já aqueles de ligação reversível não 

ocorrem modificação do sítio ativo da enzima. Estes inibidores podem ser de dois 

tipos, competitivo e não competitivo (Lehninger et al., 2000). 

Existem diversos inibidores enzimáticos entre eles que podem ser utilizados 

para fornecer indícios da classificação da protease. O fluoreto de fenilmetilsulfonila 

(PMSF) e o disopropril fluorofosfato (DFP) são inibidores de serino proteases e estão 

associados a proteases alcalinas. As metaloproteases são enzimas sensíveis a 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), ácido tetra-acetico etileno glicol (EGTA) e 

outros agentes quelantes metalicos além de inibidores tecidual de metaloprotease 

(TIMP) (Chaia et al., 2020; Kumar & Takagi, 1999; Beynon, 1996). 

Já as cisteínas e o aspartil são sensíveis a diazometanos e pepsatina 

respectivamente (Chaia et al., 2020; Beynon, 1996).  

Figura 7. Mecanismo de inibição enzimática utilizando íons divalentes. 
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Os íons metálicos são conhecidos por desempenhar um papel de cofatores de 

diversas proteases nos processos fisiológicos (Butler and Robins, 1963). Diversas 

enzimas precisam de íons metálicos, entre estas destacam-se as metaloproteases. 

O íon Zn2+ atua como cofator da carboxipeptidase que é uma metaloprotease que 

hidrolisa as ligações peptídicas C-terminal das proteínas (Giongo, 2006). Entretanto 

o íon metálico também pode exercer um papel de inibidor. No estudo realizado por 

Ahmad et al. (1980) e Grover et al. (2016) foi relatado que Cu2+, Zn2+ e Hg2+ atuaram 

como potenciais inibidores da atividade enzimática por desestabilização estrutural da 

proteína devido à sua interferência com resíduos sulfidrila e por quebrarem pontes 

disulfeto levando à perda da atividade enzimática.  

Podemos concluir que as proteases são um grupo de enzima importante para 

cadeia produtiva visto que através delas diversos processos industriais são 

melhorados e possuem uma redução do tempo de produção reduzindo o custo do 

produto. Entretanto a produção de protease ainda é muito cara, mas quando 

associada ao processo de fermentação estado sólido ocorre redução dos custos de 

produção devido o baixo custo do substrato utilizado para fermentação. Além disso, 

o processo de purificação pode ser bastante oneroso. É possível verificar que anda 

se faz necessário estudos tanto pra novas técnicas de produção como também para 

novos substratos e mecanismos de purificação mais eficiente e de menor custo.  
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3.0 Capítulo 2: Purification and characterization of a protease from Aspergillus 

sydowii URM 5774: Coffee ground residue for protease production by solid state 

fermentation   
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4.0 Capítulo 3: Production, purification and characterization of protease produced 

by a new Aspergillus specie through solid-state fermentation 
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RESUMO  

As proteases são um grupo de enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar 

ligações peptídicas extremamente importantes para indústria. Devido a essa 

importância, a fermentação em estado sólido (FES) assume um papel estratégico na 
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produção de proteases de baixo custo utilizando resíduo agroindustrial, além de auxiliar 

a atenuar os sérios danos ambientais causados pela eliminação desses resíduos na 

natureza. O presente trabalho teve como objetivos: utilizar uma espécie nova de um 

fungo filamentoso, Aspergillus serratalhadensis, isolado da Caatinga, para produção de 

proteases através da FES usando o resíduo de café como substrato; purificar a enzima 

alvo por processos cromatográficos e determinar as características físico-químicas da 

protease produzida e isolada. O extrato bruto obtido da fermentação do A. 

serratalhadensis apresentou atividade proteolítica de 1.066 U/mL e atividade específica 

de 293 U/mg. A protease purificada apresentou atividade proteolítica de 289,67 U/mL e 

atividade específica de 689,69 U/mg com a coluna DEAE Sephadex G50 e atividade 

proteolítica de 85, 67 U/mL e especifica de 964,19 U/mg com a Superdex G75. A 

enzima sobre efeito de íons metálicos teve um aumento na atividade com os íons 

Na+(11,9%) e o K+(19,1%) e sofreu uma inibição com o íon Zn+2 com atividade residual 

de 49,5%. A atividade ideal foi obtida em pH 6,0 a 35 °C de temperatura, com a 

estabilidade da enzima entre 25 °C e 55 °C, mantendo 75% de sua maior atividade. Os 

resultados obtidos demonstram a grande potencialidade da protease obtida do 

Aspergillus serratalhadensis e do reuso de resíduos mitigando o impacto ambiental e 

diminuindo a emissões de CO2. 

Palavras Chaves: Aspergillus serratalhadensis, protease, fermentação estado sólido, 

resíduo agroindustrial  . 

 

ABSTRACT 

Proteases constitute a group of enzymes with the ability to hydrolyze peptide 

bonds, which is of utmost importance for the industry. Due to this significance, Solid-

State Fermentation (SSF) plays a strategic role in the low-cost production of proteases 

using agro-industrial residue, thereby helping to alleviate the severe environmental 

damage caused by the disposal of such residues in nature. This study aimed to employ 

a new species of filamentous fungus, Aspergillus serratalhadensis, isolated from the 

Caatinga, for protease production through SSF using coffee residue as a substrate; 

purify the target enzyme through chromatographic processes; and determine the 

physicochemical characteristics of the produced and isolated protease. The crude 
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extract obtained from the fermentation of A. serratalhadensis exhibited proteolytic 

activity of 1,066 U/mL and specific activity of 293 U/mg. The purified protease showed 

proteolytic activity of 289.67 U/mL and specific activity of 689.69 U/mg with the DEAE 

Sephadex G50 column, and proteolytic activity of 85.67 U/mL and specific activity of 

964.19 U/mg with the Superdex G75 column. The enzyme, under the influence of metal 

ions, demonstrated an increase in activity with Na+ ions (11.9%) and K+ ions (19.1%), 

while experiencing inhibition with Zn+2 ions with a residual activity of 49.5%. The 

optimum activity was achieved at pH 6.0 and a temperature of 35 °C, with enzyme 

stability between 25 °C and 55 °C, maintaining 75% of its maximum activity. The results 

obtained underscore the significant potential of the protease derived from Aspergillus 

serratalhadensis and the reutilization of residues, mitigating environmental impact and 

reducing CO2 emissions. 

Keywords: Aspergillus serratalhadensis, protease, solid state fermentation, 

agro-industrial residue 

 

4.1. Introdução  

 

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro e ocupa uma área de 10,1% 

do território nacional. Bioma menos conhecido do país, entretanto dados atuais indicam 

possuir uma grande riqueza de ambientes e espécies, tratando-se do ambiente semi-

árido com mais biodiversidade do mundo (MMA, 2022). Devido ao clima quente e seco 

da Caatinga, os fungos possuem uma capacidade de lidar com o estresse do ambiente 

adaptando-se a amplas condições mantendo a produção de enzimas. Devido a isso 

esses organismos podem ser utilizados para fins biotecnológicos e farmacêuticos 

(Kubicek et al., 2007). Em um trabalho realizado por Barbosa et al., (2020), a 

diversidade de fungos encontrados na Caatinga foi de 130 espécies, com maior 

representação para os gêneros Aspergillus (60) e Penicillium (57), sendo o solo o 

substrato mais comum.  

Os fungos filamentosos principalmente os membros do gênero Aspergillus são 

notáveis por sua capacidade adaptativa a meios sólidos e de produção de 

biomoléculas, alguns dos quais podem ter aplicações em processos industriais e 
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farmacêuticos (Gibbons; Rokas, 2013) . Diante disso, a FES utilizando resíduos sólidos 

para suprir a necessidade de nitrogênio e carbono d fungo é uma forma promissora de 

produção de enzimas proteolíticas sustentável e economicamente viável (Schuster, et 

al., 2019; Belmessikh et al., 2013; Hajji et al., 2008)  

Na indústria farmacêutica as enzimas proteolíticas são amplamente utilizadas. 

Entre essas aplicações podemos destacar o uso de proteases para produção de 

peptídeos bioativos (Balakrishnan et al., 2011) com propriedades antimicrobianas 

(Zhang et. al.,2021), anti-hipertensiva (Yu et al., 2021), entre ouras. Diversos estudos 

vêm analisando o potencial biotecnológico de fungos isolados do solo da Caatinga.  De 

acordo com Da Silva et al., (2018) a protease de A. tamarii URM4634 isolado do solo 

do sertão apresentou características importantes para a indústria de detergente.  

O uso de proteases na indústria de produção experimentou um aumento 

considerável. No entanto, a aplicação de enzimas proteolíticas nas indústrias enfrenta 

desafios essenciais, como o custo de produção, pureza, rendimento, estabilidade e 

especificidade. Esses fatores têm impactado significativamente o desempenho global 

das proteases, resultando em rendimentos reduzidos (Chimbekujwo, Ja’Afaru e 

Adeyemo, 2020).  

O presente trabalho tem como objetivo utilizar o A. serratalhadensis, uma nova 

espécie de fungo filamentoso, na conversão de resíduos de café após sua preparação, 

por meio da fermentação em estado sólido, em uma protease purificada com potencial 

biotecnológico.  

4.2 Metodologia  

4.2.1 Materiais 

  Azocaseína, DEAE-sephadex G50, ácido tricloroacético, sulfato de amônio, Tris 

(hidroximetil) aminometano, glicina, foram adquiridos do Sigma Chemicals (St Louis, 

EUA). Todos os outros reagentes foram de grau analítico. 

 

4.2.2 Microrganismo  

O microrganismo utilizado foi o Aspergillus serratalhadensis URM 7866 (Oliveira 

et al., 2018), isolado do solo do Município de Serra Talhada – PE,S7°57'21" 

W38°17'34", e devidamente identificado pela Coleção de Culturas da URM da 
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Universidade Federal de Pernambuco e cadastrado no SisGen com número de 

cadastro A44D9F4. As culturas foram armazenadas em BDA (Batata Dextrose Agar) à 

temperatura (± 25°C). 

O inoculo foi preparado suspendendo os esporos em meio de cultura Agar 

Batata Dextrose (BDA) em solução NaCl 0,15 M (5 mL), por 7 dias a 30 °C. A 

quantidade de esporos foi padronizada em câmara de Neubauer (Laboroptik, Lacing, 

Reino Unido) para obtenção da concentração final de 107 esporos/mL. O volume 

ajustado para 40% ou 60% da umidade inicial.  

 

4.2.3. Fermentação em Estado Sólido e extração da enzima  

As fontes de carbono e nitrogênio a partir de resíduos de café foram utilizadas 

como substrato através da fermentação em estado sólido (FES). O resíduo foi colocado 

em estufa por um período de 72 horas a 50 °C, para garantir a secagem completa do 

café. A massa utilizada para as fermentações foi de 4g e o inoculo do fungo 

filamentoso foi de 107 esporos/mL. O experimento avaliou condições como: adição de 

5% de glicose, umidade (40% e 60%) e temperatura (25 e 30 °C). Todas as 

fermentações foram realizadas em câmara de germinação (BOD), Eletrolab modelo 

EL202/3, até o final do processo. 

A extração da protease foi feita com 30 mL de tampão fosfato 0,1 M pH 6,0 (7,5 

mL/g de substrato) foram adicionados ao meio fermentativo e a biomassa foi macerada 

e filtrada com auxílio de gaze. O extrato obtido passou por uma segunda filtração 

utilizando papel de filtro 0,22 µm. Após a etapa de filtração, o extrato bruto obtido foi 

coletado e utilizado na etapa de purificação subsequente. 

 

4.2.4 Determinação de atividade proteolítica e dosagem de proteína 

A determinação da atividade proteolítica foi realizada de acordo com a 

metodologia proposta por Ginther (1979). Uma unidade de atividade de protease foi 

definida como a quantidade de enzima responsável por um aumento de 0,01 por hora 

na absorbância. A concentração de proteína foi determinada de acordo com o método 

de Smith et al (1985). 
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4.2.5 Precipitação com solvente orgânico   

O processo de purificação parcial foi realizado pelo método de precipitação 

utilizando os solventes orgânicos acetona e o etanol a 70% e centrifugado a 16.800 xg 

durante 10 min. Em seguida, o precipitado foi separado do sobrenadante e 

ressuspenso em tampão fosfato pH 6,0 a 0,1M. 

4.2.6 Métodos cromatográficos  

O extrato pré-purificado foi submetido a uma coluna DEAE-Sephadex G-50, 

equilibrada com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0. Nesse caso, as amostras foram 

eluídas com diferentes concentrações de soluções de NaCl (0,2 M, 0,4 M e 1 M), 

diluídas no mesmo tampão. A fração contendo proteína foi reunida e a solução de 

enzima concentrada para análise posterior, o processo foi monitorado em coluna de 

absorbância de 280 nm. Para ambos os procedimentos, foram recolhidas frações de 

1,0 ml a um caudal de 1 ml/min após o tampão de eluição. 

A análise de filtração em gel foi realizada usando tampão Tris-HCl 0,1 M (pH 8) 

adicionado de NaCl 0,15 M em um Sistema ÄKTA Avant 25 (GE Healthcare, Uppsala, 

Suécia) em Superdex 75 (HR10 / 300GL), PC 3.2 / Coluna 30, conforme descrito nas 

instruções do fabricante. A absorbância das amostras foi avaliada em 215 nm e 280 

nm.  

 

4.2.7 Caracterização Bioquímica 

4.2.7.1 Efeito do pH e temperatura na atividade proteolítica da protease purificada  

O extrato parcialmente purificado foi submetido a diversos pH através da 

ressuspensão em diferentes pHs: tampão acetato 0,2 M em pH 5,0 e 6,0 e tampão Tris-

HCl 0,2 M em pH 7,0, 8,0 e 9,0; em seguida, realizou-se a determinação da atividade 

proteolítica. 

O extrato parcialmente purificado foi submetido a diferentes temperaturas de 

reação de 25 ° C a 70 ° C em intervalos de 5 ° C, em seguida, realizou-se a 

determinação da atividade proteolítica. 

4.2.7.2 Determinação da termoestabilidade ao pH e à temperatura  

O extrato parcialmente purificado foi submetido a diversos pH através da 

ressuspensão da enzima em diferentes tampões com diferentes pHs: tampão acetato 
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0,2 M em pH 5,0 e 6,0 e tampão Tris-HCl 0,2 M em pH 7,0, 8,0 e 9,0 e mantido por 60 

minutos antes de serem submetidos a atividade proteolítica. O extrato parcialmente 

purificado foi submetido a diferentes temperaturas variando de 5°C, de 25°C a 85°C, 

por 30 e 60 minutos, em seguida, realizou-se a determinação da atividade proteolítica. 

 

4.2.7.3 Efeito de íons metálicos na atividade proteolítica   

Para avaliar o efeito dos íons metálicos na atividade da protease, o extrato bruto 

(150 μL) foi precipitado com acetona, em seguida, resuspenso com 150 μL de soluções 

íons Fe+ 2, Mg+ 2, Ca+ 2, Mn+ 2 e Co+ 2 a 0,2 M durante 30 minutos. 

 

4.3 Resultados e Discussão  

4.3.1 Produção da enzima por FES  

Na fermentação em estado sólido, alguns fatores como umidade, temperatura, e 

adição de glicose foram avaliados (Tabela 1), visando estudar os parâmetros que 

influenciam no processo de produção de protease. A maior produção de proteases por 

A. serratalhadensis (1.066 U/mL) foi obtida nas seguintes condições: 60% de umidade, 

25 ºC e com adição de 5% de glicose para o 4g de substrato (café) em 7 dias de 

fermentação.  

Comparando com estudos de produção de proteases utilizando fungos 

filamentosos e resíduos, Rocha et al. (2021) observaram uma produção de 352 U/mL 

utilizando como substrato a borra de café pelo A. sydowii; Novelli et al. (2015) usando 

farelo de trigo como substrato obteve uma atividade proteolítica total de 40 U/mL para 

A. oryzae e 37 U/mL para A. flavipes SB. Esses mesmos autores estudaram ainda a 

produção de protease usando o farelo de soja e obtiveram, 30 U/mL (A.niger SB), 23 

U/mL (A. brasiliensis) e 33 U/mL (A. flavipes SB) de atividade total. Esses resultados 

são bem inferiores aos obtidos na FES do A. serratalhadensis mostrando ser um 

microrganismo promissor para produção de proteases.  

O café por sua vez, possui uma concentração proteica mais estável com uma 

concentração de 15,75% (Silva, Ascheri & Pereira, 2007) enquanto o farelo de trigo 

varia entre 9,6 – 18,6% (Onipe, Jideani & Beswa, 2015) e o farelo de soja que fica entre 

13,2 – 18,4% (Apprich et al. 2013). Essa maior concentração de proteína observada no 
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café pode permitir uma estabilidade maior como substrato na produção de protease por 

fungo filamentoso.  

 

Tabela 1: Condições da Fermentação em Estado Sólido utilizando o resíduo do café 

como substrato para produção de proteases pelo Aspergillus serratalhadensis 

 

Glicose 

(5%) 

Umidade  

( % ) 

Temperatura  

(°C) 

Atividade 

total da 

protease 

(U/mL) 

Desvio 

Padrão 

Atividade 

específica 

da protease 

(U/mg) 

S 40 25 526 0,126 189 

N 40 25 476 0,139 157 

S 40 30 784 0,108 228 

N 40 30 645 0,119 197 

S 60 25 1066 0,173 293 

N 60 25 726 0,258 212 

S 60 30 695 0,140 213 

N 60 30 698 0,307 204 

S= foi suplementado com glicose. N= Não teve suplemento de glicose 

Segundo Chimbekujwo, Já’afaru e Adeyemo, 2020, diversos fatores influenciam 

o processo de fermentação, entre estes, destacam-se: o pH, a temperatura, o tempo de 

produção e a disponibilidade de carbono e nitrogênio do substrato. 

No estudo realizado por esses autores, o A. brasiliensis foi submetido a diversos 

substratos como fonte de carbono (farelo de arroz, casca de arroz, espiga de milho, 

casca de inhame, casca de frutas cítricas, sorgo e farelo de trigo) e obteve melhor 

resultado de produção da enzima, utilizando casca de frutas cítricas com atividade 

proteolítica de 1.604 U/mL. Em relação à fonte de nitrogênio estudada (extrato de 

levedura, peptona, extrato de carne, leite desnatado, farelo de soja, gelatina e nitrato 

de amônio), o melhor resultado foi obtido utilizando o extrato de levedura a 2% com 
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atividade proteolítica 1.515,99 U/mL. Valores semelhantes ao obtido neste presente 

trabalho utilizando resíduo de café pelo A. serratalhadensis. 

De acordo com Sethi et. al., 2016 que, utilizando A. terrus, estudaram diversos 

resíduos agroindustriais (incluindo bolo de óleo de mostarda, bolo de óleo de neem, 

bolo de óleo de amendoim, cascas de grama preta, cascas de grama verde, cascas de 

ervilha de pintinho, cascas de grama de capim ervilha, farelo de trigo, resíduos de 

milheto de pérola, resíduos de milheto, quebra de arroz, cascas de banana, bagaço de 

maçã e cascas de laranja) como substrato, concluíram que a casca de ervilha foi o 

mais adequado para a produção de protease tendo uma atividade proteolítica máxima 

de 5.266,8 U/mL, entretanto todos os demais substratos utilizados também foram 

eficientes na produção de protease por FES.  

De acordo com Souza et al., 2017, para a produção de protease é indispensável 

a disponibilidade de fontes de carbono e nitrogênio no meio de cultivo, pois ambos 

exercem um efeito regulatório na síntese enzimática. No entanto, o processo 

metabólico de cada fungo é diferente, sendo assim a capacidade de utilizar uma dada 

fonte de carbono ou nitrogênio difere de um microrganismo para outro. As espécies de 

Aspergillus, por exemplo, usam uma grande variedade de substratos para o 

crescimento e têm diferentes vias bioquímicas para assimilação desses nutrientes.    

Em estudo realizado por Srinubabu, Lokeswari & Jayarajul, 2007, utilizando 

diversos substratos (glicose, frutose, sacarose, lactose, dextrina e amido), constatou-se 

que a glicose foi o melhor suplemento seguido pela frutose. As demais fontes de 

carbono atingiram um aumento entre 50 e 60% em comparação com o aumento 

fornecido pela glicose. Já em relação ao nitrogênio, os autores estudaram fontes 

inorgânicas (Nitrato de sódio (NaNO3), Nitrato de potássio (KNO3), cloreto de amônio 

(NH4Cl), sulfato de amônio ((NH4)2SO4) e dihidrogenofosfato de amônio (NH4H2PO4) e 

orgânicas (peptona, hidrolisado de caseína e ureia), sendo o dihidrogenofosfato de 

amônio, o que apresentou melhor desempenho com 450 U/mL entre as fontes 

inorgânicas.  

Entre as fontes orgânicas, a peptona apresentou maior atividade com 490 U/mL, 

seguido pelo hidrolisado de caseína (480 U/mL) e a ureia (456 U/mL). Esse estudo 
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mostra a importância da fonte de carbono e nitrogênio não apenas da quantidade, mas 

também o tipo, levando em conta o metabolismo do fungo utilizado. 

Esses dados corroboram com dados encontrados no nosso trabalho onde os 

parâmetros que possuem a suplementação com glicose apresentaram maior produção 

de protease do que comparado com os parâmetros que não tiverem suplementação, 

com exceção do parâmetro a 60% com 30°C que tiveram produção similar. A utilização 

da glicose para o A. serratalhadensis mostrou ser um suplemento importante 

promovendo um aumento na produção de aproximadamente 46% no melhor parâmetro 

de fermentação tendo atividade proteásica de 1.066 U/mL.  

No estudo realizado por Srinubabu, Lokeswari & Jayarajul, 2007, a atividade 

proteásica foi bem menor (450 U/mL) utilizando o (NH4)H2PO4 e 490 U/mL usando a 

triptona. Em trabalho realizado por Rocha et al. (2021) utilizando o A. sydowii e resíduo 

de café como substrato e sem suplementação de glicose foi obtido a atividade 

proteásica de 352 U/mL, valor esse menor do que obtido com o A. serratalhadensis 

utilizando o mesmo substrato e com adição de glicose.  

Diante do exposto podemos inferir que o resíduo de café é um meio adequado 

para o desenvolvimento de fungo do gênero Aspergillus, suprindo a necessidade de 

nitrogênio e carbono tornando-se um substrato valioso para promover a produção de 

proteases pelo fungo Aspergillus serratalhadensis. Além disso, é possível verificar a 

alta produção de enzimas proteolíticas pelo A. serratalhadensis sendo um fungo 

promissor para utilização na biotecnologia.  

 

4.3.2 Purificação da Enzima  

A purificação foi dividida em duas etapas a primeira parte denominada de 

purificação parcial e a segunda etapa purificação final (Figura 01). Na etapa de 

purificação parcial foi realizado utilizando a precipitação com solvente orgânico 

utilizando etanol e acetona a 70% tiveram um aumento sutil de 6% em relação à 

atividade proteolítica em ambos os solventes com atividade proteolítica de 1.135 U/mL 

e 1.134 U/mL respectivamente, contudo a acetona apresentou uma redução dos 

pigmentos liberados na etapa de extração.  
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Figura 01: Sequência do processo de purificação da protease.   

Na purificação final foram utilizadas duas técnicas. A primeira foi à cromatografia 

de troca iônica (DEAE – Sephadex G50), que obteve uma enzima com grau de pureza 

de 2,35, obtendo apenas um único pico ativo (Figura 2), e foi possível observar uma 

atividade específica de 689,69 U/mg (Tabela 2). 

A segunda etapa do processo consistiu na aplicação da técnica de cromatografia 

de gel de filtração. Tanto a fração eluída, conforme ilustrado na Figura 02, quanto o 

extrato precipitado foram submetidos a uma coluna Superdex 75. A Figura 03 (a) exibe 

o perfil cromatográfico do precipitado cetônico, enquanto a Figura 03 (b) revela o pico 

isolado resultante da cromatografia de troca iônica, demonstrando a eficácia do 

processo de purificação da resina DEAE-Sephadex G50 para a enzima produzida pelo 

A. serratalhadesis. Os resultados na Tabela 02 indicam uma atividade proteolítica de 

85,67 U/mL e uma atividade específica de 964,19 U/mg para o pico isolado na Figura 

02 (b). Notavelmente, a cromatografia empregando o sistema AKTA com resina 
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Sephadex G75 alcançou um nível superior de purificação, atingindo um fator de 

purificação de 3,29 em comparação com todas as etapas de purificação anteriores. 

De acordo com Etzel, (1995) e Pereira, (1999) a coluna de troca iônica teve um 

resultado mais eficiente em relação à etapa de precipitação, pois apresenta maior 

resolução na hora de separar as biomoléculas. De acordo com Teotia (2001), a 

precipitação é utilizada na fase inicial da purificação, pois possui baixa resolução e é 

utilizado para eliminação de excesso de contaminantes e/ou clarificação de amostra.  

Em trabalho realizado por Chimbekujwo, Já’afaru e Adeyemo, (2020) que 

purificaram uma protease produzida por A. brasiliensis utilizando a precipitação com 

sulfato de amônio (80%) seguido de cromatografia de gel filtração utilizando a resina 

Sephadex G-200. A atividade proteolítica obtida foi de 1.734 U/mL. O fator de 

purificação de 7,70 e de recuperação 29% para a resina Sephadex G-200. 

De acordo com estudo realizado por Da Silva et al., (2018), a cromatografia de 

troca iônica utilizando a resina Sephadex A50 para a purificação da enzima proteolítica 

produzida por A. tamarii foi eficiente, resultando em uma atividade proteolítica de 2.444 

U/mL. O fator de purificação 6,9 e recuperação 62%. 

  Em trabalho realizado por Souza et al., (2017) purificando enzima proteolítica 

produzida por A. foetidus pelo sistema AKTA com coluna Sephacryl S-200, através da 

técnica de exclusão molecular, obteve uma protease purificada com atividade 

proteolítica 63,7 U/mL, fator de purificação de 16,85 e recuperação de 100%. 

Tabela 02: Etapas do processo de purificação da protease produzida por 

Aspergillus serratalhadensis.  

Etapas do 

Processo de 

Purificação 

Proteína 

total  

(mg) 

Atividade 

Proteolítica 

(U/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mg) 

Fator de 

purificação 

Recuperação 

(%) 

Extrato bruto 3,63 1.066 293,42 1 100 

Precipitação com 

Acetona 
3,49 1.134 324,37 1,11 94 

Precipitação com 

Etanol 
3,44 1.135 329,94 1,11 94 
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DEAE Sephadex 

G50 
0,42 289,67 689,69 2,35 12  

Superdex G75 0,09 85,67 964,19 3,29 3 

 

Salihi, Asoodeh & Aliabadian (2017) purificaram uma protease alcalina produzida 

por A. oryzae utilizando duas etapas de purificação: precipitação com sulfato de amônio 

a 85% e cromatografia utilizando a resina Q-Sephadex. Os autores observaram uma 

atividade proteolítica 952 U/mL e atividade específica de 15,86 U/mg.  O fator de 

purificação de 1,32 e recuperação de 18,13%.   

Sethi et al., (2016) purificou uma protease ácida produzida por A. terreus 

utilizando a precipitação com sulfato de amônio e cromatografia utilizando a resina 

Sephadex G-100, obtendo uma atividade proteolítica de 4.366,7 U/mL com FES e 

499,99 U/mL com FSm.  O fator de purificação de 1,6 e recuperação de 3,08%. 

 No presente trabalho, a amostra oriunda do processo cromatográfico em 

sistema de troca iônica foi submetida à cromatografia em gel filtração utilizando a 

resina Superdex increase. O processo de separação na técnica de gel filtração 

apresentou a enzima com peso molecular estimado em 68 kDa. A Figura 2 demonstra 

o pico obtido na técnica de gel filtração, evidenciando o pico único da enzima 

proteolítica.  
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Figura 02: Perfil do cromatograma do processo de purificação da protease produzida pelo fungo A. 

serratalhadensis na cromatografia de troca aniônica DEAE-Sephadex. A marca mostra as frações contendo 

atividade proteolítica. Leitura realizada no comprimento de onda de 280nm.   
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Figura 03. Cromatograma do processo de purificação da protease produzida pelo 

fungo A. serratalhadensis em gel filtração na resina Superdex G-75 HR 10 300 GL.  

Absorbância monitorada em 215nm e frações coletadas em fluxo de 0,5 mL.min-1.. a) 

Primeira exercução: Perfil cromatográfico do precipitado cetônico.  b) Segunda 

exercução: Perfil cromatográfico do pico isolado da DEAE-Sephadex G50.  

 

A 
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4.3.3 Efeitos de inibidores e metais na atividade de protease 

A atividade da protease purificada em diferentes cátions foi determinada (Fig. 

04). Os cátions NaCl e KCl proporcionaram um aumento da atividade proteolítica da 

enzima para 111,9% e 119,1% respectivamente. Além disso, o ZnSO4 promoveu uma  

redução significativa na atividade proteolítica, tendo uma atividade relativa de 49,5%. 

De acordo com Benmrad et al., (2019) Os íons Ca2+, Mg2+, Fe2+, Mg2+ 

potencializaram a atividade sendo o Ca2+ o que mais se destacou tendo uma atividade 

relativa de 270%, por outro lado, os íons Hg2+, Cd2+, Ni2+, Zn2+, Ba2+, Co2+ promoveram 

uma redução na atividade proteolítica. Os íons Hg2+, Cd2+, Ni2+ foram os que 

apresentaram maior inibição não apresentando atividade. O Co2+ e o Ba2+ 

apresentaram uma inibição enzimática intermediária com atividade relativa de 60% e 

75% respectivamente. Já o Zn2+, apesar da alta inibição ele manteve atividade relativa 

de 40%.  

Achados semelhantes foram descritos por Da Silva et al., (2018) Os íons 

Mg2+(101,2% com 5mM e 104,5% com 10 mM) e Ca2+ (102,9% com 5 mM) 

potencializaram já o que apresentou maior redução na atividade proteolítica foi Zn2+ 

(59,4% com 5mM e 20,8% com 10mM) inibiu a atividade proteolítica.  

Devi et al., 2008 e Hajii et al., 2007, trabalhando com a influência do Zn2+ na 

atividade proteolítica de proteases obtidas a partir de A. niger e A. clavatus, 

respectivamente, obteve redução na atividade de 80 e 94 %, para as espécies citadas. 

A variação na atividade proteolítica de certas proteases pode ser atribuída à sua 

dependência de pequenas moléculas não proteicas, conhecidas como cofatores. Estes 

cofatores podem ser categorizados em íons metálicos e coenzimas (Moraes et al. 

2013). A diminuição da atividade proteolítica está relacionada à capacidade dos íons 

Cu2+, Zn2+ e Hg2+ atuarem como inibidores enzimáticos, perturbando a estrutura 

proteica ao interferir nos resíduos de sulfídrila e romper as ligações dissulfeto, 

resultando na perda de atividade enzimática. (Grover et al. 2016; Ahmad et al.,1980).  
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Figura 04: Efeito de íons metálicos na atividade proteolítica da enzima purificada pela coluna de troca iônica 

DEAE-Sephadex G50.   
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Os dados obtidos na pesquisa sugerem que a enzima possua como cofatores o 

Na+ e o K+, eles ajudam na estabilização da enzima a altas temperaturas. Além disso, 

os dados obtidos sugerem que seja uma metaloprotease por apresentar íons metálicos 

como cofatores enzimáticos. É possível inferir que a enzima produzida pelo Aspergillus 

serratalhadensis apresentam resíduos sufridila podendo ou não apresentar pontes 

dissulfetos.        

4.3.4 Efeitos da temperatura e do pH na atividade e estabilidade  

O ensaio de atividade enzimática em diferentes faixas de pH mostrou que a 

enzima teve sua atividade ótima no pH 6 (Fig.05) e manteve uma estabilidade entre os 

valores de pH 5 e 10, sendo que na faixa entre 8 e 10 apresentaram atividade relativa 

próximo de 80% e 70%, respectivamente. A temperatura para a atividade máxima da 

protease foi de 35 °C com atividade proteolítica de 1.066 U/mL, com um decréscimo 

lento e gradual mantendo atividade até 80ºC com atividade proteolítica de 37 U/mL.  

A estabilidade térmica é um fator essencial para a aplicação de proteases. A 

proteína aqui estudada foi ativa entre 25°C a 80°C (Fig.06), onde teve sua atividade 

reduzida para 19%, e foi termoestável no intervalo entre 25°C a 55°C a 60 minutos, 

onde manteve 65% da sua atividade. 

De acordo Afzal et. al., (2005) esse efeito da temperatura pode ser explicada em 

duas etapas. Primeiro, as interações hidrofóbicas são enfraquecidas em temperaturas 

mais baixas, mas tornam-se mais fortes quando a temperatura é aumentada, enquanto 

as interações iônicas se comportam em uma maneira oposta. Em segundo lugar, as 

interações hidrofóbicas aprimoradas compensam o aumento da agitação térmica em 

temperaturas mais altas, evitando assim o desdobramento térmico. Parece que se as 

cadeias laterais hidrofóbicas de uma enzima estiverem muito próximas, o efeito de uma 

entropia negativa é visualizado em temperaturas mais altas, desde que o sítio ativo da 

enzima mantenha sua estrutura.  

Diferente do que foi observado no presente trabalho, Chimbekujwo, Já’afaru e 

Adeyemo, (2020) utilizando o A. brasiliensis estudaram os efeitos da influência do pH e 

da temperatura na atividade de uma protease. A atividade máxima foi observada no pH 

9 (2.304 U/mL) e temperatura ótima ocorreu à 30ºC (2.318 U/mL), a enzima foi estável 

na faixa de pH 4-6 mantendo uma atividade relativa superior a 90%, já na estabilidade 
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térmica a protease se manteve estável na faixa de temperatura de 30 até 40 ºC 

mantendo atividade relativa superior a 85%. Em pesquisa feita por Souza et al., (2017) 

com A. foetidus, a protease purificada apresentou maior atividade no pH 5 com 

atividade proteolítica de 51,6 U/mL. Em relação à temperatura ótima a maior atividade 

proteolítica foi obtida a 55 °C.  

Em estudo realizado por Wanga et al., 2004 e Hernández-Martínez et. al., 2011 

trabalhando com a influência do pH e da temperatura. Entre os pH estudados o pH 

ótimo foi de 8 e 7 respectivamente. Na avaliação da temperatura, a temperatura ótima 

foi de 40°C e 60°C respectivamente. No trabalho realizado por Wanga et al., 2004 a 

enzima manteve-se estável na faixa entre 25 e 50 °C, já no de Hernández-Martínez et. 

al., (2011) a enzima manteve-se estável faixa de temperatura entre 50 e 80 °C.  
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Figura 05: Curva do pH ótimo (A) e estabilidade (B) da protease purificada obtida 

da fermentação do Aspergillus serratalhadensi. A marca indica o 100% da 

estabilidade. 
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Em trabalho realizado com os fungos A. oryzae e A. flavipes, a atividade de 

protease manteve-se estável até 50°C, quando houve declínio acentuado da atividade, 

possivelmente devido à desnaturação da protease (Negi e Banerjee, 2009). 

Vishwamatha, 2009, utilizando A. oryzae, apresentou os resultados de produção de 

protease com temperatura ótima a 55ºC e se manteve estável entre 40-57ºC. 

 

Figura 06: Curva da estabilidade (A) e temperatura ótima (B) da protease 

purificada obtida da fermentação do Aspergillus serratalhadensis. A marca em 

vermelho indica o 100% da estabilidade. 

4.4 Conclusão 

  Este estudo evidenciou que a protease gerada pelo fungo A. serratalhadensis 

possui potencial biotecnológico para aplicação na indústria. As características 
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observadas sugerem que a enzima pode ser classificada como uma metaloprotease, 

dada a similaridade com propriedades físico-químicas típicas desse grupo. No entanto, 

investigações futuras serão necessárias para identificar potenciais aplicações 

biológicas oferecidas por essa protease. 
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5.0 Conclusões  

Foi possível concluir que as condições físicas, químicas e biológicas são fatores que 

determinaram o sucesso de uma nova linhagem de fungo na produção de protease 

para fins industriais. Com isso os experimentos desenvolvidos até aqui possibilitam 

chegar as seguintes conclusões: 

 Tanto o A. sydowii (256 U/mL) como o A. serratalhadensis (1066 U/mL) 

apresentaram habilidade para se desenvolverem no meio de cultivo contendo 

como substrato o pó de café, sendo o A. serratalhadensis o fungo que melhor se 

adaptou, apresentando maior produção de protease. 

● A protease produzida pelo A. sydowii purificada por cromatografia de troca iônica 

apresentou atividade proteolítica de 352 U/mL e um fator de purificação de 4,09. 

A enzima teve pH e temperatura ótimo em 8 e 45 °C respectivamente. Ela 

manteve-se estável na faixa de pH de 6 a 8 e temperatura entre 25 e 45 °C. 

● A protease produzida pelo A. serratelhadensis purificada por cromatografia de 

troca iônica apresentou atividade proteolítica de 289,67 U/mL e um fator de 

purificação de 2,35. A enzima teve pH e temperatura ótimo em 6 e 35 °C 

respectivamente. Ela manteve-se estável na faixa de pH de 5 a 10 e temperatura 

entre 25 e 55 °C. 

Essas considerações demonstram que a realização de estudos do processo 

fermentativo com objetivo de aproximar das condições ambientais para o 

crescimento microbiano é essencial quando se deseja obter melhores resultados. 

Assim, a partir do desenvolvimento de um bioprocesso eficiente é possível garantir 

maior sucesso quando da sua aplicação na indústria.   
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Abstract 

Solid state fermentation is a promising technology largely used in a biotechnology 

process and is a suitable strategy for producing low cost enzymatic products. At the 
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present study, a novel enzyme obtained through solid state fermentation using 

Aspergillus sydowii as microorganism was herein purified and full characterized. The 

fermentations used coffee ground residues as substrate and the crude enzyme were 

submitted through further purification steps of: acetonic precipitation, DEAE-Sephadex 

and Superdex G-75 column. Both crude and purified enzymes were submitted to a 

characterization of their thermostability, optimal temperature and pH, effects of inhibitors 

and metal ions. A purified protease (47.0 kDa) was obtained with high yield (5.9-fold) 

and recovery (53%) with maximal proteolytic activity of 352.0 U/mL. The enzyme was 

highly inhibited by PMSF (60%) and the ion Cu+2 (56.5%). the optimal activity was found 

in pH 8, at 45°C of temperature, with the enzyme stability between 35°C and 50°C 

(maintaining 70% of its highest activity). It was possible to determine appropriate 

conditions to the obtainment of thermostable proteases with biotechnological interest 

associated with a method that concomitantly shows excellent production levels and 

recovery waste raw material in a very profitable process. 

Keywords: Proteases; Aspergillus sydowii; waste coffee residue; biotechnology; solid 

state fermentation. 

 

 

 

1. Introduction 

 Agricultural waste recovery associated with the development of techniques of 

conversion of raw material into economically useful products makes research of 

bioconversion by microorganisms increasingly relevant. Production of proteases using 

solid substrates through fermentative processes is pointed out in the present study as a 

low-cost alternative for waste recovery (Novelli et al., 2016; Albuquerque et al., 2020). 

Proteases hydrolyze peptide bonds and provide essential modifications in 

proteins which are involved in the process of digestion, activation of enzymes, blood 

clotting and membrane transport. They have a variety of functions and represent 

approximately 60% of the enzyme world market, being often used in detergent, leather, 

pharmaceutical and food industries (Castro et al., 2014; Albuquerque et al., 2020). 
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Processes for obtaining proteases derived from plants are slow because the long 

period of plant. At the same time, proteases from animal origin (for example pepsin, 

chymosin and trypsin) need to be prepared in larger scale and are dependent on the 

cattle for slaughter, what hinders its use. Microbial proteases, on the other hand, are 

considered commercial profitable enzymes, because their biochemical diversity, rapid 

growth, and fast and safe production (Mansor et al., 2019), presenting therefore higher 

economic potential.  

Aspergillus is in the order Eurotiales also comprising the genera Penicillium, 

which are known to have a potential for producing various metabolites such as 

antibiotics, organic acids, medicines or enzymes, milk-clotting enzymes and 

extracellular proteases (Silva et al., 2018). Filamentous fungi are widely applied for 

production of enzymes as amylases, lipases, proteases and pectinases (Sethi et al., 

2016), and the processes are advantageous for their low cost of materials, high 

production and recovery, since they are obtained from the extracellular medium 

(Vishwanatha et al., 2010; Souza et al., 2015). The genus Aspergillus is the most 

common filamentous fungi used in industry. 

The solid-state fermentation (SSF) provides some advantages over the 

submerged (SMF) such as: the use of agricultural residues as substrates (wheat bran, 

soybean, rice, bagasse, and nuts); requires low amount of water; produces more 

concentrated metabolites; obtained by stationary process (causing no energy costs); 

and in most cases the enzyme yield is higher (Zenebon et al., 2008).  

With high production of the world coffee industry, a lot of waste is generated, and 

it is estimated that 9.9 million solid waste are produced annually worldwide (Tang et al., 

2020) which draws attention to a high waste of raw materials and environmental 

damage. 

Disposal of residues in agro-industrial processes represents a large financial 

disadvantage that could be prevented from reuse of raw material for obtaining 

biotechnological enzymes (Albuquerque et al., 2020). The present work aims to follow 

the multistep process (production, purification, characterization, and application) for 
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converting coffee ground residues into a purified protease through solid state 

fermentation by Aspergillus sydowii. 

 

2. Methods 

2.1 Chemicals 

  Azocasein, DEAE-sephadex G50, trichloroacetic acid, ammonium sulphate, b-

mercaptoethanol, Tris (hydroxymethyl) aminomethane, glycine, Phenylmethylsulphonyl 

fluoride (PMSF) and protein markers of molecular weights were purchased from Sigma 

Chemicals (St Louis, USA). Ammonium persulfate, N,N,N’,N’-tetramethylethylene 

diamine (TEMED), acrylamide, sodium dodecyl sulfate (SDS) and Coomassie Brilliant 

Blue R-250 were obtained from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA). All other 

reagents were of analytical grade. 

 

2.2 Microorganism 

The microorganism used was the Aspergillus sydowii, isolated from the coffee 

grounds and duly identified by the URM Culture Collection of the Federal University of 

Pernambuco. The cultures were stocked in the medium Potato Dextrose Agar (PDA) in 

room temperature. 

 

2.3 Inoculum Preparation  

The inoculum was prepared by suspending the spores in the culture medium 

Potato Dextrose Agar (PDA) in 0.15 M NaCl solution (5 mL), for 7 days at 30°C. The 

number of spores was standardized in a Neubauer chamber (Laboroptik, Lacing, United 

Kingdom) to obtain the final concentration of 107 spores/mL. The volume adjusted to 

60% of initial moisture, at pH neutral, was subsequently used to inoculate Erlenmeyer 

flasks (125 mL) containing 4 grams of coffee residue according to Nascimento et al 

(2017). 

 

2.4 Solid State Fermentation (SSF) 
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Solid state fermentation (SSF) was used as carbon and nitrogen source from 

coffee ground residues. The coffee residues were obtained from the university 

restaurant in the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), Recife, Brazil, and 

kept in oven for a period of 72 h at 50° C, to ensure complete drying of the coffee to 

obtain a constant weight. The fermentations were carried out with 4 g of coffee residue, 

during 120 h, at 30°C, according to Zenebon et al. (2008) and deposited in a 

germination chamber (BOD) until the end of the process. The compositions of the solid-

state fermentation consisted 125 mL Erlenmeyer flasks containing 5.0 g of wheat bran 

as a substrate (moisture content of 40%) which were sterilized by autoclaving at 121 °C, 

for 20 min, inoculated with the suspension of A. sydowii spores (final concentration 107 

spores/mL), and incubated at 30 °C for 72 h. After incubation, 7.5 mL of 100 mM 

sodium phosphate buffer pH 7.0 were added per g of substrate and the flasks were 

placed in an orbital shaker at 150 rpm for 120 min at 25 °C ± 2. 

 

2.5 Enzyme Extraction 

For the protease extraction, 7.5 mL (0.1 M Tris-HCl buffer pH 8.0) per gram of 

substrate was added to the fermentative medium and the moisture was macerated and 

filtered through filter paper. After harvested by centrifugation, the extract supernatant 

was used as crude enzyme to the subsequent purification steps (Nascimento et al., 

2017). 

 

2.6 Determination of Protease Activity 

Protease activity was measured as described by Ginther (1979). Assay mixtures 

of 1.0 mL containing 0.2 M Tris-HCl pH 7.2, 1 mM CaCl2, 1% Azocasein and 150 μL of 

enzymatic purified, were incubated at 28 °C for 1 h. After stopping the reaction by 

adding 1.0 mL of 10% trichloroacetic acid, samples were centrifuged at 3,000 g for 15 

min, and 0.8 mL of the supernatant was transferred into a second tube containing 0.2 

mL of 1.8 M NaOH. Finally, samples were blended in a vortex mixer, and the 

absorbance was measured at λ420 nm. One unit of protease activity was defined as the 

amount of enzyme responsible for a 0.1 increase per hour in the absorbance.  
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2.7 Protein measurements 

Protein concentration was determined according to the method of Smith et al. 

(1985). Bovine serum albumin was used as standard protein for protein determination. 

 

2.8 Ketonic precipitation 

The partial purification process was performed using the method of precipitation 

with acetone at 70% and centrifuged at 16.800 x g during 10 min (Nascimento et al., 

2017). Then the precipitate was separated from the supernatant and resuspended in 

Tris-HCl buffer pH 8.0. 

 

2.9 DEAE-Sephadex Chromatography 

The pre-purified extract was submitted through a DEAE-Sephadex G-50 column, 

equilibrated with 0.1 M Tris-HCl buffer, pH 8.0. In this case, the samples were eluted 

with different concentrations of NaCl solutions (0.3 M, 0.6 M and 1 M), diluted in the 

same buffer. The protein-containing fraction was pooled, and the enzyme solution 

concentrated for further analysis, the process was monitored at 280 nm absorbance 

column. For both procedures, fractions of 1.0 ml were collected at a flow rate of 1 

ml/min after elution buffer. All the steps were done according to Nascimento et al. 

(2017). 

 

2.10 Gel Filtration Chromatography 

Gel filtration analysis was performed by using Tris–HCl buffer 0,1 M (pH 8) added 

of 0.15 M NaCl in an ÄKTA Avant 25 System (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) on 

Superdex 75 (HR10/300GL), PC 3.2/30 column, as described in the manufacturer’s 

instructions. The absorbance of the samples was evaluated at 215 nm and 280 nm.   

The column was calibrated using a mixture of molecular weight markers (1 mg/mL 

each): bovine serum albumin, carbonic anhydrase and albumin from chicken egg and a 

trypsin inhibitor. All the steps were done according to Nascimento et al. (2017). 
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2.11 Electrophoresis and protein staining 

The SDS-PAGE method was performed according to Laemmli (1970) with a 10% 

resolving gel and a 5% stacking gel, under non-reducing conditions. The gels were 

stained with Coomassie Brilliant Blue and kept incubated for 15 h at room temperature 

under gentle shaking. 

 

2.12 Biochemical characterization 

2.12.1 Effect of inhibitors and metal ions on proteinase activity 

To evaluate the effect of inhibitors and metal ions the protease activity, the crude 

extract (150 μl) was precipitated and precipitated with acetone, then resuspended with 

150 μL of Phenyl-methyl-sulfonyl-Fluor solutions (PMSF), ethylenediamine tetra acetic 

acid (EDTA), Beta-Mercaptoethanol and ions Fe+2, Mg+2, Ca+2, Mn+2 and Co+2 at 0.2 M 

during 30 minutes. All the steps were done according to Nascimento et al. (2017). 

 

2.12.2 Effect of pH and temperature on protease activity the partially purified, and 

potential hydrolysis of azocasein 

The optimum pH was determined by re-suspending the extracts in different 

buffers with different pH: acetate buffer 0.2M at pH 5.0 and 6.0 and 0.2 M Tris-HCl 

buffer at pH 7.0, 8.0 and 9.0. The extracts were subjected to different reaction 

temperature from 25°C to 70°C in intervals of 5°C. All the steps were done according to 

Nascimento et al. (2017). After FPLC, an aliquot was pooled, evaporated, and later 

resuspended with 1.0 mL of 0.1% trifluoracetic acid (TFA) solution, and an aliquot (50 

μL) was submitted to high performance liquid chromatography (HPLC) and eluted using 

a 0 – 90% acetonitrile. The samples were applied sequentially to reverse - phase high 

performance liquid chromatography (RP - HPLC) coupled to an electro spray ionization 

mass spectrometer (ESI - MS) using an LC/ MS - 2020 EV (Prominence Shimadzu 

Corporation, Tokyo, Japan). The chromatography process was assessed on a C18 
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column (Ultra sphere, 5 μm, 4.6 × 250 mm) and monitored using a UV-detector 

(Shimadzu UV – vis SPD - 20AV) at 220 – 365 nm. 

 

2.12.3 Determination of thermostability 

The partially purified extract was subjected to different temperatures varying from 

5°C, from 25ºC to 70°C for 60 minutes and then performing the measurement of 

activities. All the steps were done according to Nascimento et al. (2017). 

 

2.12.4 Effect of inhibitors on protease activity 

To evaluate the effect of inhibitors on enzyme activity, the purified enzyme was 

exposed to the following protease inhibitors: phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (10 

mM), 2-mercaptoethanol (10 mM), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (10 mM), 

Pepstatin A (1mM) and Iodoacetic acid (10mM). Each inhibitor was dissolved according 

to the Sigma protocol and incubated for 30 min at 25°C with the enzyme. The enzyme 

activity without inhibitor was considered as control (100%). 

 

2.13 Statistical analysis 

All data were analysed statistically using the General Linear Models procedure of 

the Statistix 8.1 software package (Analytical Software, St Paul, MN, USA) and 

presented as the mean ± standard error (SE). All assays were done in triplicate. 

 

3. Results and discussion 

3.1 Enzyme Production  

Factors such as humidity, temperature, extraction type and time of incubation 

were studied aiming to optimize the production of protease. A. sydowii was able to 

produce a protease (crude extract) with high activity (specific activity of 8.59 U/mg and a 

content proteolytic 89.8 mg/mL). The humidity, temperature and the time of incubation 

showed the best production at 60%, 30ºC and 5 days, respectively, in comparison with 

other tested conditions.  The data also demonstrate that the coffee ground is a valuable 
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substrate for protease production, since 4.0 g of coffee residue was enough to produce 

1.16 mg/mL of protease with 256 U/mL of activity. Proteases are proteolytic enzymes 

that catalyze the cleavage of peptide bonds in proteins. These enzymes form a very 

large and diverse group of complex enzymes which have different properties such as a 

substrate, an active site and a catalytic mechanism, optimal pH and a profile of stable 

temperatures (Silva et al., 2018). 

 

3.2 Enzyme Purification and Electrophoresis (SDS-PAGE) 

Partial purification by acetone precipitation concentrated and consequently 

increased the protease specific activity (see table 1). In this step, the enzyme was 

recovered by 93% with 2.11-fold purification. Novelli et al. (2016) using wheat bran and 

soybean meal as substrate for fermentations by Aspergillus did not exceed the value of 

40 U/mL of protease activity with this pre-purification step.  

The subsequent two chromatographic steps (anion-exchange and gel filtration 

chromatography) improved the enzyme purity, reflected in the enzyme recovery and 

yield and in the obtaining of a single active peak. For that, the partially purified enzyme 

was applied in a DEAE-Sephadex G50 column, resulting in the obtaining of two 

protease fractions eluted by NaCl (1 M). The eluted protein fraction, correspondent to 

the peaks highlighted in the Figure 1, showed a 4.09-fold purification (specific activity of 

242.0 U/mg). Further, the active peaks were concentrated and then submitted through a 

Superdex G-200 column, what resulted in a varied pattern of protein, however with 

single protease fraction. That fraction was selected and re-submitted into the same 

Superdex G75 column, obtaining a single active peak with 51% protease recovery and 

5.94-fold purification (specific activity of 352 U/mg). The isolated peak obtained in the 

chromatogram 2 (Fig.2) was correlated to a band of 47.0 kDa in the electrophoresis, 

showing a homogenous enzyme fraction under non-reducing conditions (Fig. 3).  

 

3.3 Effects of inhibitors and metals on the protease activity 

Figure 4 shows the influence of inhibitors and metal ions on the protease activity. 

Among the inhibitors, PMSF and EDTA presented the highest levels of inhibition, 
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decreasing the residual activity to 30.4% and 45.7% of their initial value, respectively. 

An inhibition of 70% of the protease activity by PMSF indicates that the enzyme is a 

serine protease.  

Among the metal ions, the presence of Cu+2 and Zn+2 provided the lowest 

residual protease activity, with 43.5% (53 U/mL) and 47.3% (58 U/mL), respectively. 

The ion Ca+2, in contrast, increased by 30% the residual protease activity, acting as an 

inductor of activity. According to Purushothaman et al (2019) the catalytic activity of 

many enzymes depends on smaller molecules, called non-protein cofactors according 

to the cofactors known can be grouped into two classes: metal ions and the coenzymes. 

Negi and Banerjee (2009) purified a protease from Aspergillus awamori and 

found no inhibition using PMSF and EDTA. About the activity under presence of metal 

ions, Zn+2 promoted a slight increase in activity, different from the data presented in this 

paper. 

Asker et al. (2013) have discussed the inhibition for both PMSF and EDTA, 

where the complete inhibition of protease by PMSF is highly indicative of the presence 

of serine residue in active site, although the inhibition by EDTA might lead a 

misinterpretation of the inhibition causes, since a large number of enzyme require 

calcium for their activity, and EDTA as chelator could hinder the calcium effect. 

 

3.4 Effects of temperature and pH, and inhibitors on the protease activity and stability  

 In Figure 5, we observed that the temperature for the maximum protease activity 

was 45°C for all the extracts, however the activity was abruptly decreased in the interval 

of 5°C, achieving a decrease of up 68% (for the crude extract). The thermal stability is 

an essential factor for application of proteases. The protein herein studied was active 

and thermostable from 25°C to 55°C (low activity levels were kept until 60°C).  

In work carried out by Singh et al (2017) with Aspergillus oryzae, the protease 

activity remained stable up to 50°C, when there was a sharp decline of the activity, 

possibly due to denaturation of the protease. These data corroborate the data 

presented in this paper. 
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Regarding the optimal temperature was observed to 40°C showed a proteolytic 

activity of 478 U/mL as shown in Figure 5. Similar results were found in fungal protease 

derived from fermentation of Aspergillus flavipes with the optimum temperature being 

50°C Novelli et al (2016), and Myceliophthora sp. with optimum temperature was 

between 40 to 45°C (Zanphorlin et al., 2011). 

Previous studies indicated the improved thermostability of proteins with increased 

levels of some glycosylation (Lim et al 2019). The protease purified in this work and 

confirmed by electrophoresis not shown glycosylation by Schiff technique (data not 

shown). Among the tested protease, the remaining activity of purified protease 

increased slightly at temperatures above 60°C but the activity declined to10% at 100°C. 

 Figure 6 shows that the optimum pH for the crude and purified extracts.  The 

enzyme maintained considerable activity during 1h of incubation in pH between 5.0 and 

9.0, although under acidic conditions the activity was constantly decreased. The pH 8 

provided the best activity levels for all the extracts, what evidences the alkaline 

character of the enzyme, although next to neutral pH, since after pH 9 the activities of 

all extracts decreased abruptly. This makes the protease suitable to applications in 

neutral-alkaline environments. 

 According to studies by Markaryan et al. (1994) using Aspergillus fumigatus was 

shown a pH optimum between 7.5 and 8 and Souza et al. (2017) A. foetidus with the 

optimum pH was between 8-9 but keeping a high rate of activity between pH 5-9 and A. 

flavipes the optimum pH was 8 having a good performance in the enzymatic activity in 

the pH range 7-9. Similar results to those found in this research. This broad pH range of 

proteases produced must be due to the genus Aspergillus ability to adapt to a wide pH 

range having as preferred pH acid being one acidophilus. This genus has the ability to 

modify the pH of the medium because of the ability to acidify the medium according to 

Straat et al. (2014). 

In Table 2, the purified protease was unaltered by all inhibitors, except 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) is a well-known inhibitor of serine-protease (Table 

2). The purified protease from Aspergillus sydowii was strongly inhibited by PMSF, 

suggesting that the protease exhibits the serine amino acid near the active site, 
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indicating to be a serine-collagenase. Effect of inhibition by PMSF has also been 

reported in serine-proteases. The moderate stability of protease in the presence of 

chelating agents like EDTA is a requirement for any detergent enzyme since EDTA is 

used in detergent formulation as a water softener. 

The ability of the enzyme produced by A. sydowii to hydrolyze azocasein was 

accessed using the optimum parameters 45ºC and pH 8.0 (Figure 7). Our findings are in 

agreement with the report on fungi like Aspergillus niger, Mucor disperses NRRL 3103 

and A. elegans NRRL 3104 which were studied for their substrate specificity. Hydrolysis 

of azocasein has been considered to be the source of the fermented compounds. 

Degradation of proteins like azocasein increases the free amino acid content during 

fermentation processing, particularly for glutamic acid and alanine, which are 

considered to be the most important substances for producing the characteristic taste 

and flavour for example in meats. 

 

4. Conclusion 

The enzyme from Aspergillus sydowii produced by solid state fermentation using 

coffee residues was herein purified and proved to have a biotechnological potential for 

use in the detergent industry and leather softening as well as a possible solution to the 

impact environment caused by the coffee grounds of disposal. The findings were 

presented can be useful for the enzyme industry since they represent a way to manage 

the waste of raw converting into a viable economic product.  
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Figures legends 

Figure 1. Elution profile from DEAE-Sephadex anion exchange chromatography. The 

marks show the fractions containing the protease activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Elution profile from Superdex 75 FPLC system. a) First run: Chromatogram 

containing varied peaks of protein with the protease peak pointed out. b) Second run: 

Isolated fraction containing the peak of protease found in a).  
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Figure 3. SDS-PAGE (10%) image of enzyme produced and purified from Aspergillus 

sydowii by FPLC system. (A) Molecular markers; (B) Enzyme purified under reducing 

conditions in presence of DTT; (C) Enzyme purified under reducing conditions in 

presence of b-mercapto ethanol; (D) Enzyme purified under non- reducing conditions. 

The standard proteins (×) used to calculate the linear regression: ribonuclease A 

(13.7kDa), carbonic anhydrase (29kDa), ovalbumin (43kDa), conalbumin (75kDa), 

aldolase (158kDa), ferritin (440kDa), and thyroglobulin (669kDa). The molecular mass 

of purified enzyme was calculated from the standard curve.  

 

 

Figure 4. Effect of metal ions and inhibitors on the protease activity. Protease assays 

were carried out using purified protease (0.75μg). 
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Figure 5. Effect of on the optimal pH for protease activity. Optimum pH (a) and pH 

stability (b) of the crude and purified extracts. Protease assays were carried out using 

purified protease (0.75μg). 
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Figure 6. Optimum temperature (a) and temperature stability (b) of the crude and 

purified extracts. Protease assays were carried out using purified protease (0.75μg).
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Figure 7. HPLC chromatogram profile of azocasein degradation process using a 

protease purified from A. sydowii. (A) HPLC profile of Azocasein purchased from Sigma; 
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(B) HPLC profile of Azocasein hydrolysis using a protease purified through the optimum 

parameters. 
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Anexos I – Regras para publicação da Revista Anais da Academia Brasileira de 

Ciências. 

Preparação de manuscritos 

  

Todas as seções do manuscrito devem possuir espaçamento duplo. Após o aceite, 

nenhuma mudança será feita no artigo, de modo que as provas de prelo precisem 

apenas de correções em erros tipográficos. Lembramos que o envio de artigos é 

feito exclusivamente pelos autores através do nosso sistema de gerenciamento de 

artigos. 

Tamanho do artigo 

 

Os artigos podem ser de qualquer tamanho necessário para a apresentação e 

discussão concisa dos dados, mas mantendo-se conciso e cuidadosamente 

preparado tanto em termos de impacto quanto de legibilidade. No entanto, artigos 

não devem exceder 50 páginas, incluindo todos os itens (figuras, tabelas, 
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referências, etc.),a menos que possua autorização prévia do Editor-Chefe. 

Página de rosto 

A página de rosto do artigo deve apresentar os seguintes itens: 1. Título do artigo 

com até 150 caracteres, sem abreviações e com a tentativa de manter o interesse 

amplo da comunidade científica; 2. Nomes completos de todos os autores. Utilize 

números sobrescritos para indicar a filiação de cada autor. 3. Endereços 

profissionais e ORCID de todos os autores, incluindo instituição, departamento, rua, 

número, CEP, cidade, estado e país; 4. Key words (de 4 a 6 em ordem alfabética e 

separadas por vírgulas); 5. Running title (versão resumida – e não abreviada - do 

título com até 50 caracteres, incluindo espaços); 6. Seção dos AABC à qual o artigo 

pertence; 7. Nome, endereço, telefone e e-mail do autor para correspondência, a 

quem serão enviadas as mensagens mais relevantes do processo de avaliação. 

Este autor ou autora deve ser indicado com um asterisco após seu nome. 

Não cumprir com qualquer dos requisitos acima fará com que o artigo seja devolvido 

(unsubmitted) para correções. 

Abstract 

O abstract deve conter até 200 palavras e apresentar as principais descobertas do 

artigo, incluindo uma breve introdução, os objetivos do trabalho e uma conclusão 

baseada nas presentes descobertas. Caso os autores estejam submetendo uma 

revisão convidada/autorizada, o abstract deve abordar o principal tema da revisão e 

explicitar a contribuição de tal revisão à área. O abstract não deve possuir títulos 

nem citações/referências. 

Texto do manuscrito 

Todo o texto deve ser escrito com espaçamento duplo utilizando a fonte Times New 

Roman tamanho 12 ou equivalente, desde que mantida a legibilidade. Por favor, 

organize seu texto nas seguintes partes sempre que possível: 1. Página de 

rosto; 2. Abstract (em página separada, 200 palavras ou menos, sem 

abreviações); 3. Introduction; 4. Materials and 

Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, se aplicável; 8. Author 

contributions (se o artigo tiver mais de um autor); 9. References; 10. Legendas de 
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figuras e tabelas, se aplicável. 

Artigos de algumas áreas, como por exemplo Ciências Matemáticas, devem seguir 

seu formato padrão. Em alguns casos, pode ser aconselhável omitir a seção (4) e 

juntar as partes (5) e (6). Quando aplicável, a seção Materials and Methods deve 

indicar o Comitê de Ética que avaliou os procedimentos para estudos em seres 

humanos ou as normas seguidas para tratamentos experimentais em animais. 

Todos os procedimentos devem ser detalhadamente descritos. Utilize inglês norte-

americano para escrever o texto. Nomenclaturas da área de Química devem ser 

fornecidos de acordo com a União Internacional de Química Pura e Aplicada 

(IUPAC). Cepas de organismos também devem estar identificadas. Informe nomes 

de fornecedores de reagentes e/ou equipamentos. Utilize unidades e símbolos de 

acordo com o Bureau International des Poids et Mesures (SI) sempre que possível. 

Acknowledgments 

Devem ser incluídos ao fim do texto, antes das referências. Agradecimentos 

pessoais devem preceder nomes de instituições e agências. De forma ideal, notas 

de rodapé devem ser evitadas, mas, quando necessário, devem estar numeradas. 

Agradecimentos a financiamentos, subsídios, bolsas de estudo e dívidas com outros 

colegas, bem como menções à origem do artigo (como uma tese, por exemplo), 

devem estar nesta seção. Favor incluir o nome completo da agência de fomento, 

país e número do projeto (se aplicável). 

Abreviações 

Devem ser definidas em sua primeira ocorrência no texto, exceto por abreviações 

padrão e oficiais. Unidades e seus símbolos devem estar em conformidade com as 

aprovadas pelo Bureau International des Poids et Mesures (SI). 

Legendas de figuras 

Esta informação deve ser fornecida ao fim do manuscrito, após as referências. 

Todas as figuras devem conter legenda. A legenda deve possuir uma sentença 

introdutória que descreve as principais descobertas. Todas as divisões na figura 

devem ser identificadas com letras minúsculas, quando aplicável (1a, 2a, 2b, 3c, 3d, 

etc.). Quando for o caso da utilização de barras de erro, favor informar se um 
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número que vem após o símbolo ± é um Standard Error Of Mean (SEM) ou standard 

deviation of mean (SD). Deve ser informado na legenda se o resultado apresentado 

representa N experimentos individuais. 

Tabelas 

Cada tabela deve possuir um pequeno título acima da mesma. Notas abaixo da 

tabelas também pode ser utilizadas. Tabelas devem ser citadas no artigo em 

algarismos romanos (Table I, Table II, Tables IV and V, etc.). Tabelas devem ser 

submetidas separadamente em arquivos editáveis, preferencialmente .doc ou .docx. 

Figuras 

Só serão aceitas figuras de alta qualidade (mínimo de 300 dpi). Todas as 

ilustrações serão consideradas figuras, incluindo desenhos, gráficos, mapas, 

fotografias, esquemas, etc. Seu posicionamento tentativo deve ser indicado, assim 

como todas as figuras devem ser citadas com seu respectivo número ao longo do 

texto. Figuras devem ser enviadas de acordo com as seguintes 

especificações: 1. Desenhos e ilustrações devem estar em formato .PS/.EPS ou 

.CDR (PostScript ou Corel Draw) e nunca inseridas no texto; 2. Imagens ou figuras 

em escala de cinza devem estar em formato .TIF e nunca inseridas no 

texto; 3. Cada figura deve ser enviada em arquivo separado; 4. Figuras devem, a 

princípio, ser submetidas no tamanho em que espera-se que estejam publicadas no 

periódico, ou seja, largura de 8cm (uma coluna) ou 16,2cm (duas colunas), com a 

altura máxima de cada figura e respectiva legenda sendo menor ou igual a 22cm. 

As legendas das figuras devem ser enviadas com espaçamento duplo em página 

separada. Cada dimensão linear dos menores caracteres e símbolos não pode ser 

menor que 2mm após redução. Figuras coloridas são aceitas tanto como figuras em 

preto e branco. No entanto, 5 figuras em p/b são sem custo aos autores, enquanto 

cada figura colorida na versão impressa será cobrada dos autores, com a 

comunicação sendo feita durante a fase de produção (após o processo de 

avaliação). De modo a padronizar a contagem e cobrança de figuras preto e branco, 

tabelas que ocupem dois terços da página ou que tenham mais que 12 colunas ou 

24 colunas serão consideradas figuras p/b. Manuscritos de Matemática, Física ou 
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Química podem ser redigidos em TEX, AMS-TEX ou LaTeX, desde que o arquivo 

.BIB seja enviado junto. Manuscritos sem fórmulas podem ser enviados em .RTF ou 

doc/docx para Windows. 

Referências 

Os autores são responsáveis pela exatidão das referências, bem como suas 

respectivas citações. Artigos publicados ou ainda ‘In press’ podem ser incluídos. 

Comunicações pessoais (Smith, personal communication) devem ser autorizadas 

por escritos pelos envolvidos. Referências a teses, abstracts de encontros (não 

publicados em jornais indexados) e manuscritos em preparação ou apenas 

submetidos, mas não ainda aceitos, devem ser citados no texto no formato (Smith et 

al., unpublished data) e NÃO devem ser incluídos na lista de referências. 

Referências devem ser citadas no texto no formato a seguir sem a aspa simples, 

‘Smith 2004’, ‘Smith & Wesson 2005’ ou, quando há 3 ou mais autores, ‘Smith et al. 

2006’. Quando houver dois ou mais artigos cujo nome do primeiro autor e ano de 

publicação são idênticos, as referências devem ser diferenciadas por letras 

minúsculas, como em ‘Smith 2004a', ‘Smith 2004b’, etc. 

As referências devem ser listadas alfabeticamente de acordo com o nome do 

primeiro autor, sempre na ordem SOBRENOME XY, sendo X e Y as iniciais. Se há 

mais de 10 autores na referência, usar SOBRENOME XY ET AL., sem listar os 

demais autores. Referências devem conter também o título do artigo. Os nomes dos 

periódicos devem estar abreviados sem itálico, pontos ou vírgulas. Para as 

abreviações corretas, verifique listas das maiores bases de dados nas quais o 

periódico está indexado, ou consulte a World List of Scientific Periodicals. A 

abreviação a ser usada em referências dos Anais da Academia Brasileira de 

Ciências é An Acad Bras Cienc. Os seguintes exemplos devem servir de guias 

para sua lista de referências em nossa revista: 
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