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RESUMO

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligagdes peptidicas presentes nas proteinas,
sendo amplamente utilizadas em diferentes segmentos industriais, como os setores alimenticio,
farmaceéutico, téxtil e de detergentes. Entre os principais produtores dessas enzimas destacam-se os
fungos filamentosos, devido a elevada capacidade de secre¢do de proteinas para o meio extracelular,
facilitando sua obtengdo e aplicacdo. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir
e caracterizar uma protease obtida de um fungo filamentoso isolado do bioma Caatinga. O
microrganismo foi reativado em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e incubado por sete dias a 30 °C
para obtencdo dos esporos. A producdo da enzima foi realizada por fermentagdo em estado sélido
utilizando 10 g de farelo de trigo como substrato, pH inicial de 8,0 ¢ umidade de 70%. Apods a
fermentacdo, foi obtido o extrato bruto, seguido da precipitacdio com solventes orgénicos e
cromatografia de troca ionica, da determinagdo do teor de proteinas e da atividade protedsica das
fragdes obtidas. A fracdo ndo adsorvida apresentou a maior atividade proteasica 29,37U/mL. A
caracterizagdo bioquimica da enzima revelou temperatura 6tima de atividade de 40 °C. A protease
também apresentou elevada estabilidade térmica nessa temperatura, mantendo 91,27% e 83,21% da
atividade inicial apos uma e duas horas de incubagdo, respectivamente. Apos trés, seis e doze horas, a
atividade residual foi de 67,31%, 35,77% e 22,48%, respectivamente. Os resultados demonstram que a
protease produzida pelo fungo isolado do bioma Caatinga apresenta caracteristicas promissoras,
especialmente em relagdo a atividade e a estabilidade térmica, indicando potencial para aplicagdes em
processos biotecnologicos e industriais.
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Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de los enlaces peptidicos presentes en las
proteinas y son ampliamente utilizadas en diversos sectores industriales, como las industrias
alimentaria, farmacéutica, textil y de detergentes. Entre los principales productores de estas enzimas
destacan los hongos filamentosos, debido a su elevada capacidad para secretar proteinas al medio
extracelular, lo que facilita su obtencion y aplicacion. En este contexto, el presente estudio tuvo como
objetivo producir y caracterizar una proteasa obtenida a partir de un hongo filamentoso aislado del
bioma Caatinga. El microorganismo fue reactivado en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) e incubado
durante siete dias a 30 °C para la obtencién de esporas. La produccion de la enzima se realizd
mediante fermentacion en estado solido utilizando 10 g de salvado de trigo como sustrato, con un pH
inicial de 8,0 y un contenido de humedad del 70 %. Tras la fermentacion, se obtuvo el extracto crudo,
seguido de la precipitacion con solventes organicos, cromatografia de intercambio idnico y la
determinacion del contenido de proteinas y de la actividad proteolitica de las fracciones obtenidas. La
fraccion no adsorbida present6d la mayor actividad proteolitica, con 29,37 U/mL. La caracterizacion
bioquimica de la enzima reveldé una temperatura optima de actividad de 40 °C. Ademas, la proteasa
present6 una elevada estabilidad térmica a esta temperatura, conservando el 91,27 % y el 83,21 % de
la actividad inicial después de una y dos horas de incubacion, respectivamente. Tras tres, seis y doce
horas, la actividad residual fue del 67,31 %, 35,77 % y 22,48 %, respectivamente. Los resultados
demuestran que la proteasa producida por el hongo aislado del bioma Caatinga presenta caracteristicas
prometedoras, especialmente en términos de actividad y estabilidad térmica, lo que indica su potencial
para aplicaciones en procesos biotecnoldgicos e industriales.
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ABSTRACT

Proteases are enzymes that catalyze the hydrolysis of peptide bonds in proteins and are widely used in
several industrial sectors, including the food, pharmaceutical, textile, and detergent industries. Among
the main producers of these enzymes are filamentous fungi, owing to their high capacity to secrete
proteins into the extracellular medium, which facilitates enzyme recovery and industrial application. In
this context, the present study aimed to produce and characterize a protease obtained from a
filamentous fungus isolated from the Caatinga biome. The microorganism was reactivated on Potato
Dextrose Agar (PDA) medium and incubated at 30 °C for seven days to obtain spores. Enzyme
production was carried out by solid-state fermentation using 10 g of wheat bran as the substrate, with
an initial pH of 8.0 and 70% moisture content. After fermentation, the crude extract was obtained,
followed by organic solvent precipitation, ion-exchange chromatography, and determination of the
protein content and proteolytic activity of the resulting fractions. The non-adsorbed fraction exhibited
the highest proteolytic activity, reaching 29.37 U/mL. Biochemical characterization revealed an
optimum activity temperature of 40 °C. The protease also showed high thermal stability at this
temperature, retaining 91.27% and 83.21% of its initial activity after one and two hours of incubation,
respectively. After three, six, and twelve hours, the residual activities were 67.31%, 35.77%, and
22.48%, respectively. These results demonstrate that the protease produced by the filamentous fungus
isolated from the Caatinga biome exhibits promising characteristics, particularly regarding its
proteolytic activity and thermal stability, indicating its potential for application in biotechnological and
industrial processes.

Keywords: Enzymes; proteins; filamentous fungi.

INTRODUCAO

A crescente busca por processos produtivos mais sustentaveis tem impulsionado o
desenvolvimento de estratégias voltadas ao aproveitamento de coprodutos agroindustriais,
inserindo-os na perspectiva da bioeconomia circular. O processamento de matérias-primas
agricolas gera grandes volumes de residuos e coprodutos que, quando descartados

inadequadamente, representam um importante passivo ambiental. Em contrapartida, esses



materiais apresentam elevado potencial como substratos para processos biotecnoldgicos,
devido a sua composi¢do rica em carboidratos, proteinas, fibras e minerais, tornando-se
matérias-primas promissoras para a obtencao de bioprodutos de alto valor agregado (FAO,
2022; Sharma et al., 2023).

Entre os produtos disponiveis, o farelo de trigo destaca-se por sua ampla
disponibilidade e baixo custo, sendo um dos principais subprodutos da induastria de moagem
de cereais. Além de representar uma alternativa economicamente vidvel, sua composi¢ao
nutricional favorece o crescimento de microrganismos e a biossintese de metabdlitos de
interesse industrial, especialmente quando empregado em processos de fermentacdo em
estado so6lido (Thomas er al., 2024). Essa tecnologia apresenta vantagens como menor
consumo de agua, elevada concentragdo de produto, reduzida geragcdo de efluentes e maior
proximidade das condigdes naturais de desenvolvimento dos fungos filamentosos,
caracteristicas que contribuem para a sustentabilidade e eficiéncia dos processos
fermentativos (Singhania et al., 2022).

Dentre os bioprodutos obtidos por fermentacao microbiana, as proteases destacam-se
por representarem um dos grupos enzimdticos de maior relevancia comercial, respondendo
por parcela significativa do mercado mundial de enzimas industriais. Essas enzimas catalisam
a hidrolise de ligagdes peptidicas e sdo amplamente empregadas nos setores alimenticio,
farmaceéutico, téxtil, de detergentes, curtumes e tratamento de residuos (Contesini et al.,
2022). Na industria de alimentos, participam de processos como amaciamento de carnes,
produ¢do de hidrolisados proteicos, fabricacdo de queijos, panificagdo, clarificacdo de
bebidas e obtengdo de peptideos bioativos, aplicagdes que tém recebido crescente interesse
em fun¢do da demanda por ingredientes funcionais e processos industriais mais sustentaveis
(Sharma et al., 2021; Santos et al., 2023).

Os fungos filamentosos do género Aspergillus constituem uma das principais fontes de
proteases extracelulares devido a elevada capacidade secretora, facilidade de cultivo,
diversidade metabolica e possibilidade de utilizacdo de substratos lignoceluldsicos de baixo
custo (Oliveira et al., 2023). Além disso, espécies desse género apresentam elevada
adaptabilidade fisiologica, favorecendo a produgdo de enzimas com caracteristicas adequadas
para diferentes aplicacdes biotecnologicas. A prospecc¢do de isolados provenientes de biomas
brasileiros, como a Caatinga, amplia as possibilidades de obtengdo de enzimas com
propriedades diferenciadas, especialmente quanto a estabilidade frente a diferentes condi¢oes
de pH e temperatura (Silva et al., 2024).

Embora a producdo microbiana de proteases seja consolidada, os extratos



fermentativos normalmente apresentam uma mistura complexa de proteinas, polissacarideos,
pigmentos e outros metabolitos que podem interferir na caracterizacao bioquimica e limitar
aplicagdes industriais (Nascimento et al., 2022). Dessa forma, etapas de pré-purificacao,
como a precipitagdo por solventes organicos, seguidas por técnicas cromatograficas,
tornam-se fundamentais para concentrar a enzima e remover parte das impurezas,
preservando sua atividade catalitica e possibilitando uma caracterizagdo mais precisa de suas
propriedades fisico-quimicas (Gupta et al., 2021).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir uma protease
extracelular por Aspergillus sp., utilizando farelo de trigo como substrato em fermentagao em
estado solido, realizar sua pré-purificacdo por precipitagdo com acetona seguida de
cromatografia de troca ionica em DEAE-Sephadex A-50 e caracterizar suas propriedades
bioquimicas, visando contribuir para a valorizacdo de coprodutos agroindustriais e para o

desenvolvimento de bioprodutos com potencial aplicagdo industrial.

FUNDAMENTACAO TEORICA
Bioma Caatinga

A Caatinga constitui o unico bioma exclusivamente brasileiro, ocupando
aproximadamente 10% do territério nacional e abrangendo grande parte da regido Nordeste,
além de areas do norte de Minas Gerais. As condi¢cdes ambientais desse ecossistema sao
marcadas por elevadas temperaturas, precipitacio pluviométrica irregular, baixa
disponibilidade hidrica e longos periodos de estiagem, fatores que exercem forte pressao
seletiva sobre os organismos que nele se desenvolvem. Como consequéncia, a Caatinga abriga
uma biodiversidade singular, composta por espécies vegetais, animais € microrganismos
adaptados a condigdes ambientais extremas (Silva et al., 2023; MMA, 2024).

Nas ultimas décadas, a diversidade microbiana da Caatinga tem despertado crescente
interesse cientifico devido ao seu potencial para aplicagcdes biotecnoldgicas. Fungos
filamentosos, bactérias e actinobactérias isolados desse bioma tém demonstrado capacidade
de sintetizar uma ampla variedade de metabdlitos secundarios e enzimas extracelulares com
potencial de utilizacdo nos setores alimenticio, farmacéutico, agricola e ambiental. As
adaptacdes desenvolvidas por esses microrganismos para sobreviver em ambientes com
elevada temperatura, escassez de agua e limitacdo nutricional frequentemente resultam na
producao de biomoléculas com elevada estabilidade e caracteristicas cataliticas diferenciadas,
tornando esses organismos importantes fontes de novos bioprodutos (Oliveira et al., 2023;

Santos et al., 2024).



Entre os microrganismos de maior interesse destacam-se os fungos do género
Aspergillus, amplamente reconhecidos por sua elevada capacidade de secretar enzimas
hidroliticas para o meio extracelular. Essas enzimas apresentam grande relevancia industrial
devido a facilidade de recuperagdo durante os processos fermentativos e a diversidade de
aplicagdes em diferentes cadeias produtivas. Estudos recentes tém demonstrado que isolados
provenientes da Caatinga apresentam potencial para a produgdo de proteases, amilases,
celulases, lipases e frutosiltransferases, evidenciando a riqueza metabdlica desse ecossistema
e reforcando sua importancia como fonte de recursos biotecnologicos ainda pouco explorados
(Batista et al., 2022; Silva et al., 2024).

A prospeccdo de microrganismos oriundos de ambientes naturalmente extremos
representa uma estratégia promissora para a obtengdo de enzimas com propriedades
diferenciadas, incluindo maior tolerancia a variagdes de temperatura, pH e salinidade. Essas
caracteristicas ampliam as possibilidades de aplicagdo industrial e reduzem custos
relacionados a adaptagdo das condi¢des de processo, tornando esses biocatalisadores
especialmente atrativos para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis (Journal of Fungi,
2023; Frontiers in Microbiology, 2024).

Residuos agroindustriais

O agronegocio brasileiro desempenha papel estratégico na economia nacional,
posicionando o pais entre os maiores produtores e exportadores mundiais de commodities
agricolas, como soja, milho, cana-de-agtcar, café, trigo e frutas. Paralelamente ao crescimento
da producao agricola, observa-se um aumento expressivo na geragao de residuos e coprodutos
provenientes das etapas de colheita, processamento e industrializacdo dessas matérias-primas.
Embora tradicionalmente considerados passivos ambientais, esses materiais tém sido
reconhecidos como importantes fontes de biomassa para o desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos sustentaveis (FAO, 2022; OECD/FAO, 2023).

De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura,
aproximadamente 13% dos alimentos produzidos mundialmente sdo perdidos entre a colheita
e a comercializagdo, enquanto volumes ainda maiores sao desperdicados nas etapas de
distribuigdo e consumo. Além das perdas alimentares, o processamento agroindustrial gera
grandes quantidades de cascas, farelos, bagacos, palhas, sementes e residuos liquidos, cuja
destinagcdo inadequada pode ocasionar impactos ambientais relacionados a emissdo de gases
de efeito estufa, contaminag¢do de corpos hidricos e acimulo de matéria organica (FAO,
2022).

Os residuos agroindustriais apresentam caracteristicas fisico-quimicas variadas,



podendo ser classificados em soélidos, semissélidos ou liquidos, conforme sua origem e
processamento. Em geral, esses materiais sdo ricos em carboidratos estruturais, proteinas,
lipidios, minerais e compostos fendlicos, constituindo substratos de elevado interesse para o
cultivo de microrganismos e para a obten¢do de produtos de maior valor agregado. Entre os
principais coprodutos aproveitados destacam-se farelo de trigo, farelo de arroz, bagaco de
cana-de-agucar, casca de café, residuos da fruticultura e subprodutos da industria cervejeira,
os quais vém sendo amplamente empregados em processos fermentativos para producao de
enzimas, biocombustiveis, 4acidos organicos, biossurfactantes, pigmentos naturais e
biomateriais (Sharma et al., 2023; Ravindran et al., 2023).

Nos ultimos anos, o conceito de valorizacdo de residuos agroindustriais tem se
consolidado como um dos pilares da bioeconomia circular. Nessa abordagem, residuos
anteriormente destinados ao descarte passam a ser reinseridos na cadeia produtiva como
matéria-prima para processos biotecnologicos, reduzindo a demanda por recursos naturais e
promovendo maior eficiéncia no uso da biomassa. Além dos beneficios ambientais, essa
estratégia contribui para a diversificagdo de produtos, redugdo dos custos de producao e
geracdo de novas oportunidades econdmicas para o setor agroindustrial (European
Commission, 2023; Sharma et al., 2023).

Fermentaciao em estado sélido

A producao microbiana de enzimas pode ser realizada principalmente por meio de dois
sistemas fermentativos: a fermentagdo submersa (FS) e a fermentagdo em estado sélido (FES).
Na fermentacdo submersa, os microrganismos se desenvolvem em meios liquidos contendo
elevada quantidade de agua livre, condicdo que favorece a homogeneizagdo do cultivo e
facilita o monitoramento de parametros como temperatura, pH e oxigenacdo. Em
contrapartida, a fermentacdo em estado solido ocorre sobre materiais sélidos umedecidos,
com reduzida quantidade de agua disponivel, simulando o habitat natural de diversos fungos
filamentosos, especialmente espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma
(Singhania ef al., 2022; Thomas et al., 2024).

A principal diferenga entre esses sistemas estd relacionada a disponibilidade de agua
no meio de cultivo, fator que influencia diretamente o metabolismo microbiano e a produgao
de metabdlitos. Na fermentacdo submersa, a elevada umidade promove a diluicdo dos
produtos sintetizados, aumentando os custos associados as etapas de concentragao,
recuperagdo ¢ purificacdo da enzima. Por outro lado, na fermentagdo em estado solido, a
menor quantidade de dgua favorece a obtencdo de extratos enzimaticos mais concentrados,

reduzindo o volume de efluentes gerados e diminuindo a demanda energética durante as



etapas de processamento downstream (Soccol et al., 2021; Pandey et al., 2023).

Nos ultimos anos, a fermentagdo em estado solido tem recebido crescente atengao
devido as suas vantagens econdmicas € ambientais. Esse sistema apresenta menor consumo de
agua, reduzida geragdo de residuos liquidos, menor necessidade de agitagdo mecanica e maior
produtividade volumétrica quando comparado a fermentagdo submersa. Além disso,
possibilita o emprego direto de residuos e coprodutos agroindustriais, como farelo de trigo,
farelo de arroz, bagaco de cana-de-acucar, casca de café e residuos da industria cervejeira,
transformando biomassa de baixo valor comercial em produtos biotecnoldgicos de elevado
interesse industrial (Ravindran et al., 2023; Thomas et al., 2024).

A FES apresenta vantagens adicionais quando aplicada ao cultivo de fungos
filamentosos, uma vez que esses microrganismos encontram condi¢des semelhantes as
observadas em seus ambientes naturais de desenvolvimento. O crescimento sobre substratos
solidos favorece a formacdo do micélio, estimula a secrecdo de enzimas extracelulares e
frequentemente resulta em maiores niveis de produgdo quando comparado aos sistemas
submersos. Diversos estudos t€ém demonstrado que espécies de Aspergillus cultivadas em
fermentagdo em estado solido apresentam maior rendimento na producao de proteases,
amilases, celulases, xilanases e lipases, evidenciando o potencial dessa tecnologia para
aplicagdes industriais (Contesini et al., 2022; Sharma et al., 2023).

Outro aspecto relevante da fermentacdo em estado solido € sua contribui¢ao para os
principios da bioeconomia circular. A utilizacdo de coprodutos agricolas como fonte de
carbono e nutrientes reduz os custos de producdo e agrega valor a materiais que, em muitos
casos, seriam descartados ou destinados a aplicagdes de baixo retorno econdmico. Dessa
forma, a FES representa uma alternativa sustentavel para a produ¢do de enzimas industriais,
conciliando eficiéncia produtiva, redugcdo dos impactos ambientais e aproveitamento integral
da biomassa residual (European Commission, 2023; Ravindran et al., 2023).

Proteases

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas hidroliticas,
sendo responsaveis pela clivagem das ligagdes peptidicas presentes nas proteinas,
promovendo a formagdo de peptideos de menor massa molecular e aminodcidos livres. Essa
reacdo desempenha papel fundamental em inumeros processos bioldgicos, incluindo digestao
de proteinas, reciclagem de aminoacidos, maturagdo de proteinas, regulacio do metabolismo
celular, coagulacdao sanguinea, apoptose, resposta imunoldgica e mecanismos de sinalizagao
celular. Em razdo de sua elevada especificidade catalitica e eficiéncia, as proteases

representam a classe de enzimas mais comercializada mundialmente, respondendo por



aproximadamente 60% do mercado global de enzimas industriais (Contesini et al., 2022;
Sharma et al., 2023).

As proteases podem ser classificadas segundo diferentes critérios. Quanto ao
mecanismo de acdo, dividem-se em endopeptidases, que hidrolisam ligagdes peptidicas
localizadas no interior da cadeia polipeptidica, e exopeptidases, que removem residuos de
aminoacidos a partir das extremidades N-terminal ou C-terminal das proteinas. Sob o ponto
de vista catalitico, essas enzimas sdo agrupadas em serinoproteases, metaloproteases,
cisteinoproteases, aspartilproteases, treoninoproteases e glutamilproteases, classificagdao
baseada na natureza quimica do residuo catalitico presente no sitio ativo da enzima (Rawlings
et al., 2024; Barrett et al., 2022).

A hidrélise enzimatica de proteinas apresenta diversas vantagens em relacdo aos
métodos convencionais de hidrolise quimica. Enquanto processos quimicos normalmente
requerem condigdes severas de temperatura, pressdo e pH, podendo ocasionar degradacgdo dos
aminoacidos e formagdo de compostos indesejaveis, a hidrolise catalisada por proteases
ocorre em condigdes mais brandas, reduzindo o consumo energético e preservando a
qualidade nutricional e funcional dos produtos obtidos. Além disso, a elevada especificidade
das proteases permite maior controle do grau de hidrdlise e da composicdo dos peptideos
gerados, aspecto particularmente importante para a produgdo de ingredientes alimenticios
funcionais e peptideos bioativos (Liceaga, 2023; Tavano et al., 2022).

As proteases sdo produzidas por organismos pertencentes aos mais diversos grupos
biologicos, incluindo plantas, animais e microrganismos. Entretanto, os microrganismos
constituem a principal fonte industrial dessas enzimas devido ao rapido crescimento, elevada
produtividade, facilidade de cultivo, possibilidade de manipulagdo genética e adaptagdo a
diferentes condi¢des fermentativas. Entre os produtores microbianos, destacam-se bactérias
dos géneros Bacillus e Pseudomonas, além de fungos filamentosos pertencentes
principalmente aos géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Trichoderma. Esses fungos
apresentam elevada capacidade de secrecdo de enzimas extracelulares, caracteristica que
simplifica as etapas de recuperagdo e purificagdo durante o processamento industrial (Santos
et al.,2023; Gupta et al., 2021).

Espécies do género Aspergillus ocupam posi¢ao de destaque na producdo comercial de
proteases devido a elevada capacidade secretora, rapido crescimento em diferentes substratos
e reconhecida seguranga para aplicagdes industriais. Além disso, esses fungos podem ser
cultivados utilizando residuos e coprodutos agroindustriais como fonte de carbono e

nutrientes, reduzindo significativamente os custos de produgdo e contribuindo para o



desenvolvimento de processos alinhados aos principios da bioeconomia circular. O emprego
de fermentagdo em estado solido utilizando farelo de trigo, farelo de arroz, bagago de
cana-de-acgtcar e outros residuos lignoceluldsicos tém demonstrado elevada eficiéncia na
producdo de proteases por espécies de Aspergillus, favorecendo maiores rendimentos quando
comparados a fermenta¢ao submersa (Thomas et al., 2024; Singhania et al., 2022).

A versatilidade catalitica das proteases explica sua ampla utilizacdo em diferentes
segmentos industriais. Na industria alimenticia, essas enzimas sao empregadas na produgao de
hidrolisados proteicos, fabricagdo e maturacdo de queijos, panificagdo, clarificacdo de
bebidas, recuperacio de proteinas, amaciamento de carnes e obtencao de peptideos bioativos.
No setor farmacéutico, sdo utilizadas na formulacdo de medicamentos tromboliticos,
cicatrizantes, anti-inflamatorios, digestivos e em sistemas de liberacdo controlada de
farmacos. Ja4 nas industrias de detergentes, couro, papel, téxtil e cosméticos, atuam na
remocdo de proteinas, tratamento de fibras, processamento de peles e desenvolvimento de
formulagdes sustentaveis, substituindo reagentes quimicos potencialmente agressivos ao meio
ambiente (Contesini et al., 2022; Sharma et al., 2023).

Nos ultimos anos, a aplicagdo de proteases na obtengdo de peptideos bioativos tem
despertado crescente interesse cientifico e industrial. A hidrdlise controlada de proteinas
permite a liberacdo de peptideos com propriedades antioxidantes, antihipertensivas,
antimicrobianas, imunomoduladoras e anti-inflamatorias, ampliando o potencial dessas
enzimas para o desenvolvimento de alimentos funcionais, nutrac€uticos e produtos
farmacéuticos. Paralelamente, a busca por novas proteases provenientes de ambientes
extremos, como o bioma Caatinga, tem favorecido a descoberta de enzimas com maior
estabilidade frente a variagdes de temperatura, pH e concentragdo salina, caracteristicas
desejaveis para aplicacdes industriais em larga escala (Liceaga, 2023; Oliveira et al., 2023).

A crescente demanda por processos industriais mais sustentaveis também tem
impulsionado a substituicdo de catalisadores quimicos por enzimas microbianas. Nesse
cenario, as proteases destacam-se por possibilitarem processos mais limpos, seletivos e
energeticamente eficientes, reduzindo a geragdo de residuos e o consumo de reagentes
agressivos. Associada ao aproveitamento de coprodutos agroindustriais em processos
fermentativos, a producdo de proteases representa uma estratégia promissora para a geragao
de bioprodutos de alto valor agregado, contribuindo para o fortalecimento da bioeconomia e

para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis aplicadas a agroindustria.



METODOLOGIA

Obtencao do fungo

Uma espécie de Aspergillus sp., isolada do bioma da Caatinga do Sertdo
pernambucano, foi obtida pelo método de esgotamento e encaminhada a Cole¢ao de Culturas
— MICOTECA URM, do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco, para identificagdo. O microrganismo foi mantido em meio inclinado BDA

(Batata Dextrose Agar) para esporulagao.

Meio de manutencio e preparac¢ao do inéculo

A inocula¢do do microrganismo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo meio de cultura BDA previamente esterilizado, os quais foram incubados em estufa
a 30°C durante sete dias, até a ocorréncia da esporulagcdo. Os esporos foram suspensos
mediante a adi¢do de solucdo estéril de NaCl a 0,9%. Em seguida, realizou-se a contagem dos
esporos em camara de Neubauer até que fosse obtida a concentracdo final de 10" esporos/mL.
Posteriormente, os esporos foram inoculados em Erlenmeyers contendo farelo de trigo, obtido
no comércio local e previamente autoclavado, para a producgdo de proteases por fermentagao

em estado solido (FES).

Producio de proteases por fermentacio em estado solido (FES)

A fermentagdo em estado solido (FES) foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250
mL, utilizando farelo de trigo como substrato. A concentragdo de esporos empregada como
inoculo foi de 10" esporos por grama de substrato. Para garantir a secagem completa, todos os
substratos foram mantidos por um periodo de uma semana a temperatura ambiente (30°C). Os
parametros utilizados na fermentacdo foram 10 g de farelo de trigo, pH 8,0 ¢ 70% de
umidade, sendo o pH previamente ajustado e a umidade devidamente corrigida. A
determinagdo da umidade foi realizada de acordo com a metodologia descrita pelo Instituto

Adolfo Lutz (ZENEBON et al., 2008).

Processo de extracdo das proteases
A extragdo das proteases foi realizada utilizando tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, na
proporcao de 7,5 mL de tampdo por grama de substrato, sob agitacdo de 80 rpm durante 20

minutos. Em seguida, os liquidos metabolicos foram filtrados em gaze e, posteriormente,



submetidos a filtracdo a vacuo utilizando papel-filtro de 0,22 um.

Precipitacdo com solventes organicos
O extrato enzimatico (10 mL) foi submetido a pré-purificacdo por precipitacdo com
acetona a 70%. O concentrado proteico obtido foi ressuspenso em 1,0 mL de tampao Tris-HCI

0,1 M (pH 8,0) para analises posteriores.

Cromatografia de troca ionica

A separacgdo das proteinas foi realizada por cromatografia de troca idnica utilizando
resina DEAE A-50, acondicionada em uma seringa de 20 mL acoplada ao sistema AKTA
Start. A coluna foi previamente equilibrada com tampao Tris-HCl 20 mM, pH 8,0. Em
seguida, a amostra foi aplicada a coluna, permitindo a adsor¢do das proteinas anidnicas a
resina, enquanto as proteinas cationicas foram coletadas na fragdo nao retida. Apds a lavagem
da coluna com o tampao de equilibrio para remog¢ao das proteinas nao ligadas, as proteinas
adsorvidas foram eluidas utilizando tampao Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, contendo 1,0 M de
NaCl. As fragdes correspondentes as proteinas ndo adsorvidas e as proteinas eluidas foram

coletadas separadamente e submetidas as analises de atividade proteésica.

Atividade proteasica

A determinacdo da atividade proteasica foi realizada segundo a metodologia descrita
por Ginter (1979). Para a reacdo, foram adicionados 150 pL da amostra a uma solucao
contendo 250 pL de azocaseina a 1% (p/v), preparada em tampao Tris-HC1 0,1 M, pH 7,4. A
mistura reacional foi incubada a 37°C durante 1 hora. Apods esse periodo, a reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 1000 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v), sendo
posteriormente centrifugada a 4.000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante obtido, foram
retirados 800 pL, aos quais foram adicionados 200 pL de NaOH 1,8 M. A absorbancia foi

determinada em espectrofotdmetro a 420 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises bioquimicas foram realizadas apos etapas de pré-purificagdo envolvendo
precipitagdo por acetona e cromatografia de troca i6nica em DEAE-Sephadex A-50,
apresentando 29,37 U/mL, permitindo uma avaliagdo mais precisa das propriedades
intrinsecas da enzima. A remoc¢do parcial de proteinas e contaminantes presentes no extrato

bruto contribui para a caracterizagdo mais fiel do comportamento catalitico da protease,



reduzindo interferéncias decorrentes da complexidade do caldo fermentativo (Gupta et al.,
2020). Dessa forma, os resultados obtidos refletem predominantemente as caracteristicas da
enzima produzida pelo microrganismo, possibilitando melhor avaliagdo de seu potencial
biotecnolégico.

A protease produzida por Aspergillus sp. em fermentagdo em estado so6lido utilizando
farelo de trigo apresentou atividade maxima a 40 °C, mantendo 97,31% de sua atividade
relativa a 50 °C. Esses resultados indicam uma ampla faixa 6tima de atuacao entre 40 e 50 °C,
caracteristica frequentemente observada em proteases extracelulares produzidas por fungos
filamentosos do género Aspergillus (Razzaq et al., 2019). Em temperaturas superiores,
observou-se redu¢do acentuada da atividade enzimatica, atingindo 35,40% e 22,48% a 60 °C e
70 °C, como observado na figura 1. Essa diminui¢do pode ser atribuida a desnaturacao
térmica progressiva da estrutura proteica, que promove alteragdes conformacionais capazes de
comprometer a integridade do sitio catalitico e reduzir a eficiéncia da hidrolise do substrato

(Sharma et al., 2021).

Figura 01: influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica.
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Fonte: Propria (2026).

A estabilidade térmica da protease foi avaliada a 50 °C, temperatura proxima a faixa
de atividade maxima observada. Apds uma hora de incubagdo, a enzima manteve 91,27% da
atividade inicial, preservando ainda 83,21% apds duas horas. A atividade residual reduziu-se
para 67,31%, 35,77% e 22,48% apos trés, seis e doze horas de incubagdo, respectivamente.
Esses resultados demonstram moderada estabilidade térmica e indicam que a enzima ¢ capaz
de manter sua funcionalidade durante periodos prolongados sob condi¢des de temperatura

moderadamente elevadas como podemos observar na figura 2. A manutencao de mais de 80%



da atividade durante as duas primeiras horas sugere resisténcia significativa aos processos de
desnaturagdo térmica, caracteristica desejavel em aplicagdes industriais que envolvem longos

tempos de processamento (Santos et al., 2023).

Figura 02: Estabilidade térmica da protease.
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Além das propriedades enzimaticas observadas, os resultados obtidos evidenciam o
potencial da fermentacdo em estado s6lido como estratégia sustentavel para a valorizagdo de
coprodutos agroindustriais. O farelo de trigo, utilizado como substrato para a produ¢do da
enzima, ¢ um dos principais coprodutos gerados pela industria de beneficiamento de cereais,
sendo amplamente disponivel e de baixo custo. Sua composi¢ao rica em carboidratos,
proteinas, minerais e vitaminas favorece o crescimento de fungos filamentosos e a sintese de
metabolitos de interesse industrial, tornando-o um substrato atrativo para processos
biotecnolédgicos (Pandey et al., 2000; Thomas et al., 2013).

A utilizagdo de coprodutos agricolas na producao de enzimas insere-se no contexto da
bioeconomia circular, uma vez que promove o aproveitamento de materiais de baixo valor
comercial para a obten¢do de bioprodutos de maior valor agregado. Nesse sentido, a producao
de proteases por fermenta¢do em estado s6lido apresenta vantagens econdmicas e ambientais,
incluindo menor consumo de 4gua, elevada produtividade volumétrica, redugdo de residuos e
menor demanda energética quando comparada a processos fermentativos submersos
(Singhania et al., 2018). A conversdao do farelo de trigo em uma enzima com potencial
aplicacdo industrial representa, portanto, uma alternativa alinhada aos principios de

sustentabilidade e inovagdo na agroindustria.



A ampla faixa de atividade observada entre 40 e 50 °C, associada a manutencao de
atividade residual significativa apds longos periodos de incubacao, sugere potencial aplicacao
da protease em processos biotecnoldgicos que envolvam hidrolise proteica, obtengdo de
hidrolisados proteicos e producdo de peptideos bioativos. Essas aplicacdes tém despertado
crescente interesse industrial devido a demanda por ingredientes funcionais, compostos
bioativos e tecnologias voltadas ao aproveitamento integral de matérias-primas
agroalimentares. Dessa forma, os resultados obtidos demonstram nao apenas a viabilidade da
producdo da enzima a partir de um coproduto agroindustrial amplamente disponivel, mas
também o potencial de geracdo de bioprodutos de interesse economico por meio de processos

sustentaveis baseados em fermenta¢do microbiana.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que Aspergillus sp. foi capaz de produzir uma
protease extracelular utilizando farelo de trigo como substrato em fermentacdo em estado
solido, evidenciando o potencial de aproveitamento biotecnoldgico desse coproduto
agroindustrial. Apo6s as etapas de pré-purificacio por precipitacdo com acetona e
cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex A-50, a enzima apresentou atividade
maxima a 40 °C, mantendo elevada atividade relativa a 50 °C, além de estabilidade térmica
satisfatoria, com reten¢do superior a 80% da atividade inicial apos duas horas de incubagado a
50 °C. Essas caracteristicas indicam potencial para aplicagdo em processos biotecnologicos
que demandam condi¢des moderadamente aquecidas, como a producdo de hidrolisados
proteicos e peptideos bioativos. Além disso, a utilizagdo do farelo de trigo como
matéria-prima refor¢a a viabilidade da fermentacdo em estado solido como estratégia
sustentavel para a valorizagdo de coprodutos agroindustriais e geragdo de bioprodutos de
maior valor agregado, contribuindo para os principios da bioeconomia circular e da inovacao

na agroindustria.
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