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Resumo 

 

As proteases apresentam grande interesse comercial, com aplicações na indústria 
farmacêutica, de cosméticos, têxtil, alimentícia, como aditivos para detergentes, entre 
outros. Os fungos do gênero Aspergillus tem grande potencial biotecnológico por 
serem bons produtores de enzimas em substratos de custo reduzido, como os 
resíduos agroindustriais. O resíduo de malte é muito abundante e possui quantidade 
considerável de proteínas, adequado como fonte nutricional para a produção de 
proteases por microrganismos. A produção de proteases pode ser obtida a partir de 
linhagens selecionadas de microrganismos associadas aos parâmetros abióticos 
padronizados. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar parâmetros 
abióticos para a produção de proteases por Aspergillus welwitschiae UELAs 15.262 a 
partir do resíduo de malte. Foi avaliado a produção de proteases sob os parâmetros 
de temperatura, com variação de 28 °C até 42 °C e pH variando de 4,2 até 9,8. As 
maiores quantidade de proteases produzidas foram 95,95 ± 1,08 U/mL (35 °C, pH 9,8), 
94,72 ± 3,27 U/mL (35 °C, pH 7,0), 91,65 ± 4,10 U/mL (30 °C, pH 9,0), 91,05 ± 5,71 
U/mL (35 ºC, pH 4,2) e 87,72 ± 1,57 U/mL (30°C, pH 5,0). Dentre as condições que 
mais produziram proteases, quatro foram selecionadas para avaliar o tempo de 
produção enzimática. A 35 °C, pH 4,2, a maior quantidade de proteases foi obtida no 
terceiro dia de fermentação, enquanto nas demais condições a maior quantidade de 
proteases foi obtida no quarto dia de fermentação. O Extrato Bruto Enzimático (EBE) 
obtido no terceiro dia de fermentação nas condições 35 °C, pH 4,2 e 9,8, foram 
submetidos a avaliação de atividade de proteases em meio contendo leite em pó como 
substrato, a 25 °C e 37 °C. Em ambas as temperaturas as proteases permaneceram 
ativas por até 24 horas, contudo, a melhor atividade de proteases foi obtida a 37 °C. 
Esses resultados indicaram que A. welwitschiae UELAs 15.262 produziu proteases 
em resíduo de malte e que a temperatura tem influência na produção dessas enzimas. 
A avaliação de parâmetros abióticos associados à linhagem UELAs 15.262 é de 
grande importância para maior produção de proteases usando resíduos de baixo 
custo. 

 

 

Palavras-Chave: Proteases, resíduo de malte, fermentação em estado sólido, 

Aspergillus welwitschiae.  
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Abstract 
 

Proteases are a group of enzymes of great commercial interest, with applications in 
the pharmaceutical, cosmetics, textile, food, as additives for detergents, among others. 
Fungi of the genus Aspergillus have great biotechnological potential for being good 
producers of enzymes in low-cost substrates, such as agro-industrial residues. The 
malt residue is very abundant and has a considerable amount of protein, being suitable 
as a nutritional source to produce proteases by microorganisms. High production of 
proteases can be obtained from selected strains of microorganisms associated with 
suitable abiotic parameters. In this context, the objective of this work was to select 
abiotic parameters to produce proteases by Aspergillus welwitschiae UELAs 15.262 
from brewer’s spent grain. Protease production was evaluated under the temperature 
parameters, ranging from 28 °C to 42 °C and pH ranging from 4.2 to 9.8. The highest 
amounts of proteases produced were 95.95 ± 1.08 U/mL (35 °C, pH 9.8), 94.72 ± 3.27 
U/mL (35 °C, pH 7.0), 91 .65 ± 4.10 U/mL (30 °C, pH 9.0), 91.05 ± 5.71 U/mL (35 °C, 
pH 4.2) and 87.72 ± 1.57 U/mL (30°C, pH 5.0). Among the conditions that most 
produced proteases, four were selected to evaluate the enzyme production time. For 
the assay, the largest amount of proteases was harvested at 35 °C, pH 4.2 on the third 
day of fermentation, while in the other conditions the largest amount of proteases was 
harvested on the fourth day. The Enzyme Crude Extract (EBE) obtained on the third 
day of fermentation under the conditions 35 °C, pH 4.2 and 9.8, confirmed the 
evaluation of protease activity in medium containing powdered milk as substrates, at 
25 °C and 37°C. At both temperatures the proteases remained active for up to 24 
hours. However, the best protease activity was tolerated at 37 °C, demonstrating that 
higher temperatures positively influenced the activity of these enzymes. These results 
indicated that A. welwitschiae UELAs 15.262 produced proteases in malt residue and 
that temperature influences the production of these enzymes. The evaluation of abiotic 
parameters associated with the UELAs 15.262 strain is of great importance for greater 
production of proteases using low-cost residues. 

 

 

 
Keywords: Protease, brewer’s spent grain, solid state fermentation, Aspergillus 
welwitschiae. 
 

  



 
 

Lista de figuras 
 
 
 
Figura 1 - Representação do local de ação de endopeptidases e exopeptidases. ... 15 

 
Figura 2 –Superfície de resposta para a atividade de proteases (U/mL), produzidas 

por A. welwitschiae, mostrando a interação dos efeitos pH (X1) e temperatura (X2). 30 

 
Figura 3 - Cinética de produção de proteases produzidas por A. welwitschiae UELAs 

15.262 em resíduo de malte durante 4 dias de fermentação em estado sólido. ....... 33 

 
Figura 4 - Halo de degradação de proteases produzidas por A. welwitschiae UEL 

15.262. As proteases (6,5 U/mL) foram obtidas a pH 4,2 a 35 °C (Amostra 1). ........ 35 

 
Figura 5 - Halo de degradação de proteases produzidas por A. welwitschiae UEL 

15.262. As proteases (6,5 U/mL) foram obtidas a pH 9,8 a 35 °C (amostra 2). ........ 35 

 
Figura 6 – Áreas de degradação por proteases (mm2) por tempo de incubação (horas). 

(a) Halos de degradação da amostra 1 em 37 °C. (b) Halos de degradação da amostra 

2 em 37 °C. (c) Halos de degradação da amostra 1 em 25 °C. (d) Resultados da 

amostra 2 em 25 °C. ................................................................................................. 37 

 

 
  



 
 

Lista de Tabelas 
 
 
 
Tabela 1 - Produção de proteases por diferentes espécies de Aspergillus a partir de 

fermentação submersa. ............................................................................................. 18 

 
Tabela 2 - Produção de proteases por fungos do gênero Aspergillus em fermentação 

em estado sólido. ...................................................................................................... 20 

 
Tabela 3 - Níveis codificados dos fatores avaliados no planejamento composto central 

rotacional. .................................................................................................................. 24 

 
Tabela 4 – Atividade de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262, conforme 

parâmetros abióticos estabelecidos pelo Planejamento Composto Central Rotacional.

 .................................................................................................................................. 29 

 
Tabela 5 - Análise de variância (ANOVA) para o modelo quadrático da produção de 

proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262. .......................................................... 30 

 
Tabela 6 – Cinética da produção de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262 em 

resíduo de malte. ....................................................................................................... 33 

 
Tabela 7 - Halos de degradação por proteases produzidas por A. welwitschiae UEL 

15.262 em meio de cultura contendo leite em pó como substrato. ........................... 36 

 

 
 
  



 
 

Sumário 

1  Introdução ............................................................................................................. 12 

 

2  Objetivos ............................................................................................................... 13 

2.1 OBJETIVO GERAL ................................................................................................... 13 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................................ 13 

 

3  Revisão Bibliográfica ........................................................................................... 14 

3.1. PROPRIEDADES GERAIS DAS PROTEASES ................................................................ 14 

3.1.1. Fontes de obtenção de proteases ................................................................... 15 

3.2. PARÂMETROS ABIÓTICOS PARA PRODUÇÃO DE PROTEASES ....................................... 16 

3.2.1. Temperatura e pH para produção de proteases .............................................. 16 

3.3. OBTENÇÃO DE PROTEASES POR FERMENTAÇÃO ....................................................... 17 

3.4. RESÍDUO DE MALTE COMO SUBSTRATO PARA A PRODUÇÃO DE PROTEASES ................ 21 

3.5. PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS DE ASPERGILLUS WELWITSCHIAE. .............................. 22 

 
4  Materiais e Métodos ............................................................................................. 24 

4.1. MATERIAL BIOLÓGICO............................................................................................ 24 

4.2. RESÍDUO DE MALTE .............................................................................................. 24 

4.3. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ABIÓTICOS .............................................................. 24 

4.4. PRODUÇÃO DE PROTEASES POR A. WELWITSCHIAE SOB FERMENTAÇÃO EM ESTADO 

SÓLIDO........................................................................................................................ 25 

4.5. AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE PROTEASES .............................................................. 25 

4.6. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASES ......................................................... 25 

4.7. CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE PROTEASES ................................................................. 26 

4.8. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASES DO EXTRATO BRUTO ENZIMÁTICO EM MEIO 

SÓLIDO........................................................................................................................ 26 

4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA ............................................................................................ 27 

 
5  Resultados e discussão ....................................................................................... 28 

5.1. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ABIÓTICOS PARA PRODUÇÃO DE PROTEASES ............... 28 

5.2. CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE PROTEASES POR A. WELWITSCHIAE UELAS 15.262 ........ 32 

5.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASES DO EXTRATO BRUTO ENZIMÁTICO OBTIDO POR A. 

WELWITSCHIAE UELAS 15.262 ..................................................................................... 34 



 
 

6 Conclusões ........................................................................................................... 39 

7 Referências Bibliográficas .................................................................................. 40 

 



12 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

As proteases são enzimas hidrolíticas que atuam clivando cadeias peptídicas. 

Podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana, no entanto, devido a sua fácil 

manipulação e grande produtividade, as proteases de origem microbiana tem se 

destacado no meio industrial. Suas aplicações vão desde a indústria farmacêutica e 

de cosméticos até no gerenciamento de resíduos, podendo atuar na indústria têxtil, 

no processamento do couro, na indústria alimentícia como aditivos nutricionais, no 

processamento de alimentos, na indústria de produtos de limpeza como aditivos em 

detergentes para remoção de manchas e na indústria química.   

Por apresentarem vários mecanismos de ação, as proteases podem atuar em 

várias faixas de temperatura e pH, sendo o estudo desses parâmetros na produção 

de proteases de grande importância biotecnológica.  

As proteases são tradicionalmente produzidas por fermentação submersa. 

Contudo, a fermentação em estado sólido tem sido cada vez mais estudada como 

alternativa sustentável para a produção de enzimas, por apresentar maior rendimento 

e produtividade e menor consumo de energia, o que gera menor custo de produção.   

Dentre os principais gêneros de microrganismos utilizados para produção de 

proteases encontram-se os do gênero Aspergillus, sendo um de seus maiores 

representantes na área industrial, a espécie Aspergillus niger. Embora linhagens 

dessa espécie possam ser produtoras de micotoxinas como a Ocratoxina A e 

Fumonisina B2, é possível identificar espécies e até mesmo linhagens que são 

incapazes de produzir estas micotoxinas, o que é comprovado avaliando-se a 

presença de genes produtores dessas micotoxinas em seu genoma.  

Aspergillus welwitschiae, uma espécie muito semelhante a A. niger, também 

apresenta grande potencial biotecnológico como produtora de ácidos orgânicos e 

algumas enzimas, entretanto, não existem relatos da sua utilização na produção de 

proteases. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a linhagem 

A. welwitschiae UELAs 15.262 quanto à produção de proteases e estabelecer as 

melhores condições para a produção dessas enzimas usando resíduo de malte.  

 



13 
 

2 OBJETIVOS 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 - Otimizar a produção de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262 em 

resíduo de malte.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 - Selecionar parâmetros de temperatura e pH para a maior produção de 

proteases; 

 - Selecionar o melhor tempo de produção de proteases por A. welwitschiae sob 

fermentação em estado sólido;  

- Validar a atividade enzimática das proteases no extrato bruto liofilizado.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
3.1. PROPRIEDADES GERAIS DAS PROTEASES 

 
As proteases são enzimas envolvidas em muitos processos biológicos incluindo 

digestão de proteínas de origem alimentar, reciclagem de proteínas intracelulares, 

entre outros processos (MAITIG et al., 2018; SABOTIČ; KOS, 2012). Essas enzimas 

também são de grande interesse no setor industrial, principalmente as que 

apresentam estabilidade térmica, quando associadas a detergentes 

(CHIMBEKUJWO; JA’AFARU; ADEYEMO, 2020; MORYA; YADAV, 2016; SINGH et 

al., 2016).  

As proteases (EC 3.4) catalisam a clivagem de ligações peptídicas (CO-NH) 

(SOUZA et al., 2015; BRIX; STÖCKER, 2013). Elas constituem um grande grupo de 

enzimas que incluem as proteinases, as peptidases e as amidases. As proteases 

podem ainda ser classificadas como neutras, alcalinas e ácidas baseadas em seu pH 

de ação (GURUMALLESH et al., 2019; ALLADIN et al., 2018). 

Quanto ao substrato, as proteases podem também ser classificadas em 

exopeptidases (EC 3.4.11-19) e endopeptidases (EC 3.4.21-99) (GURUMALLESHI et 

al., 2019; SOUZA et al., 2015) (Figura 01). As exopeptidases atuam clivando as 

ligações adjacentes aos grupos carboxil ou amino terminais do substrato e são 

subdivididas em dois grupos, as aminopeptidases e as carboxipeptidases. As 

endopeptidases atuam clivando as ligações peptídicas mais internas da cadeia de 

aminoácidos, sendo subdivididas em categorias, dentre elas serino-proteases, 

aspártico-proteases, cisteíno-protease e metaloproteases (NAVEED et al., 2020; 

SOUZA et al., 2015; SABOTIČ; KOS, 2012). 
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Figura 1 - Representação do local de ação de endopeptidases e exopeptidases. 

 
Fonte: Martin et al. (2020). 

 

3.1.1. Fontes de obtenção de proteases 

 

O mercado global de proteases atingiu o valor de 2,76 bilhões de dólares em 

2019, com prospecção de atingir o valor de 5 bilhões de dólares até o ano de 2028 

(GLOBAL..., 2022). As proteases obtidas de fontes microbianas compreendem 60 % 

do mercado de enzimas (SHARMA et al., 2019). Proteases de origem microbiana são 

atrativas por apresentarem alto índice de produtividade, ampla diversidade 

bioquímica, fácil manipulação e não requer um espaço muito grande para o seu cultivo 

quando comparados com enzimas de origens vegetal e animal (OSMOLOVSKIY et 

al., 2021; SOUZA et al., 2017; SINGHAL et al., 2012). 

As proteases de origem microbiana podem ser produzidas por fungos 

filamentosos, leveduras e bactérias (LARIO et al., 2020; ZHANG et al., 2020; 

BELMESSIKH et al., 2013; MORYA, 2012). Aquelas de origem fúngica têm grande 

demanda, devido à sua grande variedade de especificidade por diferentes substratos 

e pelo fato destes microrganismos secretarem grandes quantidades destas enzimas 

no meio de cultura (EL-KHONEZY et al., 2021; MAITIG et al., 2018). Além disso, tem-

se a vantagem de que os fungos produzem em sua grande maioria proteases 

extracelulares, facilitando a posterior recuperação destas enzimas (EL-KHONEZY et 

al., 2021). Dentre os fungos filamentosos, as proteases produzidas por Aspergillus 

spp. são de grande interesse industrial, uma vez que apresentam atividade catalítica 

em ampla faixa de pH e temperatura (SATTAR et al., 2019; SETHI et al., 2016; 

MELIKOGLU; LIN; WEBB, 2013; PARANTHAMAN, et al., 2009).  
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O pH ideal de ação de proteases pode variar de ácido à alcalino, dependendo 

do microrganismo produtor e de como ele se adapta ao ambiente que está inserido.  

As proteases alcalinas geralmente são constituídas pelas serino proteases, que 

apresentam um centro catalítico contendo a tríade Asp-His-Ser ou pelas metalo 

proteases que requerem um íon metálico para manter sua ação catalítica 

(MATKAWALA et al., 2020; GURUMALLESH et al., 2019). Dentre as proteases 

ácidas, estão as proteases aspárticas, cujo centro ativo apresenta um par de 

aspartato, que proporciona em sua maioria atividade ótima entre pH 3 e 4 (USMAN; 

MOHAMMED; MAMO, 2021).  

 

3.2. PARÂMETROS ABIÓTICOS PARA PRODUÇÃO DE PROTEASES 

 

3.2.1. Temperatura e pH para produção de proteases 

 

A produção de proteases por fungos filamentosos é diretamente influenciada 

por fatores abióticos, como temperatura, pH, tempo de fermentação, tipo de nutriente, 

entre outros parâmetros (DE CASTRO; SATO, 2014). Dentre os principais fatores 

envolvidos na produção de proteases por fungos filamentosos estão a temperatura e 

o pH. A temperatura de fermentação é um parâmetro muito importante, uma vez que 

influencia o crescimento do microrganismo, afetando a produção enzimática 

(VEERABHADRAPPA; SHIVAKUMAR; DEVAPPA, 2014). O pH do meio de cultivo 

tem papel no transporte de vários componentes através da membrana celular, 

afetando vários processos enzimáticos (SANDHYA et al., 2005).  

O estudo de Kamath et al. (2010) avaliou a produção de proteases por A. niger, 

com variação da temperatura entre 20 °C até 40 °C. A maior produção de proteases 

foi 62,5 U/g, obtida a 28°C com 120 horas de cultivo. Em outro estudo usando 

Aspergillus versicolor CJS-98 como produtor de proteases, foi obtido 2.187,25 U/g de 

atividade de proteases a 25 °C (VEERABHADRAPPA; SHIVAKUMAR; DEVAPPA, 

2014). Agrawal et al. (2004) avaliaram a produção de proteases produzidas por 

Penicillium spp. em temperaturas que variaram de 24 °C a 40 °C. A maior produção 

de proteases, 11.000 U/g foi obtida a 28 °C. Utilizando Aspergillus oryzae QM-6 em 

cocultivo com A. niger QH-3, Tang et al. (2020) avaliaram temperaturas de incubação 

variando de 24 °C até 36 °C. Os autores observaram maior produção de proteases 

neutras e ácidas a 33 °C (1.582,9 U/g e 605,2 U/g, respectivamente). Em 2011, 



17 
 

Kamura et al., estimaram a produção de proteases em variadas temperaturas e pHs. 

Foi constatado Aspergillus oryzae como o melhor produtor de proteases em pH 6,0 a 

25 °C (15,2 U/mL), em fermentação submersa.   

Chutmanop et al. (2008) avaliaram a influência do pH variando de 5,5 até 7,5 a 

30 °C, quanto à produção de proteases. A maior produção de proteases foi obtida em 

pH 7,5 (1.000 U/g) por A. oryzae. O estudo de Sandhya et al. (2005) avaliou o pH 

inicial do meio de cultivo na produção de proteases por A. oryzae NRRL 1808. Durante 

a fermentação, o pH variou de 5,5 até 8,0, sendo em 7,5 o pH cujo A. oryzae NRRL 

1808 apresentou a maior produção de proteases (8,2 U/g). No trabalho realizado por 

Siala et al. (2012) também foi avaliado a influência do pH na produção de proteases 

por A. niger I1. A maior produção destas enzimas, 183,13 U/mL, avaliada entre os pHs 

de 5,0 a 8,0, foi obtida em pH 5,0 e 30 °C. O valor máximo de atividade de proteases 

produzidas por Penicillium spp. LEMI A8221 encontrado no estudo de Cunha et al. 

(2016) foi de 147,0 U/mg em pH 6,0. Hajji et al. (2008) detectaram maior atividade de 

proteases, 788 U/mL por Aspergillus clavatus ES1 em pH 8,0. 

 

3.3. OBTENÇÃO DE PROTEASES POR FERMENTAÇÃO 

 

As proteases de origem microbiana podem ser obtidas por de fermentação 

submersa ou fermentação em estado sólido. A fermentação submersa consiste no 

crescimento do microrganismo em um meio onde há predominância de água, sendo 

as fontes de nutrientes solúveis (FARINAS, 2015; SOUZA et al., 2015; SUN; XU, 

2009). Em torno de 90 % das enzimas são produzidas a partir de fermentação 

submersa, por ser um meio de produção em que o controle de parâmetros físico-

químicos é eficiente, além de já possuir tecnologias bem estabelecidas na indústria 

(SANKAR et al., 2023; LIU et al., 2020; M. et al., 2016). Parâmetros como temperatura, 

pH, aeração, concentração de substrato, podem ser facilmente controlados (SOCCOL 

et al., 2017; BARRIOS-GONZÁLES, 2012; ORLANDELLI et al., 2012).  

A Tabela 1 apresenta alguns estudos realizados para a produção de proteases 

em fermentação submersa por espécies do gênero Aspergillus, utilizando diferentes 

condições abióticas. As maiores quantidades de proteases nesses estudos foram 

produzidas em condições de pH variando de 5,0 até 8,0, em temperaturas que 

variaram de 28°C até 35°C e entre 3 e 7 dias de cultivo. Os estudos de Belmessikh et 

al. (2013) e Sattar et al. (2019) apresentaram as maiores quantidades de proteases 
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obtidas por fermentação submersa, 2.343,5 U/g e 477 U/g respectivamente.  

 

Tabela 1 - Produção de proteases por diferentes espécies de Aspergillus a partir de 

fermentação submersa. 

Microrganismo 

Atividade 

Enzimática Condições de Cultivo Meio de cultura Referência 

A. oryzae NRRL 

2220 
2.343,5 U/g pH 6,8 / 30°C / 4 dias 

Bagaço de 

tomate, farelo de 

trigo e NaCl 

(BELMESSIKH et al., 

2013) 

A. ochraceus 

BT2 
3,64 U/g pH 8,0 / 35°C / 6 dias 

Dextrina 30 g/L, 

peptona 2 g/L, 

K2HPO4 1 g/L, 

MgSO4 0,5 g/L, 

FeSO4 0,01 g/L. 

(EL-KHONEZY et al., 

2021) 

A. niger KIBGE-

IB36 
477 U/g pH 6,0 / 30°C / 5 dias 

Peptona 20 g/L, 

Extrato de 

levedura 0,5 g/L, 

CaCL2 0,1 g/L, 

MgSO4 0,1 g/L e 

K2HPO4 0,3 g/L 

(SATTAR et al., 

2019) 

A. foetidus 29,7 U/mL pH 7,0 / 28°C / 7 dias 

Caldo de 

Sabouraud 3 %, 

peptona 2 %, 

caseína 2 % e 

extrato de 

levedura 1 %. 

(SOUZA et al., 2017) 

A. parasiticus 48,63 U/mg 

 

- / 30°C / 3 dias 

 

Queratina 5 g/L 
(ANITHA; 

PALANIVELU, 2013) 

A. niger 9D40 57,0 U/mL pH 5,0 / 32°C / 7 dias 

3,5 

g/L (NH4)2SO4 

1,0 g/L KH2PO4, 

0,5 g/L MgSO4, 

0,1 KCl, 5 mg/L 

ZnSO4 e penas 

de galinha 

(MAZZOTTO et al., 

2013) 

Fonte: O próprio autor. 
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A fermentação em estado sólido ocorre em ambientes em que o microrganismo 

se desenvolve sem ou com pouco conteúdo de água livre (THOMAS; LARROCHE; 

PANDEY, 2013). O meio sólido pode tanto servir como fonte nutricional para o 

crescimento do microrganismo ou apenas como suporte para que ele se desenvolva 

e produza metabólitos de interesse (SOCCOL et al., 2017; YAZID et al.2017; 

FARINAS, 2015).  

A fermentação em estado sólido tem sido muito utilizada como uma alternativa 

sustentável para a produção de enzimas e outras substâncias, uma vez que apresenta 

maior produtividade, baixo consumo de energia, além de contribuir com a redução de 

resíduos industriais (YAZID et al., 2017; BARRIOS-GONZÁLEZ, 2012; CHEN; HE, 

2012). 

Os fungos filamentosos como aqueles do gênero Aspergillus sob fermentação 

em estado sólido apresentam vantagens quanto à produção de enzimas, como as 

proteases, por se assemelharem a sua forma natural de crescimento (OOI; RASIT; 

ABDULLAH, 2021; BELMESSIKH et al., 2013; DE CASTRO et al., 2015; SINGHANIA 

et al., 2010). A Tabela 2 apresenta alguns relatos quanto à produção de proteases por 

espécies do gênero Aspergillus sob fermentação em estado sólido, utilizando 

diferentes condições abióticas.  

De acordo com os estudos da Tabela 2 é possível verificar que para a 

fermentação em estado sólido, os parâmetros temperatura e tempo de fermentação 

são os mais avaliados quanto a produção de proteases. Entretanto, dentre os estudos 

que avaliaram os melhores pHs do meio de cultivo para produção de proteases por 

fermentação em estado sólido, a variação dos pHs foi de 5,0 até 7,5. Para 

temperatura, a maior quantidade de proteases foi obtida entre 23 °C e 35 °C em 

fermentações que obtidas entre 2 até 7 dias. Os estudos de Belmessikh et al. (2013) 

e Purushothaman et al. (2019) apresentaram as maiores quantidades de proteases 

obtidas por fermentação em estado sólido, 21.309 U/g e 3.685 U/g respectivamente. 

Comparando os estudos das Tabelas 1 e 2, observa-se que a produção de proteases 

se deu em temperaturas, pHs e tempos de fermentação similares para 

microrganismos do gênero Aspergillus. 
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Tabela 2 - Produção de proteases por fungos do gênero Aspergillus em fermentação 

em estado sólido. 

Microrganismo 

Atividade 

Enzimática Condições de Cultivo 

Meio de 

cultura Referência 

A. niger 3.685 U/g  

 

- / 30° C / 7 dias 

 

Farelo de trigo (PURUSHOTHAMAN 

et al., 2019) 

A. niger 67,7 U/g 

 

pH 7,0 / 35° C / 3 dias 

 

Farelo de arroz (PARANTHAMAN, et 

al., 2009) 

A. awamori 63,7 U/g 

 

- / 30 ° C / 7 dias 

 

Resíduo de pão (MELIKOGLU; LIN; 

WEBB, 2013) 

A. awamori  

IOC-3914 
17,2 U/g - / 30 °C / 4 dias 

Resíduo de 

malte 
(COSTA et al., 2021) 

A. niger 3,7 U/mg - / 35 °C / 5 dias 
Cascas de 

camarão 
(OOI; RASIT; 

ABDULLAH, 2021) 

A. niger 262,78 U/g - / 30 °C / 2 dias 

Farelo de trigo e 

Farinha de soja 

(1:1) 

(DE CASTRO et al., 

2015) 

A. oryzae 1200 U/g  pH 7,5 / 30 °C / 5 dias 
Farelo de arroz 

e trigo (2:1) 
(CHUTMANOP et al., 

2008) 

 

A. oryzae NRRL 

2220 

21309 U/g pH 6,8 / 30 °C / 4 dias 

Bagaço de 

tomate, caseína 

e NaCl 

(BELMESSIKH 

et al., 2013) 

A. brasilienses  2382 U/mL - / 28 °C / 3 dias 

Bagaço de 

malte, células 

vermelhas de 

suínos 

(WERLANG 

SCHUSTER et al., 

2019) 

A. niger FFB1 870 U/g 

 

pH 4,0 / 30 °C / 3 dias 

 

Leite coagulado (BENSMAIL et al., 

2013) 

A. niger 3T5B8 172,7 U/mL pH 5,0 / 32 °C / 7 dias  

Penas de 

galinha e farelo 

de trigo 

(MAZZOTTO et al., 

2013) 

Fonte: O próprio autor. 
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O estudo de Belmessikh et al. (2013) comparou a produção de proteases 

produzidas por A. oryzae NRRL 2220 sob fermentação submersa e fermentação em 

estado sólido. O estudo demonstrou que a produção de proteases por fermentação 

em estado sólido foi aproximadamente 10 vezes maior que a produção obtida sob 

fermentação submersa.  

 

3.4. RESÍDUO DE MALTE COMO SUBSTRATO PARA A PRODUÇÃO DE PROTEASES 

 

O resíduo de malte é originário da indústria cervejeira, mais especificamente 

após o processo de maltagem da cevada, cereal geralmente usado na produção da 

bebida. Na maltagem, o grão de cevada passa por três processos: molha, germinação 

e secagem (MARTINS; RODRIGUES, 2015). O processo de maltagem do grão dura 

em torno de 6 a 7 dias e dá origem ao que se chama de grão maltado (grão de cevada 

germinado), que então é desbastado mecanicamente por meio de fresa (fresado) e 

seco a fim de estabilizar o grão. Esse processo é importante na produção da cerveja, 

pois permite que várias enzimas sejam produzidas ao mesmo tempo em que ocorre a 

liberação de amido, que servirá como nutriente para as leveduras durante o processo 

de fermentação para a produção do produto alcóolico (OLIVARES-GALVÁN; 

MARINA; GARCÍA, 2022; MARTINS; RODRIGUES, 2015). 

Quatro resíduos são produzidos durante o processo de produção da cerveja: 

ratículas de cevada maltada, resíduos do grão gasto, resíduo de lúpulo e resíduo de 

fermento, sendo o resíduo do grão gasto o mais abundante, compreendendo em torno 

de 85 % do total de resíduos gerados durante a produção da cerveja (OLIVARES-

GALVÁN; MARINA; GARCÍA, 2022). Em torno de 0,2 Kg de resíduo de grão gasto de 

malte é gerado por litro de cerveja produzida (PARCHAMI; FERREIRA; 

TAHERZADEH, 2021). O resíduo do grão gasto é obtido após a filtragem do malte 

misturado com água e é composto basicamente de cascas de cevada, restos de 

grânulos de amido do endosperma, entre outros materiais. É um material rico em fibras 

e lignocelulose presente na parede celular vegetal (em torno de 70 % do conteúdo do 

material), proteínas (15 % a 25 %) e compostos fenólicos, sendo pobre em vitaminas 

e minerais (MARCIAS-GARBETT et al., 2021; OLIVARES-GALVÁN; MARINA; 

GARCÍA, 2022; IKRAM et al., 2017).  

Até o momento, poucos trabalhos exploraram o uso de microrganismos do 

gênero Aspergillus para produção de proteases a partir de resíduos de malte. Costa 
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et al. (2021) apresentaram estudo quantificando a produção de proteases em resíduo 

de malte por Aspergillus awamori. Além do resíduo de malte, os autores estudaram 

casca de semente de cacau e farelo de trigo como substrato para produção de 

proteases, sendo a maior produção, 17,2 U/g, obtida a partir do resíduo de malte após 

72 horas de fermentação. Já o estudo de Werlang Schuster et al. (2019) obteve maior 

produção de proteases (1.785 U/mL) usando resíduo de malte enriquecido com 

células vermelhas de sangue de suínos após 3 dias de fermentação em estado sólido. 

O estudo de Leite, Belo e Salgado (2021) avaliou diversos resíduos agroindustriais, 

entretanto apenas na produção de celulases, xilanases e β-glucosidases e obteve 

maior produção dessas enzimas por A. niger usando resíduo de malte como substrato.  

 Contudo, diversos são os relatos utilizando outros resíduos como substrato 

para a produção de proteases. Tang et at. (2020), avaliaram o desempenho de A. 

niger e A. oryzae na produção de proteases por fermentação em estado sólido, com 

meio de cultivo contendo uma mistura de farelo de trigo com grão de soja macerada 

(4:1) e grão de feijão largo inteiro. Essa combinação de microrganismos produziu 

605,2 U/g de proteases ácidas e 1.582,9 U/g de proteases neutras a 33 °C com 5 dias 

de fermentação. Purushothaman et al. (2019) cultivaram A. niger em farelo de trigo a 

30 °C por 7 dias e obtiveram 3.685 U/g de proteases aspárticas. Paranthaman, 

Alagusundaram e Indhumathi (2009) avaliaram resíduo de arroz quebrado como meio 

de cultura para produção de proteases por A. niger MTCC 281. A maior quantidade 

de proteases foi de 67,7 U/g, nas condições de incubação a 35 °C, pH 7,0 em 

fermentação em estado sólido por período de 96 horas.  

As condições ótimas para a produção de proteases por A. niger, em estudo 

realizado por Ooi, Rasit e Adbullah (2021) foram a 35 °C com umidade inicial de 60 % 

usando cascas de camarão como substrato em fermentação em estado sólido. A 

produção máxima de proteases foi de 3,7 U/mg. Usando a cepa A. awamori 2B. 361 

U2/1 em resíduo de pão, Melikoglu, Lin e Webb (2013) produziram 63,7 U/g de 

atividade de proteases. Os resultados foram obtidos a partir de fermentação em 

estado sólido a 30 °C com incubação de 7 dias.  

 

3.5. PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS DE Aspergillus welwitschiae.  

 Os fungos filamentosos são usados em processos industriais para a produção 

de metabólitos e enzimas (Souza, et al., 2015). A maioria dos fungos filamentosos, 
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como os do gênero Aspergillus, se reproduzem de forma assexuada através da 

produção de conídios (SUGIHARTO, 2019; MADIGAN et al., 2009). Os conídios são 

produzidos em estruturas microscópicas chamadas de conidióforos que possuem em 

sua extremidade uma vesícula rodeada de fiálides (ROMERO; GIUDICESSI; VITALE, 

2021). Macroscopicamente, os conídios podem apresentar diferentes colorações, 

como amarelo, branco, marrom, cinza, verde e preto, e texturas tipo aveludada, por 

exemplo (ROMERO; GIUDICESSI; VITALE, 2021; PARK et al., 2017; SAMSON et al., 

2014). 

Aspergillus pertencem à classe dos hifomicetos, filo Ascomycota, ordem 

Eurotiales, família Trichocomaceae (KLICH, 2002). A atual classificação do gênero é 

constituída por seis subgêneros: Aspergillus, Fumigati, Nidulante, Cremei, 

Polypaecilum e Circumdati e 27 seções, sendo a seção Nigri parte do subgênero 

Circumdati (HOUBRAKEN et al., 2020; GAUTIER; NORMAND; RANQUE, 2016). Essa 

seção é composta de 10 espécies, conhecidas como “agregado niger”, com 

características muito semelhantes entre si, não sendo distinguíveis morfologicamente 

(D`HOOGE et al., 2019; SUSCA et al., 2016). A espécie A. awamori foi renomeada 

por Hong et al. (2013) a A. welwitschiae e pertencente ao “agregado niger”, assim 

como A. niger.  

Algumas espécies da seção Nigri podem produzir micotoxinas como 

ocratoxinas e fumonisinas (MINCUZZI et al., 2020; SANZANI; REVERBERI; GEISEN, 

2016; KOSTARELOU et al., 2014; SUSCA et al., 2010). Os estudos de Massi et al. 

(2016) e Vanzela et al. (2020) demonstraram que ambas as espécies da seção Nigri, 

A. niger e A. welwitschiae possuem genes associados às vias metabólicas de 

produção de ocratoxina A e/ou fumonisina B2. Contudo, as linhagens de A. 

welwitschiae estudadas por Bossa (2020) e Fernandes (2021), foram avaliadas por 

Vanzela et al (2020) como seguras quanto ao potencial de produção de ambas 

micotoxinas, uma vez que não apresentaram os genes associados à produção de 

ocratoxina A e fumonisina B2. A linhagem A. welwitschiae UELAs 15.262 foi avaliada 

como produtora de ácido cítrico por Landgraf (2021) e como produtora de amilases 

por Ribeiro et al. (2021), porém seu potencial para a produção de proteases ainda não 

foi avaliado. Sendo assim, o seu uso para a produção de proteases pode ser avaliado.  
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

 
 Para a realização desse trabalho utilizou-se a linhagem selvagem de A. 

welwitschiae UELAs 15.262, isolada de bulbos de alho comercializados no Brasil. A 

linhagem foi caracterizada por Vanzela et al. (2020) quanto à ausência de genes para 

produção de ocratoxina A e fumonisina B2. A linhagem foi ativada em placas de Petri, 

contendo meio BDA (batata-dextrose-ágar) e incubada por 96 horas a 28 °C.  

 

4.2. RESÍDUO DE MALTE 

 
O resíduo de malte foi coletado na INBEB (Industrial Norte Paranaense de 

Bebidas) na cidade de Londrina, sendo imediatamente transportado a 25 °C. Foi então 

distribuído em bandejas com dimensão de 50 cm x 30 cm x 5 cm e após ser coberto 

com papel alumínio foi seco a 50 °C por 72 horas, sendo homogeneizado 

periodicamente.  

 

4.3. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ABIÓTICOS  

 
A avaliação da temperatura e do pH ideal para produção de proteases foi 

conduzida de acordo com o planejamento Composto Central Rotacional (CCR), como 

demonstrado na Tabela 3. As temperaturas selecionadas foram 28 °C, 30 °C, 35 °C, 

40 °C e 42 °C e os pHs selecionados foram 4,2, 5,0, 7,0, 9,0 e 9,8. Todas as avaliações 

foram feitas em triplicata experimental.  

 

Tabela 3 - Níveis codificados dos fatores avaliados no planejamento composto central 

rotacional. 

 

Fatores Símbolo 
Níveis codificados 

-1,414 -1 0 +1 +1,414 
Temperatura (°C) X1 28 30 35 40 42 
pH X2 4,2 5,0 7,0 9,0 9,8 

 
Fonte: O próprio autor.  
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4.4. PRODUÇÃO DE PROTEASES POR A. welwitschiae SOB FERMENTAÇÃO EM ESTADO 

SÓLIDO 

 
A linhagem A. welwitschiae UELAs 15.262 foi submetida a fermentação em 

estado sólido usando como substrato resíduo de malte. Um total de 1,4 g do resíduo 

de malte seco foi adicionado a frascos Erlenmeyer de 50 mL. Cada frasco foi 

umedecido com tampão fosfato-salino (PBS) 0,015 M (NaCl 5 g/L, KCl 0,2 g/L, 

Na2HPO4 1,15 g/L e KH2PO4 0,2 g/L) com pH corrigido para o valor pré-determinado 

pelo CCR, e inoculado com 107 conídios da linhagem A. welwitschiae UELAs 15.262 

(VANZELA et al., 2020). Os frascos foram incubados por 4 dias em temperaturas 

distintas, de acordo com o CCR.  

 

4.5. AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE PROTEASES 

 
 As avaliações da produção de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262 

foram analisadas no dia 0 (sem incubação – controle) e no quarto dia de fermentação. 

Foram retiradas triplicatas para avaliação da influência dos parâmetros na produção 

de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262. O extrato bruto enzimático (EBE) foi 

obtido pela adição de 30 mL de água destilada em cada frasco Erlenmeyer contendo 

o material fermentado. A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso por 60 

minutos. O material foi então filtrado com papel Whatman n°1, acoplado a um sistema 

de filtração a vácuo. O EBE foi armazenado em -20 °C até a etapa de quantificação 

da atividade de proteases. 

 

4.6. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASES  

 
A atividade de proteases foi determinada de acordo com o método descrito por 

Charney e Tomarelli (1947), com algumas modificações. A mistura reacional foi 

composta de 500 µL do EBE e 500 µL de solução de azocaseína (0,5 %) (Sigma 

Aldrich) diluída em tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 5,0. Esta mistura foi incubada 

por 40 minutos em banho Maria à 37 °C. Após esse período, a reação foi interrompida 

pela adição de 500 µL de ácido tricloroacético (TCA) (10 %) e centrifugada por 10 

minutos a 3000 rpm. Então, 1 mL do sobrenadante, foi transferido para novo tubo de 

ensaio e 1 mL de KOH 5,0 M foi adicionado ao produto da reação. A absorbância das 

amostras foi obtida a 430 nm. Uma unidade de atividade de proteases (U) foi 
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determinada como a variação de 0,01 na absorbância por mL de extrato bruto, de 

acordo com a fórmula a seguir.  

 U/mL =  𝐴𝑏𝑠 𝑥 20,01  

 

U/mL = Unidade de Atividade Enzimática por mL de EBE 

Abs = Absorbância em 430 nm 

 

4.7. CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE PROTEASES 

 

A cinética de produção de proteases foi avaliada a partir de parâmetros 

abióticos descrito no Item 4.3 que apresentaram produção significativa de proteases, 

com o intuito de determinar o tempo para a maior produção destas enzimas por A. 

welwitschiae UELAs 15.262. 

Para isso, foram realizadas fermentações conforme a metodologia descrita no 

Item 4.4. A cinética da produção de proteases foi analisada do dia 0 (sem incubação 

– controle) até o quarto dia, sendo retiradas triplicatas a cada 24 horas para a extração 

do EBE, coletado como descrito no Item 4.5. Cada um dos EBEs foi submetido a 

avaliação da atividade de proteases. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

4.8. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASES DO EXTRATO BRUTO ENZIMÁTICO EM MEIO 

SÓLIDO 

 

A partir dos resultados obtidos nas etapas anteriores, as melhores condições 

de produção de proteases foram selecionadas a fim de avaliar a atividade de 

proteases do EBE em meio ágar-leite. 

 O EBE foi liofilizado e diluído em 10 mL de tampão fosfato-salino (PBS) 

0,015 M. A atividade de proteases do EBE foi realizada de acordo com o método 

descrito por Charney e Tomarelli (1947), citado no Item 4.7.  

A avaliação da atividade de proteases do EBE liofilizado foi realizada em meio 

ágar contendo 1 % de leite em pó. Para a obtenção do meio foi preparado 160 mL de 

solução de ágar 1,8 %, diluído em tampão citrato 50 mM, pH 5,0, que foi aquecido até 

a total dissolução do ágar. Em seguida, o ágar ainda líquido foi misturado com 20 mL 
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de solução de leite em pó 10 % levemente aquecido. 

Em placas de Petri contendo meio de cultura descrito acima, foram feitos três 

poços com 5 mm de diâmetro. Os poços foram preenchidos com 6,5 U/mL/poço do 

EBE. Em seguida as placas foram incubadas a 25 °C e 37 °C por 24 h. Nos tempos 

de 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h de incubação, foram feitas avaliações em milímetros 

(mm) do diâmetro do halo de degradação por proteases. Cada condição de tempo e 

temperatura foi avaliada em duplicata.  

 

4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o Software R (R CORE 

TEAM, 2021). Para os modelos apresentados a partir do planejamento composto 

central rotacional, a qualidade de ajuste da equação foi expressa pelo coeficiente de 

determinação ajustado 𝑅𝑎𝑗𝑢𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜2  e sua significância estatística foi avaliada pelo teste 

F. Os pressupostos dos modelos, normalidade e homogeneidade de variância dos 

resíduos, foram validados, ao nível de significância de 5 %, pelo teste de Shapiro-Wilk 

(SHAPIRO; WILK, 1965), teste de Breusch-Pagan (BREUSCH; PAGAN, 1979) e 

análise gráfica, respectivamente. 

As variáveis respostas do planejamento composto central rotacional foi 

descrita conforme função polinomial de segunda ordem (Equação 1): 

 𝑦𝑖𝑗 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖𝑘𝑖=1 + ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖2 +𝑘𝑖=1 ∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑘𝑗=𝑖+1𝑘−1𝑖=1 𝑥𝑖𝑥𝑗 + 𝜖𝑖𝑗  (Equação 1) 

 

onde, yij é a resposta predita, β são os parâmetros cujos valores devem ser 

determinados, i e j variam de 1 a k variáveis, xi e xj são as variáveis independentes 

definidas em escala codificada de -1 a +1, e 𝜖𝑖𝑗 é o termo de erro aleatório. As 

estimativas dos parâmetros neste modelo de regressão estão relacionadas com as 

estimativas de efeito (MONTGOMERY, 2013). A significância dos parâmetros e suas 

interações foram testadas pela análise de variância (ANOVA). 

Para comparações de médias foi utilizado o teste de Tukey ao nível de 

significância de 5 %. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ABIÓTICOS PARA PRODUÇÃO DE PROTEASES 

 
A otimização da produção de proteases produzida a partir de microrganismos 

por fermentação em estado sólido pode ser obtida avaliando parâmetros como 

temperatura, pH do meio de cultivo, tipo de nutriente e tempo de fermentação. Essa 

avaliação é de grande importância uma vez que a produção de enzimas com meios 

otimizados e de menor custo tem sido de grande interesse na indústria (FERNANDES, 

et al., 2021; MUTHULAKSHMI et al., 2020). A utilização de resíduos agroindustriais 

ricos em proteínas, pode ser explorado como fonte de nutrientes de menor custo para 

a produção de proteases. O resíduo de malte, abundante rejeito da indústria 

cervejeira, se enquadra nesse padrão, uma vez que possui entre 15 % e 25 % de 

proteínas em sua composição (OLIVARES-GALVÁN; MARINA; GARCÍA, 2022; 

IKRAM et al., 2017).  

Entre as espécies/linhagens utilizadas como produtoras de proteases encontra-

se A. niger (WERLANG SCHUSTER et al., 2019; BENSMAIL; MECHAKRA; 

FAZOUANE-NAIMI, 2015; DE CASTRO; NISHIDE; SATO, 2014). A. welwitschiae, 

renomeado por Hong et al. (2013) exibe características morfologicamente 

indistinguíveis de A. niger. Ambas as espécies são descritas como produtoras de 

micotoxinas como Ocratoxina A e/ou Fumonisina B2 (SANZANI et al., 2016; 

KOSTARELOU et al., 2014; SUSCA et al., 2010). Não obstante, o estudo de Massi et 

al. (2016) apresenta que é inteiramente aplicável a associação entre potencial para 

produção de micotoxinas e genótipo negativo para A. welwitschiae.  

Nesse sentido, dentre as linhagens de A. welwitschiae identificadas por 

Vanzela et al. (2020) que não apresentaram genes associados a produção de tais 

micotoxinas, A. welwitschiae UELAs 15.262 foi avaliada por Ribeiro et al. (2021) como 

boa produtora de amilases. Sendo assim, neste trabalho foi avaliada a produção de 

proteases pela linhagem A. welwitschiae UELAs 15.262 usando resíduo de malte 

como fonte nutricional de baixo custo.  

A produção de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262 utilizando resíduo 

de malte como fonte nutricional foi avaliada após 4 dias de cultivo por fermentação em 

estado sólido em diferentes condições de temperatura e pH, estão apresentados na 

Tabela 4.  
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Tabela 4 – Atividade de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262, conforme 

parâmetros abióticos estabelecidos pelo Planejamento Composto Central Rotacional. 

Ensaios 
Níveis dos Fatores Atividade de 

proteases (U/mL) Temperatura (X1) pH (X2) 

1 35 °C 9,8 95,95 ± 1,08 

2 28 °C 7,0 70,81 ± 12,28 

3 42 °C 7,0 48,85 ± 1,56 

4 35 °C 7,0 94,72 ± 3,27 

5 30 °C 9,0 91,65 ± 4,10 

6 40 °C 5,0 58,52 ± 3,35 

7 35 °C 4,2 91,05 ± 5,71 

8 40 °C 9,0 60,70 ± 1,66 

9 30 °C 5,0 87,72 ± 1,57 

Cada valor representa a média das triplicatas ± desvio padrão. 

Fonte: O próprio autor.  

 

O modelo codificado proposto (Equação 2) explicou 88 % da variabilidade dos 

dados.  𝑦 = 93,013 − 11,401𝑥1 + 1,609𝑥2 − 17,182𝑥12           (Equação 2) 

 

Os pressupostos do modelo, normalidade (Shapiro-Wilk, p>0,05) e 

homogeneidade de variância (Breusch-Pagan, p>0,05) dos resíduos foram atendidos 

e a falta de ajuste não foi significativa (p>0,05). Apenas a temperatura apresentou 

efeito significativo para os termos linear e quadrático para a atividade de proteases 

(Tabela 5). O pH não foi significativo, sendo mantido o termo linear para o ajuste do 

modelo. 

Os gráficos de superfície de resposta foram desenvolvidos mapeando a 

atividade de proteases em contraste com os parâmetros temperatura e pH. Conforme 

exibido da Figura 2, obteve-se uma região ótima de produção de protease entre 30 °C 

e 35 °C. Entretanto, quando se avalia a variação do pH, a natureza linear observada 

no gráfico para esse parâmetro demostra que nas condições avaliadas o parâmetro 

não foi significativo. 
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Tabela 5 - Análise de variância (ANOVA) para o modelo quadrático da produção de 

proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262. 

Fonte de 

variação 

Soma dos 

Quadrados 

Grau de 

liberdade 

Quadrado 

médio 
F P-valor 

Temperatura (L) 3119,4 1 3119,4 83,846 < 0,001 

pH (L) 7,5 1 7,5 0,202 0,6575 

Temperatura (Q) 4064,9 1 4064.9 109,261 <0,001 

Erro  818,5 22 37,2   

Total SS 8016 25    

*Significativos para valores de p<0,05; L=linear; Q=quadrático 
Fonte: O próprio autor. 

 

Figura 2 –Superfície de resposta para a atividade de proteases (U/mL), produzidas 

por A. welwitschiae, mostrando a interação dos efeitos pH (X1) e temperatura (X2). 

 

 Fonte: O próprio autor. 

 

A linhagem A. welwitschiae UELAs 15.262 apresentou produção de proteases 
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em todas as condições avaliadas pelo planejamento composto central rotacional, com 

variação de 48,85 ± 1,56 U/mL obtida a 42 °C, pH 7,0 até 95,95 ± 1,08 U/mL, a 35 °C 

em pH 9,8. Entretanto, as condições que apresentaram produção de proteases 

próxima à região ótima foram 35 °C, pH 9,8 (95,95 ± 1,08 U/mL), 94,72 ± 3,27 U/mL 

(35 °C, pH 7,0), 91,65 ± 4,10 U/mL (30 °C, pH 9,0), 91,05 ± 5,71 U/mL (35 ºC, pH 4,2) 

e 87,72 ± 1,57 U/mL (30°C, pH 5,0). Resultados semelhantes foram encontrados por 

Bensmail, Mechakra e Fazouane-Naime (2015) ao avaliarem a produção de proteases 

por A. niger, em meio de leite coagulado, cuja maior produção de proteases sob 

fermentação em estado sólido foi obtida a 30 °C. Na mesma condição, Costa et al. 

(2021) também detectaram maior produção de proteases por A. awamori IOC-3914 

em 4 dias de fermentação em estado sólido em resíduo de malte. No estudo de 

Melikoglu et al. (2013) usando resíduo de pão sob fermentação em estado sólido, 

também foi detectada maior produção de proteases a 30 °C por A. awamori. A 

produção de proteases usando cascas de camarão como meio de cultivo em 

fermentação em estado sólido, resultou na maior produção de proteases a 35 °C (Ooi 

et al., 2021).  

 A fermentação em estado sólido tem sido muito utilizada para a produção de 

proteases, pois pode apresentar baixo consumo de energia quando não utiliza 

biorreatores e apresenta maior facilidade de usar resíduos agroindustriais como fonte 

nutricional, o que pode acarretar num menor custo do processo (YAZID et al., 2017; 

CHEN; HE, 2012). Por outro lado, esse tipo de fermentação apresenta desvantagem 

quanto a maior dificuldade de controle dos parâmetros abióticos durante o processo 

fermentativo, dentre eles o pH (SOCCOL et al., 2017; BARRIOS-GONZÁLES, 2012). 

Muthulakshmi et al. (2011) usaram A. flavus para produzir proteases por fermentação 

em estado sólido em pH inicial 7,0 e obtiveram maior produção de proteases no sétimo 

dia de fermentação. O estudo de Paranthaman et al., (2009) avaliou o pH inicial do 

meio de cultivo em fermentação em estado sólido usando resíduos de arroz para a 

produção de proteases por A. niger e obteve maior produção em condições de 

temperatura a 35 °C, pH 7,0 em 4 dias de fermentação.  

Conforme os dados obtidos pelo planejamento CCR, as temperaturas de 30 °C e 

35 °C, foram selecionadas para a avaliação do tempo de produção de proteases, com 

auxílio de uma cinética de produção destas enzimas. Apesar do pH não apresentar 

influência significativa na produção de proteases nesse estudo, foi mantida a 
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avaliação da produção de proteases sob pHs ácido e básico, a fim de verificar se há 

diferença entre o grupo de proteases produzidas nessas condições. Sendo assim, as 

condições selecionadas foram: 35 °C em pH 9,8, 30 °C em pH 9,0, 35 °C em pH 4,2 

e 30 °C em pH 5,0.  

 

5.2. CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE PROTEASES POR A. welwitschiae UELAS 15.262 

 

A partir dos resultados obtidos do planejamento composto central rotacional, foi 

possível selecionar as melhores condições de cultivo para produção de proteases. 

Essas condições foram novamente utilizadas para uma nova fermentação em resíduo 

de malte no tempo de quatro dias, onde observou-se a maior produção dessas 

enzimas.  

A avaliação dos extratos brutos coletados a cada 24 horas permitiu verificar que 

a linhagem A. welwischiae UELAs 15.262 produziu proteases a partir do primeiro dia 

de fermentação. A produção de proteases aumentou significativamente de maneira 

tempo dependente a partir do primeiro até o quarto dia de fermentação, conforme 

demonstrado na Figura 3 e Tabela 6. Apenas a condição de produção 35 °C pH 4,2, 

apresentou pequena diminuição da atividade de proteases no quarto dia de 

fermentação, entretanto essa diferença não foi significativa.  

Os estudos de Paranthaman et al. (2009) e de Costa et al. (2021), corroboram 

com os resultados obtidos neste trabalho, onde os autores também detectaram maior 

produção destas enzimas no quarto dia de fermentação. O estudo de De Castro et al. 

(2015) avaliou a produção de proteases por A. niger utilizando farelo de algodão e 

farelo de trigo, resíduos com porcentagem de proteínas similares ao resíduo de malte. 

Em ambos os resíduos, a maior produção de proteases foi obtida no quarto dia de 

fermentação. Em contraste, a maior produção de proteases foi obtida no terceiro dia 

de fermentação no estudo de Bensmail et al. (2015), a partir de fermentação em 

estado sólido por A. niger usando resíduo de leite coagulado. 

Ambas as temperaturas 30 °C e 35 °C foram eficazes quanto a produção de 

proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262 a partir do resíduo de malte, nos quatro 

dias de fermentação. Conforme a Tabela 6, a maior produção de proteases para a 

condição a 35 °C, pH 4,2, foi obtida no terceiro dia de fermentação, 76,27 ± 4,36 U/mL, 

não apresentando diferença significativa entre o resultado do terceiro e quarto dia. 

Entretanto, para todos os outros parâmetros abióticos selecionados, a 30 °C, pH 5,0, 
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a 35 °C, pH 9,8 e a 30 °C, pH 9,0, a maior produção de proteases ocorreu no quarto 

dia de fermentação, obtendo 93,27 ± 3,55 U/mL, 83,67 ± 0,27 U/mL, 

83,47 ± 2,83 U/mL, respectivamente. 

 

Figura 3 - Cinética de produção de proteases produzidas por A. welwitschiae UELAs 

15.262 em resíduo de malte durante 4 dias de fermentação em estado sólido.   

Letras diferentes em cada condição (35 °C, pH 9,8 / 30 °C, pH 9,0 / 35 °C, pH 4,2 / 30 °C, pH 5,0) 

indicam diferença significativa na atividade de proteases (ANOVA seguida de teste de Tukey, p < 0,05). 

Fonte: O próprio autor. 

 

Tabela 6 – Cinética da produção de proteases por A. welwitschiae UELAs 15.262 em 

resíduo de malte. 

Tempo de 

Fermentação 

(dias) 

Atividade de proteases (U/mL) 

35 °C, pH 4,2 35 °C, pH 9,8 30 °C, pH 5,0 30 °C, pH 9,0 

0 (controle) 9,23 ± 1,12 d 2,62 ± 0,49 e  7,90 ± 0,28 e 3,25 ± 0,92 e  

1 41,43 ± 3,52 c  44,15 ± 2,66 d  40,00 ± 3,50 d 43,77 ± 2,74 d  

2 54,07 ± 1,75 b 58,85 ± 2,92 c 59,40 ± 4,82 c 51,55 ± 1,48 c 

3 76,27 ± 4,36 a 76,09 ± 1,67 b 76,13 ± 1,66 b  69,33 ± 4,82 b 

4 73,34 ± 3,48 a  83,67 ± 0,27 a 93,27 ± 3,55 a  83,47 ± 2,83 a* 

*Cada valor representa a média das triplicatas ± desvio padrão. Letras diferentes em cada coluna 

indicam diferença significativa na atividade de proteases (ANOVA seguida de teste de Tukey, p < 0,05).  

Fonte: O próprio autor. 
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5.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASES DO EXTRATO BRUTO ENZIMÁTICO OBTIDO 

POR A. welwitschiae UELAS 15.262  

   

 Biocatalizadores enzimáticos como “tecnologia verde” tem se tornado uma 

solução adequada para substituir os catalizadores químicos na indústria 

(MORELLON-STERLIN, 2020; VERMA et al., 2016).  

 O uso de proteases como biocatalizadores enzimáticos é de grande 

importância biotecnológica, uma vez que tais enzimas podem ser aplicadas em 

diversas áreas da indústria, entre elas na indústria farmacêutica, de cosméticos, têxtil, 

alimentícia ou na produção de detergentes enzimáticos (NAVEED et al., 2020; SOUZA 

et al., 2015). Na indústria alimentícia as proteases têm sido aplicadas no 

processamento de alimentos, como na moagem de cerais, fabricação da cerveja, na 

produção de hidrolisados de proteína, na mudança das características viscoelásticas 

de massas, entre outras (TAVANO, 2013; WARD, 2011). Na indústria de laticínios, as 

proteases têm grande aplicação na produção de queijo, principalmente na etapa da 

coagulação, hidrolisando ligações peptídicas específicas gerando macro peptídeos 

(MANDUJANO-GONZÁLEZ et al., 2016; SOUZA, et al., 2015). Outro uso de proteases 

na indústria de laticínios é a sua associação com detergentes para a limpeza de 

superfícies que sofrem com o depósito de sujeira durante o tratamento térmico do leite 

(BOYCE; WALSH, 2012).  

A atividade das proteases pode ser avaliada de forma mais barata e rápida 

usando meio sólido contendo uma fonte proteica como substrato. Várias fontes 

proteicas são utilizadas para avaliar a atividade de proteases, desde gelatina ou leite 

em pó até fontes como plasma e células vermelhas de sangue de suínos (USMAN; 

MOHAMMED; MAMO, 2021; BELLAOUCHI et al., 2021; BAGGIO et al., 2019; 

WERLANG SCHUSTER et al., 2019). Neste sentido, para avaliar o desempenho do 

EBE liofilizado contendo as proteases na degradação de proteínas, foi realizado a 

avaliação de atividade de proteases em meio de cultura contendo leite em pó como 

substrato. 

Para isso, os EBEs obtidos do quarto dia de fermentação a 35 °C pHs 4,2 e 9,8 

foram liofilizados e então utilizados na avaliação da atividade das proteases em meio 

de cultura contendo leite em pó a 1 %. O EBE obtido em 35 °C, pH 4,2 foi nomeado 

como amostra 1 e o EBE obtido em 35 °C, pH 9,8 foi chamado de amostra 2. Nas 

figuras 4 e 5, foi possível observar a formação dos halos de degradação por proteases 
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avaliados a 25 °C e 37 °C, nos períodos de tempos de 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h.   

 

Figura 4 - Halo de degradação de proteases produzidas por A. welwitschiae UEL 

15.262. As proteases (6,5 U/mL) foram obtidas a pH 4,2 a 35 °C (Amostra 1).  

 
Fonte: O próprio autor. 

 

Figura 5 - Halo de degradação de proteases produzidas por A. welwitschiae UEL 

15.262. As proteases (6,5 U/mL) foram obtidas a pH 9,8 a 35 °C (amostra 2). 

 
Fonte: O próprio autor. 

 

As médias das áreas dos halos de degradação de proteases em meio leite em 

pó, estão apresentadas na Tabela 7. Os resultados mostram que a partir entre 1 hora 
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e 24 horas houve aumento da área do halo de degradação de proteases em ambas 

as temperaturas analisadas, indicando que as enzimas permaneceram ativas.  

 

Tabela 7 - Halos de degradação por proteases produzidas por A. welwitschiae UEL 

15.262 em meio de cultura contendo leite em pó como substrato. 

Temperatura Amostra 
Áreas de degradação por proteases (mm2) 

1 h 2 h 3 h 6 h 12 h 24 h 

37 °C 

1 
17,18e ± 

0,92 

30,99 de 

± 0,75 

45,70 d 

± 3,58 

82,11 c 

± 3,77 

129,78b 

± 5,82 

226,44a 

± 7,06 

2 
20,05 e 

± 1,20 

34,38 de 

± 2,03 

45,93 d 

± 2,53 

83,40 c 

± 4,78 

145,83b 

± 4,30 

247,73a 

± 11,23 

25 °C 

1 
10,24 f ± 

0,37 

21,50 e 

± 2,15 

31,81 d 

± 0,42 

57,86 c 

± 1,73 

99,41b 

± 3,75 

164,85a 

± 1,75 

2 
9,80 f 

± 0,22  

19,05 e 

± 0,82 

32,50 d 

± 1,15 

53,65 c 

± 1,88 

95,36 b 

± 3,26 

152,03a 

± 2,59 

Cada valor representa a média das triplicatas ± desvio padrão. Letras diferentes em cada linha indicam 

diferença significativa na atividade de proteases (ANOVA seguida de teste de Tukey, p < 0,05).  

Fonte: O próprio autor. 

 

O aumento da área do halo de degradação das proteases para ambas as 

amostras incubadas a 37 °C foi muito similar até o período de 24 horas.  Houve 

aumento de aproximadamente 15 mm2/hora na área do halo de degradação de 

proteases nas primeiras três horas de incubação. A partir de 3 horas a taxa de 

degradação do substrato, reduziu para 12 mm2/hora, atingindo 8 mm2/hora entre 6 e 

24 horas de incubação. Esse padrão pode ser observado na Figura 06 (A e B).  

Nas avaliações realizadas a 25 ºC, observou-se o mesmo padrão de gradativa 

queda da taxa de degradação pelas proteases a partir de 3 horas de incubação. No 

entanto, a área de degradação foi menor do que o observado a 37 °C. Entre 1 hora e 

3 horas de incubação com EBE a 25 °C houve aumento de 10 mm2/hora do halo de 

degradação de proteases. Entre 3 horas até 12 horas de incubação com as proteases, 

houve redução média do halo de 7 mm2/hora, atingindo 5 mm2/hora nas últimas 12 

horas de incubação com as proteases (Figura 06, C e D).  
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Figura 6 – Áreas de degradação por proteases (mm2) por tempo de incubação (horas). 

(a) Halos de degradação da amostra 1 em 37 °C. (b) Halos de degradação da amostra 

2 em 37 °C. (c) Halos de degradação da amostra 1 em 25 °C. (d) Resultados da 

amostra 2 em 25 °C. 

 
Fonte: O próprio autor. 

 

Comparando os resultados obtidos para cada amostra nas temperaturas 

avaliadas, observou-se que a 25 °C o halo de degradação por proteases foi reduzido 

cerca de 30 % em relação à avaliação dos halos de degradação a 37 °C. Estes dados 

indicam que entre as temperaturas avaliadas, o grupo de proteases produzidas por A. 

welwitschiae UELAs 15.262 apresentou maior atividade a 37 °C.  

No estudo de Li et al. (2014), ao avaliar a ação de proteases purificadas sob  

temperaturas de 35 °C a 65 °C, os autores verificaram maior atividade catalítica a  40 

°C. Chimbekujwo et al. (2020) detectaram maior atividade de proteases purificadas, 

produzidas por A. brasilienses, em temperaturas de 40 °C notando um aumento 

gradual de atividade catalítica a partir de 30 °C até atingir máxima catálise a 40 °C. 

Melikoglu et al. (2013) ao avaliarem a ação  de proteases purificadas obtidas a partir 

de A. awamori em temperaturas entre 30 °C até 100 °C, os autores observaram 
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aumento gradual da atividade de proteases entre temperaturas de 30 °C até 50 °C.  

Neste estudo, a avaliação da atividade de proteases do EBE utilizando leite em 

pó como substrato foi eficaz quanto a ação catalítica de proteases em tais condições. 

Apesar dos estudos avaliando a atividade de proteases trabalharem com as enzimas 

purificadas foi possível observar que mesmo não purificadas, as proteases produzidas 

pela linhagem A. welwitschiae UELAs 15.262 demonstraram melhor desempenho em 

temperatura mais elevada.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 A linhagem de A. welwitschiae UELAs 15.262 utilizada neste estudo, 

apresentou produção de proteases a partir de resíduo de malte. Dentre os parâmetros 

abióticos avaliados, apenas a temperatura apresentou influência na produção de 

proteases. 

 Dentre as temperaturas avaliadas quanto à maior produção de proteases por 

A. welwitschiae UELAs 15.262, 30 °C e 35 °C foram significativas e sob tais condições 

a maior quantidade de proteases obtida foi 95,95 ± 1,08 U/mL, a 35 °C em pH 9,8. A 

partir da cinética de produção de proteases foi possível identificar maior atividade de 

proteases foi obtida no quarto dia. 

 A ação catalítica das proteases contidas no EBE foi mais eficiente a 37 ºC, com 

a enzima mantendo-se ativa por 24 horas. Dessa forma, conclui-se que a seleção de 

parâmetros abióticos associados à linhagem UELAs 15.262 é de grande importância 

para maior produção de proteases usando resíduos de baixo custo, como o resíduo 

de malte.   
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