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Resumo 

Proteases são enzimas de origem vegetal, animal e microbianos, de alto valor econômico e biotecnológico, e entre          

estes, tem destaque as produzidas por espécies de fungos. O presente estudo teve como objetivo analisar a produção 

de proteases por Aspergillus clavato flavus DPUA 929. A cultura matriz foi preparada em Ágar Sabouraud, com 

extrato de levedura 0,5% (p/v). O bioprocesso foi conduzido durante 7 dias, 150 rpm a 25 °C. Para determinação da 

atividade proteolítica, como substrato foi utilizado solução de Azocaseína 1% (p/v). Nas análises de caracterização 

parcial foi avaliado o efeito do pH e temperatura na atividade das enzimas, conforme protocolo experimental. Os 

resultados revelaram que Aspergillus clavato flavus DPUA 929 produz proteases equivalente a 21,12 U/mL. E nos 

testes de caracterização foi determinada a máxima atividade proteolítica em pH 6,0 e a 50 ºC. Estes dados 
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demonstram que Aspergillus clavato flavus, nas condições de análises, produz diferentes proteases com características 

de importância industrial. 
Palavras-chave: Hidrolase; Aspergillus; Fermentação submersa; Bioprocesso; Atividade proteolítica. 

 

Abstract 

Proteases are plant, animal and microbial enzymes of high economic and biotechnological value. Among these, we 

can highlight proteases produced by fungal species. The present study aimed to analyze the production of proteases by 

Aspergillus clavato flavus DPUA 929. The matrix culture was prepared in Sabouraud Agar, with yeast extract 0.5% 

(w/v). The bioprocess was carried out for 7 days at 150 rpm at 25 °C. To determine the proteolytic activity, 1% 

Azocasein (w/v) was used as substrate. In analyses of partial characterization, the effect of pH and temperature were 

evaluated, according to the experimental protocol. The results revealed that Aspergillus clavato flavus 929 produce 

proteases equivalent to 21.12 U/ml, and in the enzyme characterization tests, the maximum proteolytic activity was 

determined at pH 6.0 and at 50 ºC. These data demonstrate that Aspergillus clavato flavus produce different proteases 

of industrial importance in conditions analyzed here. 

Keywords: Hydrolase; Aspergillus; Submerged fermentation; Bioprocess; Proteolytic activity. 

 

Resumen 

Las proteasas son enzimas de origen vegetal, animal y microbiano, con elevado valor económico y biotecnológico, 

destos microorganismos, se destacan aquellos producidos por especies de hongos. El objetivo de este trabajo fue 

analizar la producción de proteasas por Aspergillus clavato flavus DPUA 929. La matriz del cultivo se ha preparado 

en agar Sabouraud, a base de extracto de levaduras en 0,5% (p/v). El bioproceso fue realizado durante 7 días a 150 

rpm a 25 °C. Para la determinación sobre la actividad proteolítica, y se utilizó de sustrato la Azocaseína a 1% (p/v). Al 

realizar los análisis de caracterización parcial, se evaluó el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad 

enzimática, atendiendo el protocolo experimental. Estos resultados revelaron que Aspergillus clavato flavus DPUA 

929 produce proteasas equivalentes a 21,12 U/mL. En los experimentos de caracterización, la actividad proteolítica 

máxima se determinó en pH 6,0 y en 50 ºC. Estos datos demuestran que el Aspergillus clavato flavus, en las 

condiciones analizadas, producía diferentes proteasas con propiedades de importancia industrial. 

Palabras clave: Hidrolasa; Aspergillus; Fermentación en estado líquido; Bioproceso; Actividad proteolítica. 

 

1. Introdução  

As enzimas estão presentes em etapas essenciais do metabolismo e das reações químicas de diversos organismos, 

funcionando como moléculas biocatalisadoras orgânicas (Beli et al., 2019). Essas moléculas de origem proteica vêm 

despertando o interesse de diversas áreas da ciência, principalmente no campo biotecnológico, por serem normalmente de fácil 

manipulação de suas características, exigindo pouco tempo e permitindo produções em larga escala (Coelho et al., 2018). 

Enzimas são aplicadas em diversas áreas, como no processamento de alimentos, papel e biocombustíveis, assim como em 

atividades industriais e no campo da medicina e farmácia (Suryawanshi & Pandya, 2017; Pimenta et al., 2021; Bazzo et al., 

2022). 

Dentre os microrganismos mais utilizados na produção de enzimas em larga escala estão os fungos, ocupando cerca 

de 50% dessa produção quando comparados a outros organismos. As enzimas sintetizadas por fungos também se dividem em 

várias classes, como proteases, celulases, lipases e amilases (Alves et al., 2020). Apesar dessa grande variedade, cerca de 65% 

das vendas mundiais estão relacionadas às proteases, um grupo complexo de enzimas (Barbosa et al., 2020; Batista et al., 

2021).  

Fungos filamentosos vêm sendo utilizados na síntese de proteases devido à ampla diversidade bioquímica que 

possuem, possibilitando menores custos e tempo de produção, acompanhados de uma alta produtividade e alta capacidade de 

modificação externa, seguindo os resultados desejados (Souza et al., 2015). Muitas dessas aplicações estão relacionadas à 

indústria de alimentos, como em processos de coagulação do leite, clarificação de bebidas alcoólicas e não-alcoólicas, no 

processamento de molho de soja e na panificação (Kumari et al., 2012; da Rocha Lima et al., 2018; Guo et al., 2018). Além 

disso, proteases também são utilizadas na indústria de detergentes ecologicamente sustentáveis (Al-Ghanayem & Joseph, 

2020) 
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Muitos fungos filamentosos produzem proteases, especialmente Aspergillus e Penicilium, ambos conhecidos pela alta 

capacidade de síntese enzimática (Benmrad et al., 2018; Chimbekujwo & Adeyemo, 2020; Shu et al., 2020). Recentemente 

foram estudadas proteases de diversas espécies pertencentes ao gênero Aspergillus, como: proteases alcalinas de A. ochraeus, 

utilizadas em detergentes (El-Khonezy et al., 2021); otimização de proteaseas de A. niger, conhecido pela alta capacidade de 

síntese de proteínas (Ooi et al., 2021) e proteases de A. oryzae, com potencial aplicabilidade na indústria de queijos (Prado et 

al., 2021).  

Apesar disso, não existem muitos estudos direcionados especificamente para a capacidade de produção de proteases 

de A. clavato flavus, encontrando-se na maioria das vezes descrições em conjunto com pesquisas para outras espécies (Prado et 

al., 2021). Encontram-se estudos relacionados a outros produtos secretados pela espécie, como alguns peptídeos antimicrobiais 

e nanopartículas (Zamani et al., 2021; Rai et al., 2022). Dessa forma, este estudo tem como objetivos analisar a capacidade de 

produção de proteases por Aspergillus clavato flavus DPUA 929. 

 

2. Metodologia  

2.1 Fungo Filamentoso 

Nesta pesquisa foi utilizado Aspergillus clavato flavus DPUA 929, espécie cedida pela Coleção de Culturas DPUA, da 

Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Para obtenção de cultura viável, a espécie foi inoculada em ágar Sabouraud 

suplementado com extrato de levedura (CYA). Após oito dias, essas culturas foram usadas como inóculo para avaliação da 

produção de proteases e para caracterização parcial bioquímica das enzimas proteolíticas. 

 

2.2 Fermentação 

O cultivo inicial do microrganismo foi realizado em Erlenmeyer de 125mL contendo 50 mL de meio de fermentação 

GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), em seguida manteve-se por cerca de 7 dias, em 150 rpm à 30°C. Decorrido esse 

tempo de incubação, a biomassa foi separada do extrato bruto por filtração sob vácuo. O pH do extrato bruto foi medido, sendo 

equivalente a 7. O extrato foi posteriormente utilizado para a determinação da atividade quantitativa e qualitativa das enzimas 

proteolíticas, assim como na determinação do pH e temperatura ótima para atividade das proteases.  

 

2.3 Determinação da atividade qualitativa 

Para determinação da atividade de proteases foram utilizados o extrato bruto e discos miceliais. No procedimento para 

determinação da atividade de proteases utilizando discos miceliais de 8 mm de diâmetro, foram retirados da cultura teste três 

discos miceliais, e inoculados na superfície do ágar leite. Para o procedimento de determinação da atividade das proteases 

utilizando extrato bruto, retirou-se 100µl do extrato enzimático e foram feitos “cup plates” de 8 mm de diâmetro do ágar para 

inoculação. Os cultivos foram mantidos a 37ºC por 24 horas. A produção das enzimas foi observada pela formação dos halos 

enzimáticos, os quais foram medidos em seu diâmetro e os resultados expressos em mm. Para a determinação do Índice de 

Atividade Enzimática (IAE), utilizou-se a equação (1) abaixo, conforme descrita em Teixeira et al. (2011): 

 

I = diâmetro do halo (mm) / diâmetro do poço (mm)  equação (1) 

 

O microrganismo é considerado como um bom produtor de enzimas em meio sólido quando o valor do IAE é maior 

ou igual a 2,0 (Teixeira et al., 2011). 
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2.4 Determinação da atividade proteolítica quantitativa 

O método utilizado para determinação da atividade da protease foi o descrito por Leighton et al. (1973) utilizando 

como substrato o composto azocaseína 1% p/v em solução tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,6. Uma unidade de atividade de 

protease foi definida como a quantidade de enzima necessária para produzir variação de absorbância igual a 0,01 em 60 

minutos. 

 

2.5 Determinação do Efeito do pH e do efeito da temperatura na atividade proteolítica 

Para determinação do pH ótimo, a atividade proteolítica foi determinada a 25 °C em diferentes valores de pH, 

utilizando-se o substrato de azocaseína 1% (p/v) diluída em solução tampão composta por acetato de sódio (pH 5,0 e 6,0), Tris-

HCl (pH 7,0 e 8,0), Glicina-NaOH (pH 9,0 e 10) (Martim, et al., 2017). 

Para determinação da temperatura ótima de atividade das proteases, utilizou-se temperaturas de 30- 80 °C (Martim, et 

al., 2017). 

 . 

2.6 Análises Estatísticas 

 Em todos os experimentos, os dados foram submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas pelo teste 

de Tukey (P < 0,05), por meio do programa Minitab, versão 16.0 (Minitab, 2010). Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata. 

 

3. Resultados e Discussão  

Na avaliação qualitativa, utilizando técnicas de blocos de gelose e perfuração por poços, os halos de degradação 

decorrentes da atividade proteolítica foram 20,83mm e 18,50mm, respectivamente. Com base nesses dados, observou-se 

atividade proteolítica significativa nos resultados obtidos pela técnica dos blocos de gelose, sendo 11,20% mais eficaz 

comparada a outra técnica utilizada. Para Aspergillus clavato flavus, o IAE (Índice de Atividade Enzimática) resultou em 2,5, 

indicando que essa espécie é uma boa produtora de enzimas (Teixeira et al., 2011). O índice observado foi semelhante ao de 

Aspergillus niger, um potencial produtor de enzimas utilizado em processos biotecnológicos e na indústria de alimentos (da 

Paz Junior et al., 2020). Os resultados aqui obtidos diferiram em relação aos resultados de Prado et al. (2021) para a mesma 

espécie, onde não foi observada atividade proteolítica. A formação de halos translúcidos assemelhou-se com o encontrado em 

outros estudos com Aspergillus (Suryawanshi & Pandya, 2017; da Paz Junior et al., 2020). 

Na avaliação quantitativa, foi detectado 21,12 U/ml de síntese de proteases. Em outro estudo utilizando diversas 

espécies de Aspergillus, um valor inferior foi observado para Aspergillus clavato flavus, diferenciando-se dos resultados 

obtidos para esse estudo. Apesar disso, o valor detectado (21,12 U/ml) aproximou-se do valor da atividade proteolítica 

observada em Aspergillus oryzae, espécie conhecida por grande eficiência na produção de proteases e utilização na indústria 

alimentícia (Ram et al., 2018; Prado et al., 2021). Aspergillus clavato flavus DPUA 929 também apresentou uma atividade 

proteolítica quantitativa alta quando comparada com os resultados obtidos recentemente para outras espécies do mesmo 

gênero, A. Niger e A. Terreus (Mustafa & El Nady, 2022). Fungos filamentosos do gênero Aspergillus já são conhecidos por 

sua capacidade de produção de proteases e sucesso com aplicações em vários setores industriais (Souza et al., 2015). Já foi 

sugerido que a espécie A. flavus sintetizar protease alcalina, com utilização ecológica adequada na extração de pêlos de couro 

bovino na indústria de couro. Além do mais, a protease alcalina tem uma função potencial na fabricação de itens alimentícios 

hidrolisados, como farelo de soja, extrato de levedura e caseína por exemplo, sendo, portanto, altamente importante na 

indústria alimentícia (Chellapandi, P., 2010). 
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A atividade proteolítica foi observada em todas as condições avaliadas, apresentando atividade catalítica ótima em pH 

6,0 com redução da atividade em pH superiores (Figura 1). A partir dos dados obtidos, pode-se afirmar que a atividade 

proteolítica obtida em pH ótimo para Aspergillus clavato flavus superou em cerca de 46%, observado no pH 5,0. Com 

atividade significativa em pH 6, foi observado a presença de protease levemente ácida com importância na indústria 

alimentícia e cervejeira (Razzaq et al., 2019). Resultados semelhantes foram observados em A. oryzae (de Araújo et al., 2020).  

 

Figura 1 - Efeito do pH na atividade de proteases de A. clavato flavus. 
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Fonte: Autores. 

 

A atividade proteolítica também foi observada em toda a faixa de temperatura testada (30°C - 70°C), com valor 

significativo a 50°C, tendo ocorrido redução da atividade em temperaturas superiores (Figura 2), atingindo cerca de 78,75% 

mais de eficácia quando comparada com a temperatura de menor atividade proteolítica, 70° C. Resultado similar foi descrito 

com A. oryzae por Prado et al (2021), com atividade ótima em 50 °C e Vishwanatha (2010) em 55 °C, como também em A. 

awamori e A. clavatus por Souza et al (2015). 
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Figura 2 - Efeito da temperatura na atividade de proteases de A.clavato flavus. 
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Fonte: Autores. 

 

4. Conclusão  

Os resultados obtidos mostraram a eficiência de Aspergillus clavato flavus como fonte de proteases. Estas enzimas 

expressaram atividade ótima em pH 6,0 e temperatura a 50 °C. Esses dados indicam a aplicação dessas proteases na indústria 

de alimentos, sugerindo o seu grande potencial na produção de trabalhos futuros que englobem enzimas na indústria de 

panificação. 
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