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APRESENTAÇÃO
A microbiologia tem sido um assunto recorrente nos últimos anos, desde os corredores 

universitários aos locais informais, as conversas vão desde as bactérias multirresistentes, 
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de 
pandemia viral que marcará na história o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui 
o estudo dos seres vivos microscópicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, 
estrutura, fisiologia, reprodução, genética, taxonomia, interação com outros organismos e 
com o ambiente além de aplicações biotecnológicas. 

Como ciência, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atrás, e tem passado 
por constantes avanços graças a descobertas e inovações tecnológicas. Sabemos que 
os microrganismos são encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de 
conhecimento que havia antes da invenção do microscópio hoje não é mais um problema 
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, 
vírus, fungos e protozoários.

A grande importância dessa temática se reflete no material de qualidade já publicado 
na Atena Editora e mais uma vez recebe os nossos holofotes com o tema “Projetos 
Inovadores e Produção Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas 
desenvolvidas em diversos institutos do território nacional contendo análises de processos 
biológicos embasados em células microbianas ou estudos científicos na fundamentação 
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saúde/doença.

Temas ligados à inovação e tecnologia microbiana são, deste modo, discutidos 
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos 
aqueles que de alguma forma se interessam pela saúde em seus aspectos microbiológicos. 
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados práticos obtidos 
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais 
pesquisadores de outras subáreas da microbiologia. 

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Proteases são enzimas que realizam 
clivagem hidrolítica das ligações peptídicas das 
proteínas. Foram as primeiras enzimas a serem 
exploradas biotecnologicamente, possuem 
importância desde o processo de fabricação 
de detergentes ao potencial uso em produtos 
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farmacêuticos. São produzidas em grandes quantidades a partir de microrganismos, com 
grande destaque para os fungos filamentosos, pois possuem a capacidade de secretar 
enzimas extracelularmente facilitando etapas de purificação. Sendo assim, o presente 
trabalho objetivou produzir proteases a partir do Aspergillus tamarii kita UCP 1279, isolado 
do bioma da Caatinga, utilizando a fermentação submersa e diferentes fontes de nitrogênio 
(farinha da casca de laranja, maracujá e de soja) e variando as suas concentrações (1,0%; 
3,0% e 5,0%). Para este trabalho o fungo foi reativado da solução de óleo mineral em 
meio BDA (Batata – Dextrose – Ágar) sendo mantido por 7 dias a 30ºC permitindo assim 
a esporulação. Para a fermentação o microrganismo foi inoculado em 120 rpm a 30ºC por 
48 horas. A máxima atividade proteásica (24,00 U/mL) foi obtida utilizando a farinha de soja 
na concentração de 3%. Portanto, de acordo com os resultados apresentados o Aspergillus 
tamarii Kita é um excelente produtor de proteases e o tipo de substrato pode influenciar 
diretamente na produção de proteases.  
PALAVRAS-CHAVE: Fungo Filamentoso, Fermentação Submersa, Hidrolase, Resíduos 
Agroindustriais. 

PROTEASE PRODUCTION BY ASPERGILLUS TAMARII KITA UCP 1279 
ISOLATED FROM CAATINGA USING AGRO-INDUSTRIAL WASTE

ABSTRACT: Proteases are enzymes that perform hydrolytic cleavage of protein peptide bonds. 
They were the first enzymes to be explored biotechnologically, they have importance since the 
detergent manufacturing process to the potential use in pharmaceutical products. They are 
produced in large quantities from microorganisms, with great emphasis on filamentous fungi, 
as they have the ability to secrete extracellular enzymes, facilitating purification steps. Thus, 
the present work aimed to produce proteases from Aspergillus tamarii Kita UCP 1279, isolated 
from the Caatinga biome, using submerged fermentation and different sources of nitrogen 
(orange peel flour, passion fruit and soy) and varying their concentrations (1.0%; 3.0% and 
5.0%).  For this work, the fungus was reactivated from the mineral oil solution in BDA (Potato 
- Dextrose - Agar) being kept for 7 days at 30ºC, thus allowing sporulation. For fermentation, 
the microorganism was inoculated at 120 rpm at 30ºC for 48 hours. The maximum protein 
activity (24 U/mL) was obtained using soy flour at a concentration of 3%. Therefore, according 
to the results presented, the Aspergillus tamarii Kita is an excellent producer of proteases and 
the type of substrate can directly influence the production of proteases.
KEYWORDS: Filamentous fungi, Submerged Fermentation, Hydrolase, Agro-industrial waste.

1 |  INTRODUÇÃO
Proteases são enzimas classificadas como hidrolases, pois são capazes de clivar 

as ligações peptídicas entre os aminoácidos das proteínas. Diversas são as classes de 
enzimas proteolíticas que desempenham importantes papéis em diferentes segmentos 
industriais, como na indústria de detergentes e alimentos e em processos fisiológicos 
essenciais, como na coagulação sanguínea, morte celular e diferenciação de tecidos, o que 
as torna um alvo valioso para a aplicação em quimioterápicos na indústria farmacêutica. As 
proteases estão entre os três maiores grupos de enzimas industriais, sendo responsáveis 
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por 60% da venda internacional de enzimas (GURUMALLESH et al., 2019).
As enzimas proteolíticas estão presentes nos seres vivos e representam cerca 

de 2% do total de proteínas presentes em todos os organismos, em vias metabólicas e 
de sinalização celular (VERMELHO, 2008). Como as proteases industriais, extraídas de 
plantas (papaína, bromelina, ficina) e de animais (peptidases digestivas) não atendem 
à demanda comercial, as proteases microbianas passam a ser uma alternativa para a 
produção de proteases e apresentam grande potencial para a aplicação industrial, já que 
podem ser facilmente produzidas em larga escala, via fermentação (GURUMALLESH et al., 
2019). A produção industrial de proteases por microrganismos é favorecida pela facilidade 
de manipulação genética, diversidade genética, pequeno tempo de geração e não estão 
sujeitas às limitações de produção ou de suprimento (RAO et al.,1998).

Os fungos filamentosos estão entre os microrganismos explorados para a produção 
de produtos biotecnológicos, sendo utilizados na produção de pequenas moléculas, como 
antibióticos e ácidos orgânicos, enzimas e materiais sustentáveis (WOSTEN, 2019). As 
enzimas de origem fúngicas são especialmente interessantes, pois, quando comparadas 
com as obtidas de bactérias, são mais fáceis de extrair, além do fato desses microrganismos 
apresentarem a capacidade de crescer em materiais orgânicos de baixo custo (SOUZA et 
al., 2015). Outra vantagem dos fungos filamentosos é que muitos secretam proteases para 
o meio externo com a finalidade de degradar proteínas. O custo final de produção para 
obtenção de produtos de natureza extracelular é menor, pois ao dispensar o rompimento 
celular, reduz os contaminantes do meio, o que demanda menos etapas para a purificação 
(PESSOA-JR et al., 2020).

Dentre os fungos filamentosos, os pertencentes ao gênero Aspergillus merecem 
destaque, uma vez que apresentam distribuição cosmopolita e, por terem um papel essencial 
nos ciclos biogeoquímicos, são capazes de secretar uma ampla diversidade de enzimas em 
grande quantidade (SANTOS et al., 2020; SHI et al., 2016; WOSTEN, 2019). Além disso, 
estão entre os fungos mais presentes no solo da Caatinga, sendo considerados tolerantes 
as mais diversas variações ambientais (MOURA, 2007). A importância desses fungos 
como produtores de enzimas proteolíticas vem sendo descrita por vários pesquisadores. 
Silva et al. (2016) investigaram trinta e quatro linhagens do gênero Aspergillus e todas 
apresentaram atividade proteásica. Chimbekujwo et al. (2020) obtiveram protease a partir 
de A. brasiliensis BCW2, Silva et al. (2018) a partir de A. tamarii URM4634 e Murthy et 
al. (2019) utilizando A. oryzae. Apesar de serem reconhecidos produtores de proteases, 
poucas espécies de Aspergillus são exploradas comercialmente, sendo A. oryzae e A. niger 
as principais espécies de interesse industrial (SANTOS et al., 2018).

A fermentação submersa (FS) é a principal forma de produção de enzimas 
por microrganismos devido ao fácil controle de parâmetros físico-químicos, como 
pH, temperatura e oxigênio dissolvido, além de ser uma técnica mais prática para 
escalonamento a nível industrial (SOCCOL et al., 2017). Um aspecto importante a ser 
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considerado na fermentação é o tipo de substrato a ser utilizado, aproximadamente um 
terço dos custos de produção estão concentrados no processo fermentativo, deixando 
ainda mais evidente a necessidade de estabelecer um substrato de baixo custo que forneça 
proporções adequadas de nitrogênio e carbono (BELMESSIKH, 2013). A utilização de 
resíduos oriundos da agroindústria tem se mostrado uma alternativa promissora, uma vez 
que conservam boa parte de seus nutrientes de origem, conseguindo suprir as demandas 
da indústria, e agregam valor ao produto por apresentar uma alternativa ecológica. O 
uso de resíduos agroindustriais na FS já foi descrito por alguns autores na produção de 
diversas enzimas, como lipases produzidas por Penicillium sp. e Aspergillus sp. a partir de 
efluentes de laticínios (ROVEDA et al., 2010), celulase e xilanase produzida por Aspergillus 
sp. utilizando resíduo de algodão girassol e macaúba como substrato (SANTOS, 2013) e 
proteases obtidas pela fermentação de Rhizopus mirosporus em meio contendo farelo de 
arroz (SARAO et al., 2010).

A produção de enzimas microbianas é um dos principais setores da biotecnologia 
industrial (ORLANDELLI, 2012) e, segundo relatório da FiorMarkets (2019), é estimado um 
crescimento de 8,83% para esse segmento e um aumento no mercado global de enzimas, 
passando a movimentar cerca de 13,79 bilhões de dólares até 2026 (FIORMARKETS, 
2019), mantendo proteases em primeiro lugar no mercado mundial de enzimas microbianas 
aplicadas industrialmente. Contudo, a produção destas enzimas ainda é insuficiente para 
atender essa demanda crescente (SUNDARARAJAN et al., 2011).

Neste sentido, visando as aplicações biotecnológicas dessas enzimas é necessário 
intensificar e explorar a produção de proteases de origem microbiana, bem como elucidar 
metodologias que reduzam os custos de produção. Sendo a utilização de resíduos 
agroindustriais provenientes de indústrias alimentícias uma alternativa sustentável e que 
pode reduzir os custos para a produção de proteases de origem microbianas.

2 |  OBJETIVOS
Produzir proteases a partir do Aspergillus tamarii Kita UCP 1279, isolado do bioma 

da Caatinga, utilizando a fermentação submersa e diferentes fontes de nitrogênio (resíduos 
agroindustriais), variando as suas concentrações.

3 |  METODOLOGIA

3.1 Microrganismo
A linhagem Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 (Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio genético e do conhecimento tradicional associado/ Cadastro N° AA30B0B) 
foi isolada do solo da Caatinga (Região Nordeste do Brasil) e depositado na coleção de 
culturas da Universidade Católica de Pernambuco (UCP). Para este trabalho o fungo foi 
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reativado da solução de óleo mineral em meio caldo glicosado, segundo a metodologia 
de Nascimento et al. (2015), sendo mantido em um agitador orbital por 72 horas em 120 
rpm a 30°C, permitindo assim o desenvolvimento do microrganismo. Em seguida, após a 
reativação o fungo filamentoso, foi inoculado em meio BDA (Batata-Dextrose-Ágar) sendo 
mantido por 7 dias em um BOD a 30°C, permitindo assim a sua esporulação.

3.2 Produção de proteases por fermentação submersa
Para a fermentação submersa foi utilizado a metodologia de Porto et al. (1996), em 

que o meio MS-2 foi modificado pela inserção de farinha de soja, da casca de maracujá e 
laranja. Com objetivo de identificar as melhores condições para a produção de proteases 
foi realizado um planejamento fatorial de 22 variando as concentrações das farinhas (1,0%; 
3,0% e 5,0%) e os tipos de fontes de nitrogênio (farinha da casca de laranja, maracujá e 
de soja), conforme apresentado na Tabela 1. O microrganismo foi inoculado em agitador 
orbital em 120 rpm a 30ºC por 48 horas. 

Variáveis
Níveis

Menor (-1) Central (0) Maior (+1) 

Tipos de farinha Laranja Soja Maracujá

Concentração de farinha 
(%) 1 3 5

Tabela 1.  Matriz do planejamento fatorial 22 para produção de protease pelo fungo Aspergillus 
tamarii Kita UCP1279.

3.3 Extração enzimática
Para obtenção do extrato bruto, oriundo da fermentação submersa, foi realizada 

uma filtração a vácuo utilizando papel filtro (Watman nº1), com o objetivo de separar a 
biomassa fúngica do sobrenadante, o sobrenadante foi utilizado para determinar atividade 
proteolítica. 

3.4 Determinação da atividade proteolítica
A atividade proteásica foi determinada de acordo com o método de Ginther et al. 

(1979). A mistura de reação conteve 0,25 mL do substrato (azocaseína 1% p/v em tampão 
Tris-HCl 0,1M, pH 8,0) e 0,15 mL da amostra. Esta mistura foi incubada por 1 hora em 
estufa a 37°C e a reação interrompida pela adição de 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) 
10% p/v. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 5 min a 10000 rpm. Dos 
sobrenadantes, foram pipetados 0,8 mL e transferidos para eppendorfs com 0,2 mL de 
hidróxido de sódio 1M. A leitura foi realizada em um espectrofotômetro, com comprimento 
de onda de 420 nm. 
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4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
O uso de fermentação submersa para cultivo de Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 

solidificou esta metodologia como pertinente para a utilização de resíduos agroindustriais 
para obtenção de enzimas, corroborando com trabalhos presentes na literatura (SARAO 
et al., 2010; SANTOS, 2013). Exemplos da capacidade nutritiva de diferentes resíduos em 
meio líquido pode ser observada na figura 1.

Figura 1. Diferentes fontes de nitrogênio utilizadas em fermentação submersa (FS) de 
Aspergillus tamarii Kita UCP1279. [A] FS com meio de resíduo de farinha de casca de laranja; 

[B] FS com meio de resíduo de farinha de soja; [C] FS com meio de resíduo de farinha de 
casca de maracujá.

Os resultados da atividade proteásica obtida pela fermentação submersa do 
Aspergillus tamarii Kita UCP1279 utilizando diferentes resíduos agroindustriais e variando 
as suas concentrações estão expressos na tabela 2. A maior atividade proteásica foi 
encontrada na condição com 3% de farinha de soja obtendo 24 U/mL, sendo observada 
uma queda de até 72,25% quando utilizado farinha de casca de laranja na concentração 
de 1% e 53,33% quando utilizado farinha de casca de maracujá também com 1% de 
concentração. No geral, as fermentações que utilizaram 1% de concentração da fonte de 
nitrogênio obtiveram as menores atividades. Neste sentido, é possível compreender na 
figura 2, que das variáveis estudadas a única que influenciou diretamente na produção foi 
o tipo de substrato.

Ensaios Tipo de substrato Concentração
(%) Atividade (U/mL)

1 Maracujá 1 12,80

2 Laranja 1 6,66

3 Maracujá 5 16,66

4 Laranja 5 8,53

5 (C) Soja 3 24
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6 (C) Soja 3 21

7 (C) Soja 3 22

Tabela 2. Resultados das atividades proteásicas em 48 horas de fermentação submersa por 
Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 com diferentes substratos utilizando planejamento fatorial 22

Em um estudo para produção de proteases pela fermentação submersa do 
Aspergillus oryzae NRRL 2220 utilizando como resíduo o bagaço de tomate, em condições 
de otimização com análises experimentais, estatísticas e cinéticas e em 96 horas de 
fermentação a máxima atividade proteolítica foi de 2343,5 U/g (BELMESSIKH et al., 2013). 
No entanto, no presente estudo ainda não foi realizada nenhuma otimização na produção 
de proteases, sendo o maior resultado de produção obtido com o resíduo de farinha de soja 
na concentração 3% de 24 U/mL considerado bom, visto que o tempo de fermentação foi 
em apenas 48 horas. 

Figura 2: Gráfico de pareto demonstrando a influência das variáveis tipo de substrato e 
concentração na produção de protease por Aspergillus tamarii Kita UCP 1279.

Observa-se que a produção de proteases depende não somente da disponibilidade 
de carbono e das fontes de nitrogênio presentes no meio, mas também sofre influência 
do tipo de substrato. De acordo com Kucera et al. (1981), embora as fontes de nitrogênio 
extremamente complexas sejam as mais utilizadas para a produção de proteases, a 
exigência de um substrato específico difere de organismo para organismo e que geralmente 
os fungos produzem mais enzimas proteolíticas na presença de substratos com fontes 
nitrogenadas proteicas do que com fontes de nitrogênio inorgânicas. Contudo, a utilização 
de fontes alternativas ricas em conteúdo protéico é um caminho viável e ecologicamente 
correto, podendo ser vantajoso e aplicável na biotecnologia e possivelmente na indústria. 
Há relatos na literatura da utilização de fontes de nitrogênio orgânico associado a um 
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substrato de peptona e extrato de levedura que promoveu um efeito máximo na produção 
de enzimas proteolíticas (PATEL et al., 2005).

5 |  CONCLUSÕES
De acordo com os resultados apresentados o fungo Aspergillus tamarii Kita UCP 

1279 é produtor de proteases e o tipo de substrato pode influenciar diretamente na 
produção de biomoléculas, especialmente as proteases. Afirmando a importância de utilizar 
ferramentas estatísticas para selecionar condições que favoreçam a produção de proteases 
ou biomoléculas de interesse biotecnológico.
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