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RESUMO 

 

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro, com fauna e flora peculiares, 

proporcionando assim um ambiente propício para microrganismos adaptáveis à nutrição e 

clima adversos. O processo de obtenção de enzimas através dos fungos por meio de 

fermentação em estado sólido é bastante viável por manter o microrganismo em condições 

que simulam o ambiente natural. Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo realizar 

a bioprospecção de enzimas produzidas por Aspergillus tamarii URM4634 isolado do solo da 

caatinga. O microrganismo foi mantido com o meio de cultura Czapek por 7 dias à 30°C até 

ocorrer esporulação. Os esporos foram coletados, padronizados na concentração de 10
7
 

esporos/mL e inoculados no substrato de farelo de trigo (FT). A fermentação em estado sólido 

foi realizada contendo 5g de substrato FT, previamente autoclavado à 121°C por 20 minutos, 

com um teor de 40% de umidade, por  72 horas,  a 30°C em câmara climática.  Após a 

fermentação foi extraído o extrato bruto (EB), adicionando Após a fermentação o extrato 

proteolítico foi obtido por adição de 7,5 mL de fosfato de sódio 0,1M, pH 7,0 por grama de 

material fermentado e homogeneizado na mesa agitadora por 2 horas, submetido maceração 

durante 1 minuto, agitação orbital 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C e em seguida 

filtrado/centrifugado . O EB foi analisado para diferentes atividades enzimáticas: protease, 

colagenase, endoglucanase, pectinase e frutosiltransferase. Nas determinações das atividades 

enzimáticas realizadas, verificou-se altos valores para protease com 116,6 U/mL, podemos 

destacar a produção de colagenase com 210,6 U/mL. Ainda pode ser verificado atividade de  

0,41 U/mL de endoglucanase; 0,49 U/mL pectinases e 10,7 U/mL de frutosiltransferase. O perfil 

obtido apresentou nove bandas proteicas com pesos moleculares de 14,4 à 97,0 kDa.  A 

natureza do composto proteolítico (enzima) foi confirmada por zimograma para as atividades 

de frutosiltransferase e protease, onde a banda hidrolisada branca correspondeu à posição da 

frutosiltransferase, sendo visualizado duas bandas com peso moleculares distintos, indicando 

assim a presença de duas diferentes enzimas com a mesma atividade. Para a atividade 

proteolítica foi observado a presença de apenas uma banda. Os resultados demostraram que A. 

tamarii URM4634, foi capaz de produzir todas as enzimas testadas, com substrato de baixo 

custo utilizando subprodutos agroindustriais. Tendo um maior potencial de utilização 

industrial para as proteases, no qual foi obtido altos valores de atividade, em destaque  para a 

produção de colagenases.     

 

Palavras-chave: Biotecnologia; Produção; Aspergillus; Colagenase, Zimograma.  

  



 

ABSTRACT 

 

The Caatinga is an exclusively Brazilian biome, with peculiar fauna and flora, thus providing 

a favorable environment for microorganisms adaptable to adverse nutrition and climate. The 

process of obtaining enzymes through fungi by means of solid state fermentation is quite 

feasible by keeping the microorganism in conditions that simulate the natural environment. 

Therefore, the present work had the objective of bioprospecting the enzymes produced by 

Aspergillus tamarii URM4634 isolated from the Caatinga soil. The microorganism was 

maintained with Czapek culture medium for 7 days at 30°C until sporulation occurred. The 

spores were collected, standardized at the concentration of 10
7
 spores / mL and inoculated on 

the wheat bran (FT) substrate. The solid state fermentation was carried out containing 5 g of 

FT substrate, previously autoclaved at 121°C for 20 minutes, with a moisture content of 40% 

for 72 hours at 30°C in a climatic chamber. After the fermentation, the proteolytic extract was 

obtained by addition of 7.5 mL of 0.1M sodium phosphate, pH 7.0 per gram of fermented 

material and homogenized in the shaker table for 2 hours, subjected to maceration for 1 

minute, orbital shaking 5000 rpm for 15 minutes at 4°C and then filtered/centrifuged. EB was 

analyzed for different enzymatic activities: protease, collagenase, endoglucanase, pectinase 

and fructosyltransferase. In the determinations of the enzymatic activities performed, high 

values for protease with 116.6 U/mL, we can highlight the production of collagenase with 

210.6 U/mL. Activity of 0.41 U/mL of endoglucanase can still be verified; 0.49 U/mL 

pectinases and 10.7 (U / mL) fructosyltransferase. The obtained profile presented nine protein 

bands with molecular weights of 14.4 to 97.0 kDa. The nature of the proteolytic compound 

(enzyme) was confirmed by a zymogram for the fructosyltransferase and protease activities, 

where the white hydrolyzed band corresponded to the position of the fructosyltransferase. 

Two bands with different molecular weight were visualized, thus indicating the presence of 

two different enzymes with same activity. For the proteolytic activity the presence of only one 

band was observed. The results showed that A. tamarii URM4634 was able to produce all the 

enzymes tested, with low cost substrate using agroindustrial byproducts. Having a greater 

potential of industrial use for the proteases, in which high values of activity were obtained, 

highlighting the production of collagenases. 

 

Keywords: Biotechnology; Production; Aspergillus; Collagenase, Zymogram 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O bioma Caatinga abrange áreas exclusivamente brasileiras, contemplando os estados 

de Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do Norte, Piauí, 

Sergipe e o norte de Minas Gerais, ambos fazem parte da região semiárida do nordeste 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2016). Possui fauna e flora com características 

singulares, proveniente de aptidões que permitem a sobrevivência de organismos nesse habitat 

com temperaturas elevadas, insuficiência de água e solo arenoso.  

Essas condições permitem que os microrganismos isolados do solo do bioma Caatinga, 

que possui com nicho ecológico pouco estudado, tenham características atípicas valiosas para 

pesquisas de bioprospecção com o foco em pesquisas das características bioquímica e 

biológicas dos microrganismos a fim de obter um bioproduto com o uso e desenvolvimentos 

diversos bioprocessos. O gênero Aspergillus, por exemplo, é encontrado amplamente 

distribuído no solo e pode frequentemente crescer em meios de baixo custo (resíduos 

agroindustriais sólidos) secretando assim grandes quantidades de enzimas extracelularmente 

(MARTÍNEZ et al., 2011).  

O emprego de enzimas tem crescido consideravelmente na América Latina, 

movimentando cerca de 5 bilhões de dólares em distintos tipos de mercados, destinando 75% 

da produção mundial de enzimas a indústria de produtos alimentícios. Segundo as pesquisas 

da BCC Research realizadas em 2017, o comércio mundial de enzimas de interesse industrial 

contemplou cerca de US$ 4,6 bilhões no ano 2014, e cresceu para US$ 4,9 bilhões em 2015. 

A previsão estatística para 2021 é de US$ 6,3 bilhões crescente no ramo de alimentos 

(DEWAN, 2017). O Brasil, corresponde a 60% do consumo de enzimas, em termos mundiais 

representa 3,7%, um valor baixo, sendo considerado em atraso quanto aos avanços 

tecnológico relacionados a produção de enzimas, a representação percentual baixa se dá 

devido o crescente numero de importação de enzimas, sendo de 86%, em discrepância com a 

exportação com apenas 14% onde a concentração do comércio de enzimas.  

O pleito por enzimas de origem microbiana de interesse industrial em associação com 

o desenvolvimento de processos biotecnológicos eficientes tem obtido eficazes e diferentes 

tipos de enzimas com importância econômica industrial, vem sendo foi o crucial para um 

aumento das pesquisas científicas, devido seu alto valor agregado, ampla aplicação e com 

elevados rendimentos (NIGAN, 2013). 

As enzimas obtidas através de microrganismos por processos de fermentação, que 

podem ser de dois tipos: a Fermentação Submersa (FS) e a Fermentação em Estado Sólido 



 

(FES). Na FS, o microrganismo cresce em um meio de cultura líquido que contém nutrientes 

solúveis em no meio o conteúdo de água superior a 95%. Na FES, o crescimento ocorre em 

meio úmido com a diferença de não haver a presença de água livre, com teores de umidade 

menores que 70% com o sistema de cultivo heterogêneos quanto a quantidade de 

microrganismos e concentração de substrato (ZUNIGA, 2010).  

Embora a FS seja mais comum nos processos industriais a FES tem sido explorada 

principalmente devido às vantagens como espaços requeridos e apresenta condições similares 

ao habitat natural do microrganismo proporcionando o crescimento do mesmo em substratos 

sólidos caracterizado pela na ausência de água livre (RAHARDJO et al., 2006).  

A produção de enzimas por meio da fermentação em estado sólido é definida pelos 

padrões fisiológicos do microrganismo e as condições de cultivo. A utilização da fermentação 

em estado sólido é uma alternativa tecnológica condicionada a produção de enzimas aliado a 

com a redução de gastos onerosos com a produção do produto almejado (MOREIRA & 

SIQUEIRA, 2010). 



 

2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Realizar a bioprospecção de enzimas produzidas por Aspergillus tamarii URM4634,  

através da fermentação em estado sólido, utilizando substrato de baixo custo. 

2.2 Específicos 

 Realizar fermentações em estado sólido a fim de obter o extrato bruto; 

 Realizar bioprospecção de enzimas produzidas por Aspergillus tamarii URM4634 por 

fermentação em estado sólido; 

 Obter o perfil eletroforético do secretoma do Aspergillus tamarii URM4634; 

 Obter o Zimograma das enzimas identificadas com potencial aplicação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo I - Fundamentação teórica 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3.   FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1.  Características ambientais da Caatinga 

A Caatinga (do tupi: caa = mata; tinga = branca) ocupa aproximadamente 834.478 

km
2
, contemplando oito estados nordestino (Alagoas, Bahia, Ceará, Piauí, Paraíba, 

Pernambuco, Rio grande do Norte, Sergipe e uma parte da região Sudeste com o norte de 

Minas Gerais) (FILIZOLA e SAMPAIO, 2015), representado na Figura 1., ocupando  um 

bioma unicamente brasileiro obtendo assim a maior parte da riqueza biológica exclusiva da 

região Nordeste (MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2016). 

Dados do Ministério do Meio Ambiente (2016) mostram que o bioma apresenta altas 

taxas de desmatamento e apresenta um acentuado processo de desertificação devido a ações 

antrópicas e o desmatamento já chega a 46% da área do bioma, consequentimente 

aumentando a lista de espécies ameaçadas de extinção e mudanças nas interações ecológicas. 

Algumas medidas mitigadoras estão sendo tomadas como por exemplo a desenvolvimento e 

disseminação de tecnologias, uso de bioprospecção e educação ambiental (TABARELLI; 

SILVA, 2002). 

Figura 1. Mapa do Brasil destacando localização geográfica do Bioma Caatinga. 

 
Fonte: Beatriz Alvez Ribeiro 

 

3.2.  Microrganismos da Caatinga 

Estima-se que existam 250.000 espécies de plantas, mais de 300 milhões de espécies de 

insetos, 1,5 milhão microrganismo como, por exemplo, os fungos. Estas espécies coexistem 



 

no bioma caatinga interagindo entre si e com o ambiente. Existem inúmeros compostos 

naturais inexplorados presentes em plantas e microrganismos, sendo que a maioria deles ainda 

não foi catalogada. Já foram identificadas várias linhagens de microrganismos presentes no 

solo da Caatinga com potencial para uso agrícola com o objetivo de promover o crescimento 

de culturas. Há poucos estudos sobre a biodiversidade dos microrganismos da Caatinga e uso 

racional de seus recursos. Por ser um bioma pouco estudado, sabe-se pouco sobre esses 

microrganismos adaptados às condições extremas por serem submetidos a variações de 

fatores de origem química e física (STONE, MCGILL, 2014). 

A Caatinga apresenta uma diversidade grande de espécies, principalmente quando 

comparada a outros locais de clima semiárido. Os micro-organismos ocupam em torno de 0,5 

% do espaço poroso do solo, porém essa porcentagem aumenta significativamente no solo 

rizosférico devido à disponibilidade de substrato, uma vez que a microbiota heterotrófica 

utiliza para sua manutenção, resíduos de plantas, animais e outros micro-organismos 

(KASCHUK et al., 2010). 

 

3.3. Aspergillus tamarii 

Estudos referentes à enzimas de interesse industrial tem avançado constantemente, 

acerca de microrganismo não patogênico, visto que eles são capazes de produzir diversos 

tipos de enzimas, como por exemplo, os fungos que são organismos unicelulares ou 

pluricelulares, eucariontes, heterotróficos, microscópico ou macroscópico. Pode se reproduzir 

de forma sexuada com gametas femininos e masculinos, ou por meio de esporos, flagelos ou 

não, sendo esses de forma assexuada. O grupo dos fungos está divido em e bolores, leveduras, 

e os fungos filamentosos (TORTORA et al., 2017). 

Entre os fungos filamentosos empregados na produção de enzimas os representantes do 

gênero Aspergillus apresentam elevados índices de produção em diferentes meios de 

crescimento, além de se destacarem como excelentes produtores de metabólitos de interesse 

industrial e ambiental, o que favorece estudos de seleção e produção de bioprodutos 

(MALDONATO, et al., 2014). O gênero Aspergillus foi descrito por Micheli, em 1729, e em 

1926 os autores Tom e Church publicaram informações sobre o gênero tornando-o conhecido 

e amplamente estudado. A maior e mais completa descrição desse gênero foi feita em 1965 

por Rapper e Fannel onde catalogaram aproximadamente 132 espécies e 18 variedades, sendo 

em 1729 (BENNETT, 2010). 

Embora o gênero Aspergillus tenha sido descrito desde 1729, compreende 344 espécies 

oficialmente registrada que existe há mais de 200 milhões de anos (FRISVAD, 2014). Com o 



 

avanço das tecnologias há sempre um fluxo de novas descobertas sobre o gênero, podendo ser 

caracterizado por taxa de crescimento em meio de cultura Creatine Sucrose Agar, técnicas 

moleculares e morfológicas. Esse gênero tem distribuição cosmopolita podendo ser isolado do 

solo ou de plantas predominante em regiões com clima tropicais e subtropicais, produzem 

conidióforo asseptado (SAMSON, VARGA, 2009).  

Dentro do gênero Aspergillus existe o filo Ascomiceto, que contempla a seção Flavi que 

incluindo os fungos com características morfológicas e filogeneticamente semelhantes, 

abrangendo seis espécies, divididas em dois grupos. O primeiro grupo compreende as 

espécies: Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, presente na decomposição de grãos 

estocados, sendo produtores de aflatoxinas e causando problemas à saúde humana e animal, já 

o segundo grupo não produzem de aflatoxinas, incluem A. tamarii, A. oryzae e A. sojae 

(MUNAUT, 2010) e são comumente utilizados na fermentação de alimento de origem oriental 

e produção de enzimas de interesse industrial (SILVA et al., 2015). A linhagem do A. tamarii é 

encontrada frequentemente em culturas de algodoeiro e apesar de possuir genes de aflatoxina 

em seu genoma, não é tido como espécie produtora de aflatoxina.  s (VERMANI et al., 2011).  

O trabalho de Goto; Wicklow, (1996) demostram que um isolado denominado A. tamarii  

produz aflatoxinas, entretanto, segundo Ito et al., (2001) a espécie descrita como A. tamarii é uma 

nova espécie, posteriormente nomeada como Aspergillus pseudotamarii. Segundo Powell; 

Renwick; Peberdy, (2014) o Aspergillus tamarii pode ser incluindo em processos 

biotecnológicos de origem alimentícia, visto que são comumente Considerados como Seguros 

– GRAS (Generally Regarded as Safe).  

Os microrganismos isolados de ambientes que pouco se sabe sobre biodiversidade 

microbiana, está tendo um significante aumento nos estudos de bioprospecção voltada com o 

foco em pesquisas de potencial biotecnológico desses microrganismos proporcionando a 

descoberta de novos produtores de compostos bioativos de alto valor agregado 

(MONCIARDINI et al., 2014).  

3.4.  Bioprospecção 

O termo Bioprospecção é usado para descrever um bioprocesso que consiste na 

pesquisa, coleta e seleção matérias biológicos de interesse comercial com foco nas indústrias. 

A diversidade microbiológica é admirável em termo de importância bioquímica e biológica 

visto que a utilização de microrganismos na busca de soluções nas áreas de alimento, saúde, 

meio ambiente e indústria vêm crescendo de forma acelerada no atual cenário mundial. Frente 

a isso, a produção de enzimas é um vasto campo de estudo quando se trata de processos 



 

biotecnológicos (ARTUSO, 2002). As atividades antropológicas acarretam sérios problemas à 

diversidade biológica de varias espécies, no que diz respeito ao desenvolvimento sustentável, 

podemos observar que o homem não está tendo uma visão futurista, visto que a cada dia, 

aumenta o consumismo, a devastação dos ambientes, o descarte inadequado de rejeitos. 

Portanto a bioprospecção vem sendo utilizada para o conhecimento das características de 

diversas espécies, para que haja a preservação da mesma, proporcionando incentivos para a 

conservação da biodiversidade por meio da biotecnologia (SYNNES, 2007).  

O conhecimento da biodiversidade de microrganismos por meio da bioprospecção 

centra um dos principais focos da era biotecnológica, principalmente devido o interesse por 

microrganismos produtores de enzimas que podem ser aplicados em indústrias abrangendo 

desde a aplicação de alimentos a produção de tecido (OLIVEIRA et al., 2006).  

 

3.4.  Fermentação e obtenção de enzima 

A obtenção de enzimas, proveniente de microrganismo, pode ser por meio de dois 

processos fermentativos. O primeiro tem a presença de água livre, e é denominado de 

fermentação submersa (FS), e o segundo é a fermentação em estado sólido (FES) é definida 

como o crescimento de microrganismos em substratos sólidos, na ausência de água livre 

(ZUNIGA, et al., 2011).  

Aproximadamente cerca de 90% dos processos fermentativos industriais são 

comumente concretizados por processos de fermentação submersa, produzindo em larga 

escala (SINGHANIA et al., 2010). Contudo a fermentação em estado sólido apresenta 

vantagens quando comparado á fermentação submersa, por diminuir os riscos de 

contaminações, e por ser mais vantajosas quanto a praticidade do processo (DANTAS et al., 

2010).  

O processo de FES apresenta elevados padrões de produção de enzimas, e apresenta 

características em que o substrato sólida representa condições que assemelham-se ao habitat 

natural dos fungos, para que o microrganismo desenvolva-se em um meio de substratos que 

servirão como forma de fixação e nutrientes para o microrganismo se desenvolver (DANTAS 

et al., 2010). 

A FES proporciona a vantagem econômica se comparada a (FS), uma vez que há o 

aproveitamento de resíduos que seriam descartados (ORLANDELLIET et al., 2012). As 

enzimas podem ser obtidas de várias fontes biológicas como vegetais, animais e micro-

organismos. Os micro-organismos são considerados a melhor fonte de produção de enzimas, 



 

devido às suas propriedades bioquímicas e biológicas. O tempo em que o microrganismo é 

submetido à fermentação está inteiramente relacionado com o esgotamento nutricional  no  

meio,  indicando a redução do crescimento e produção de enzimas (SANTOS et al., 2013) 

Portanto, a FES destaca-se no uso de subprodutos agroindustriais, visto que ao ocorre 

a síntese de diversos compostos de interesse industrial de alto valor agregado. 

(MIKHAILOVA et al., 2011). A FES é um método tecnológico que adequa-se propor 

alternativa do uso de resíduos agroindustriais gerados, diminuído consequentemente alguns 

problemas ambientais, bem como, de agregar valor a esse subproduto (ROCHA, 2010). 

3.5.  Enzimas de interesse industrial 

As enzimas são proteínas que agem como catalisadoras de reações químicas, sendo 

essenciais para o sistema metabólico de todos os organismos vivos, as mesmas podem ser 

divididas em seis classes, de acordo com as reações que catalisam: as oxidorredutases, as 

transferases, as hidrolases, as liases e as isomerases (REVISTA-FI, 2011). 

Dentre as enzimas de interesse industrial temos as transferases catalisam reações de 

transferência de grupos de uma molécula para outra, como por exemplo, a enzima 

frutosiltransferase; hidrolases que catalisam reações de hidrólise como, por exemplo, as 

proteases, as endoglucanases e as pectinases (LEHNNIGER, 2009).  
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RESUMO: (Bioprospecção de enzimas produzidas por Aspergillus tamarii URM 4634, 

isolado do solo da Caatinga, por fermentação em estado sólido). A Caatinga é um bioma 

exclusivamente brasileiro, com fauna e flora peculiares, proporcionando assim um ambiente 

propício para microrganismos adaptáveis à nutrição e clima adversos. O processo de obtenção 

de enzimas através dos fungos por meio de fermentação em estado sólido é bastante viável 

por manter o microrganismo em condições que simulam o ambiente natural. Assim sendo, o 

presente trabalho teve como objetivo realizar a bioprospecção de enzimas produzidas por 

Aspergillus tamarii URM4634 isolado do solo da caatinga. O microrganismo foi mantido com 

o meio de cultura Czapek por 7 dias à 30°C até ocorrer esporulação. Os esporos foram 

coletados, padronizados na concentração de 107 esporos/mL e inoculados no substrato de 

farelo de trigo (FT). A fermentação em estado sólido foi realizada contendo 5g de substrato  

FT,  previamente autoclavado à 121°C por 20 minutos, com um teor de 40% de umidade, por  

72 horas,  a 30°C em câmara climática.  Após a fermentação foi extraído o extrato bruto (EB), 

adicionando Após a fermentação o extrato proteolítico foi obtido por adição de 7,5 mL de 

fosfato de sódio 0,1M, pH 7,0 por grama de material fermentado e homogeneizado na mesa 

agitadora por 2 horas, submetido maceração durante 1 minuto, agitação orbital 5000 rpm 

durante 15 minutos a 4°C e em seguida filtrado/centrifugado. O EB foi analisado para 

diferentes atividades enzimáticas: protease, colagenase, endoglucanase, pectinase e 

frutosiltransferase. Nas determinações das atividades enzimáticas realizadas, verificou-se 

altos valores para protease com 116,6 U/mL, podemos destacar a produção de colagenase com 

210,6 U/mL. Ainda pode ser verificada atividade de 0,41 (U/mL) de endoglucanase; 0,49 

(U/mL) pectinases e 10,7 (U/mL) de frutosiltransferase. O perfil obtido apresentou nove 

bandas proteicas com pesos moleculares de 14,4 a 97,0 kDa.  A natureza do composto 

proteolítico (enzima) foi confirmada por zimograma para as atividades de frutosiltransferase e 

protease, onde a banda hidrolisada branca correspondeu à posição da frutosiltransferase, 



 

sendo visualizado duas bandas com peso moleculares distintos, indicando assim a presença de 

duas diferentes enzimas com a mesma atividade. Para a atividade proteolítica foi observado a 

presença de apenas uma banda. Os resultados demostraram que A. tamarii URM4634, foi 

capaz de produzir todas as enzimas testadas, com substrato de baixo custo utilizando 

subprodutos agroindustriais. Tendo um maior potencial de utilização industrial para as 

proteases, no qual foi obtido altos valores de atividade, em destaque para a produção de 

colagenases.     

 

Palavras-chave: Biotecnologia; Produção; Aspergillus; Colagenase, Zimograma. 



 

ABSTRACT:  (Bioprospecting of enzymes by Aspergillus tamarii URM 4634, from the 

Caatinga soil, by solid state fermentation). The Caatinga is an exclusively Brazilian biome, 

with peculiar fauna and flora, thus providing a favorable environment for microorganisms 

adaptable to adverse nutrition and climate. The process of obtaining enzymes through fungi 

by means of solid state fermentation is quite feasible by keeping the microorganism in 

conditions that simulate the natural environment. Therefore, the present work had the 

objective of bioprospecting the enzymes produced by Aspergillus tamarii URM4634 isolated 

from the Caatinga soil. The microorganism was maintained with Czapek culture medium for 7 

days at 30°C until sporulation occurred. The spores were collected, standardized at the 

concentration of 10
7
 spores/mL and inoculated on the wheat bran (FT) substrate. The solid 

state fermentation was carried out containing 5g of FT substrate, previously autoclaved at 

121°C for 20 minutes, with a moisture content of 40% for 72 hours at 30°C in a climatic 

chamber. After the fermentation, the proteolytic extract was obtained by addition of 7.5 mL of 

0.1M sodium phosphate, pH 7.0 per gram of fermented material and homogenized in the 

shaker table for 2 hours, subjected to maceration for 1 minute, orbital shaking 5000 rpm for 

15 minutes at 4°C and then filtered / centrifuged. EB was analyzed for different enzymatic 

activities: protease, collagenase, endoglucanase, pectinase and fructosyltransferase. In the 

determinations of the enzymatic activities performed, high values for protease with 116.6 

U/mL, we can highlight the production of collagenase with 210.6 U/mL. Activity of 0.41 

(U/mL) of endoglucanase can still be verified; 0.49 (U/mL) pectinases and 10.7 (U/mL) 

fructosyltransferase. The obtained profile presented nine protein bands with molecular 

weights of 14.4 to 97.0 kDa. The nature of the proteolytic compound (enzyme) was confirmed 

by a zymogram for the fructosyltransferase and protease activities, where the white 

hydrolyzed band corresponded to the position of the fructosyltransferase. Two bands with 

different molecular weight were visualized, thus indicating the presence of two different 



 

enzymes with same activity. For the proteolytic activity the presence of only one band was 

observed. The results showed that A. tamarii URM4634 was able to produce all the enzymes 

tested, with low cost substrate using agroindustrial byproducts. Having a greater potential of 

industrial use for the proteases, in which high values of activity were obtained, highlighting 

the production of collagenases. 

 

Keywords: Biotechnology; Production; Aspergillus; Collagenase, Zymogram. 



 

INTRODUÇÃO  

A Caatinga ocupa aproximadamente 10% do território nacional, é um bioma 

exclusivamente brasileiro, situada entre os biomas mata atlântica e cerrado. Está presente em 

vários estados brasileiros como Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Pernambuco, Paraíba, Rio 

Grande do Norte, Piauí, Sergipe e o norte de Minas Gerais (MINISTÉRIO DO MEIO 

AMBIENTE, 2016). Embora esteja localizada em área de clima semiárido, tem grande 

importância para a Região Nordeste por apresentar peculiaridades marcantes em termos de 

pluviometria, fertilidade do solo e biodiversidade da microbiota (FILIZOLA, SAMPAIO, 

2015).   

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2016), se levarmos em consideração todos 

os biomas brasileiros podemos ressaltar que o bioma Caatinga é o menos conhecido, 

protegido e estudado do país. Contudo alguns estudos mais atuais vêm despontando a riqueza 

particular deste bioma em termos de biodiversidade de microrganismos que possuem 

predicados inovadores, por serem isolados do solo características peculiares oportuniza novas 

descobertas acerca do potencial de utilização para novos produtores de compostos bioativos 

com alto valor agregado de interesse industrial (MONCIARDINI et al., 2014).  

Dos microrganismos existentes destacam-se os fungos, por serem organismos 

eucarióticos, heterotróficos, obtendo sua alimentação a partir de matéria orgânica. Os fungos 

são comumente utilizados em novas formulações alimentícias e de fármacos, auxiliam o 

procedimento de biodegradação de efluentes, são utilizados na bioprospecção de enzimas e na 

biotransformação (ABREU et al., 2015).  

A bioprospeccão de microrganismos de um bioma tão característico se torna 

indispensáveis, pois a vasta diversidade biótica e os fatores abióticos peculiares permite a 

obtenção de microrganismos com aptidões fisiológicas e bioquímicas singulares (PIROTA et 

al., 2015).  



 

Entre os fungos filamentosos empregados na produção de enzimas, os representantes 

do gênero Aspergillus, apresentam elevados índices de produção em diferentes meios de 

crescimento, além de se destacarem como excelentes produtores de metabólitos primários e 

secundários de interesse industrial que favorece estudos de seleção dos microrganismos e 

produção de bioprodutos (MALDONADO et al., 2014). 

Segundo Nagar et al. (2011) as enzimas obtidas através de microrganismos, podem ser 

produzidas por meio de Fermentação Submersa (FS) que é composta essencialmente de 

nutrientes dissolvidos em água, e a Fermentação em Estado Sólido (FES) que é definida como 

o processo em que o microrganismo é mantido em um substrato sólido contendo umidade 

suficiente apenas para conservar o crescimento e o metabolismo, ou seja, é inseto de água 

livre.  

Embora a FS seja mais comum nos processos industriais, a FES tem sido explorada 

principalmente devido às vantagens, como espaços requeridos e por apresentar condições 

similares ao habitat natural do microrganismo. A FES é um método que consiste na obtenção 

de enzimas com o destaque de algumas vantagens econômicas por aproveitar substratos 

alternativos, que quando confrontada com a FS, tem-se a vantagem relacionada ao 

aproveitamento de um grande volume de subprodutos agroindustriais que seriam descartados 

pela agroindústria (ORLANDELLI et al. 2012). 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

Microrganismo 

O microrganismo utilizado foi Aspergillus tamarii URM 4634 pertencente à coleção de 

culturas da "Micoteca URM" do Departamento de Micologia do Centro de Biociências da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), mantido em tubos de ensaios inclinado, 

contendo o meio Czapek Dox Agar e repicado para a manutenção a cada 28 dias. A. tamarii 



 

URM4634 foi repicado em Erlenmeyer de 125 mL, contendo meio de cultura Czapek, 

incubados a 30 °C em estufa por 7 dias, até ocorrer a esporulação. Os conidiósporos foram 

coletados com a adição de 10 mL de solução de NaCl (0,9 % p/v) e Tween 80 (0,01 % v/v), 

filtrado e centrifugado por 5 minutos 4000 rpm. A suspensão de esporos foi padronizado para 

uma concentração final de 10
7
 esporos/mL, em uma câmara de contagem de Neubauer.  

Produção de enzimas Fermentação em estado sólido 

O substrato, farelo de trigo, utilizado para a fermentação em estado sólido (FES) foi 

obtido no mercado local de Garanhuns-PE. Este resíduo foi padronizado com um tamanho de 

partícula entre 0,5 - 2,0 mm e seco a 65 °C em estufa, e em seguida armazenados em 

recipientes hermeticamente fechados. Os esporos foram inoculados em Erlenmeyer de 125 

mL contendo 5 g de farelo de trigo, autoclavado a 121 °C por 20 minutos, com um teor de 40 

% de umidade. A fermentação em estado sólido foi concluída após 72 horas a 30 °C em 

câmara climática para produção de enzimas. O extrato bruto foi obtido por adição de 7,5 mL 

de tampão (fosfato de sódio 0,1M, pH 7,0) por grama de material fermentado e 

homogeneizado na mesa agitadora por 2 h para extrair as enzimas. Em seguida a mistura foi 

macerada até extrair todo caldo fermentado, sendo seguido por filtração. Os sólidos do 

filtrado foram removidos por centrifugação a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi coletado para a determinação das atividades, sendo denominado extrato 

bruto. 

 Determinação das atividades enzimáticas 

Para a determinação das atividades enzimáticas foi usado metodologias protease, 

colagenase, endoglucanase, pectinase e frutosiltransferase, foram descritas na literatura 

respectivamente por: Ginther et al., (1979), Chavira et al., (1984), Ghose (1987), Miller  

(1959) e Ganaie (2014). 



 

Atividade Proteásica 

A atividade de protease foi determinada pelo método de Ginther (1979), utilizando 

Azocaseína 1 % (p/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), solubilizada em tampão Tris-HCl 0,2 

M, pH 7,2, à 20ºc, contendo CaCl2 10 mM. A reação consistiu em 0,15 mL de extrato da 

enzima e 0,25 mL de Azocaseína 1 % (p/v), incubada por 1 hora a 20 °C. Após este período, a 

reação foi interrompida pela adição de 1 mL de ácido tricloroacético 10 % (p/v) - TCA. As 

amostras foram centrifugadas 5.000 rpm por 20 minutos e 0,8 mL do sobrenadante foi 

adicionado a 0,2 mL de NaOH 1,8 N. Uma unidade de atividade proteasica foi definida como 

a quantidade de enzima requerida para produzir uma variação de absorbância igual a 0,1 em 1 

hora a 420nm, a ser expressa em U/mL. 

 Atividade da Colagenase 

A atividade de colagenase consistiu no método de Chavira et al. (1984), tendo como 

substrato Azocollageno. Inicialmente foi pesado 0,005 g do substrato e lavado o com 10 mL 

do tampão Tris-HCl, 0,2 M, pH 7,2 e posteriormente centrifugado à 10.000 rpm por 10 

minutos, foi retirado o sobrenadante, descartado e colocado novamente o tampão para a 

segunda lavagem até não soltar mais cor. Depois adicionado ao Azocollageno 50 μl da EB, 

950 μl de tampão Tris-HCL, submetido à agitação por 1hora e incubado à 70ºC em banho 

termostatizado. 

 Para finaliza a reação, o meio reacional foi aquecido a temperatura 100ºC em banho 

termostatizado e posteriormente centrifugado a 10.000 rpm. Uma unidade de atividade da 

colagenase foi definida como sendo a quantidade de enzima requerida para produzir uma 

variação de absorbância igual a 0,1 em 1 hora, a 520 nm, sendo expressa em U/mL. 



 

Atividade da Endoglucanase 

Para determinação da atividade de endoglucanase (CMCase), utilizou-se o 

procedimento recomendado por Ghose (1987), tendo-se empregado como substrato a 

carboximetilcelulose sódica a 2%, em tampão citrato 0,05 mol L-1 (pH, 4,8). O substrato (0,5 

mL) foi colocado em tubos com capacidade de 25 mL, com posterior adição de 0,5 mL do 

extrato enzimático. A reação enzimática ocorreu a 50ºC, durante 30 min. A seguir, a 

quantidade de glicose liberada foi dosada, também pela reação com ácido dinitrosalicílico, 

conforme Miller (1959).  

Atividade da Pectinase 

A atividade de pectinase foi determinada pelo método de Miller et al.,(1959), para a 

determinação desta atividade  foi utilizado 500 μl de uma solução de pectina cítrica à 1,0 % 

(p/v) em tampão acetato pH 4,5,  incubado à 40°C por 15 minutos e 500μL de extrato 

enzimático, incubado a 40°C em banho termostatisado por 40 minutos. Depois de decorrido 

este tempo retirou-se 100 μL desta mistura e adicionou-se 1mL de solução de DNSA, a 

mistura foi mantida em ebulição por 5 minutos para a formação de cor, resfriados em banho 

de gelo e adicionados 5,0 mL de água destilada e agitado em vórtex. A absorbância foi 

medida à 540 nm contra o branco e os dados plotados na mesma curva padrão estabelecida 

com ácido D-galacturônico como açúcar redutor. Uma unidade de atividade foi definida em 

U/mL, segundo a curva padrão estabelecida. 

Atividade de Frutosiltransferase 

A atividade de frutosiltransferase foi determinada conforme Ganaie (2014), para esse 

procedimento foi adicionado a mistura reacional 750 μL de sacarose e 250 μL do extrato, a 

reação ocorrereu por 1 hora a 55 °C, a foi parada por resfriamento a 0 °C.  



 

Perfil eletroforético do extrato enzimático de Aspergillus tamarii URM 4634 

A SDS-PAGE foi realizada utilizando um gel de poliacrilamida a 12% em de acordo 

com o método de Laemmli (1970). A proteína molecular marcadores foram fosforilase b (97,0 

kDa), albumina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbônica (30,0 kDa), inibidor 

de tripsina (20,1 kDa) e α-lactalbumina (14,4 kDa). Bandas de proteína foram detectadas por 

coloração com Coomassie brilhante azul R-250 dissolvido em uma solução de metanol, ácido 

acético e água. Finalmente, foi corado com solução de metanol, ácido acético e água. 

Zimograma  

 Zimograma de protease 

A atividade proteolítica da banda da enzima foi confirmada por zimograma análise 

pelo método de Silva et al., (2014). Para preparar um zimograma de protease, enzima 

concentrada foi misturado sob condições não redutoras com SDS-PAGE tampão de amostra e 

eletroforese em poliacrilamida a 12% com 0,1% azocazeína como substrato incorporado no 

gel. Géis foram carregados com 10 μL de sobrenadante concentrado, sujeito a eletroforese a 

uma corrente de 300 V a 25 ° C e incubada por 30 min à temperatura ambiente com Triton X-

100 a 2% (v / v) e durante 48 h a 37 ° C em Tris-HCl a 50 mM tampão e CaCl2 15 mM, pH 

7,5.  

Zimograma de frutosiltransferase 

A atividade proteolítica da banda da enzima foi confirmada por zimograma análise 

pelo método de Silva et al., (2014). Para preparar um zimograma de frutosiltransferase, 

enzima concentrada foi misturado sob condições não redutoras com SDS-PAGE tampão de 

amostra e eletroforese em poliacrilamida a 12% com 0,1% sacarose à 60% (p.v.), como 

substrato incorporado no gel. Géis foram carregados com 10 μL de sobrenadante concentrado, 

sujeito a eletroforese a uma corrente de 300 V a 25 ° C e incubada por 30 min à temperatura 



 

ambiente com Triton X-100 a 2% (v / v) e durante 48 h a 37 ° C em Tris-HCl a 50 mM 

tampão e CaCl2 15 mM, pH 7,5. Para preparar o zimograma da azocaseína, concentrado 

enzima foi misturada sob condições não redutoras com Tampão de amostra de SDS-PAGE e 

eletroforese em poliacrilamida a 12% com 0,1% de azocaseína como substrato incorporado no 

gel. A sacarose foi dissolvido em Tris-HCl pH 7,0. Finalmente, os géis foram corados e 

descoloridos com o kit de glicose oxidase. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O presente estudo possibilitou um melhor conhecimento do microrganismo estudado, 

bem como a determinação das atividades enzimática, o Aspergillus tamarii URM4634 

demonstrou efetiva produção das enzimas proteases, colagenases, endoglucanases, pectinase e 

frutosiltransferases. Com ênfase na produção das enzimas do grupo das colagenases e das 

endoglucanases.  

A fermentação em estado sólido a partir do fungo Aspergillus tamarii URM4634 foi 

concluída em 72 horas, utilizando 5g de farelo de trigo, subproduto agroindustrial, e umidade 

de 40%. Os dados demostram que a FES é efetiva na produção de enzimas, segundo 

Nascimento et. al., (2014) o uso de subprodutos agroindustriais têm proporcionado resultados 

satisfatórios na fermentação, pois substitui o uso de reagentes químicos, e aumenta a 

produção de enzimática quando incorporado ao meio de fermentação.  

Empregando a fermentação em estado sólido e utilizando como substrato um 

subproduto agroindustrial, foi possível a obtenção dos resultados onde podemos observar as 

atividades de protease com 116,6 U/mL; colagenase 210,6 U/mL; endoglucanase 0,41 U/mL; 

poligalacturonase 0,49 U/mL e de frutosiltransferase 10,7 U/mL.  



 

Atividade de protease  

Alves et al., (2017) utilizando o mesmo microrganismo, Aspergillus tamarii 

URM4634, apresentou em meio de cultura MS-2, após 72 horas de fermentação submersa, 

atividade de protease 60,3 U/mL, valores superiores foram obtidos no presente estudo que 

obteve atividade de protease de 116,6 U/mL, o valor superior deve-se as condições 

fermentativas, evidenciando a eficácia da fermentação em estado sólido visto que, este tipo de 

fermentação assemelha-se ao ambiente natural do microrganismo, o substrato sólido requer 

baixo grau de umidade, reduzindo os problemas de contaminação. Valores semelhantes aos de 

Aspergillus tamarii URM4634 foram obtidos por Amaral et al., (2017) utilizou o Aspergillus 

niger SIS 18, isolada do solo da Caatinga, com o substrato soro de leite, subproduto 

agroindustrial, e fermentação submersa, e obteve atividade proteolítica de 0,118 U/mL, os 

valores justificam-se por serem microrganismos provenientes do mesmo ambiente, e por 

possuir características peculiares de adaptação a ambientes adversos.  

Dentre as proteases foi realizada a atividade específica de colagenase obtendo 210,6 

U/mL de atividade, valores semelhantes no trabalho de Silva et al., (2017) para a produção de 

colagenase com o A. tamarii URM4634 foi de 243,0 U/mL de atividade, utilizando o mesmo 

substrato azocolágeno e fermentação em estado sólido. Ferreira et al., (2017) que obtiveram 

extrato enzimático com atividade colagenolítica de 645 U/mL para um cultivo de fungos 

isolado da Caatinga, do gênero Aspergillus sp. os valores indicam que algumas espécies do 

gênero Aspergillus possui propriedades bioquímicas e condições ótimas para obtenção da 

enzima colagenolitica.  

Atividade de endoglucanase  

O A. tamarii URM4634 foi capaz de produzir 0,41 U/mL de atividade de 

endoglucanase, este valor se destaca quando comparamos com Basso et al., (2010) que ao 

utilizar o A. fumigatus obtiveram atividade de endoglucanase de 0,06 U/mL com o uso de 



 

bagaço de cana como substrato; podemos destacar ainda que o tempo de fermentação foi de 

10 dias. Apesar de o tempo de fermentação ter sido de 72 horas nessa pesquisa o A. tamarii 

URM4634 conseguiu produzir valores maiores que o da literatura, mostrando-se um exelente 

produtor da enzima endoglucanase. E esse fenômeno se repete qundo analizarmos o trabalho 

de Stroparo et al., (2012), ao utilizar o A. niger obtiveram valores entre 0,11 ± 0,04 U/mL 

com 10 dias de cultivo sem utilização fermentação, valores pouco inferiores aos obtidos no 

presente trabalho utilizando o o gênero Aspergillus tamarii por fermentação em estado sólido.  

Atividade de frutosiltransferase  

Silva et al., (2015) que pesquisou a linhagem fúngica produtora de frutosiltransferase 

por fermentação em estado sólido, utilizando o substrato farelo de trigo umedecido com 

solução de sacarose á 70%. O SIS 25 Aspergillus sp. obteve 62,40 U/mL. Em comparação 

com o trabalho de Mussatto et al. (2013) que pesquisou a produção de FOS pela 

frutosiltransferase de Aspergillus japonicus por fermentação em estado sólido utilizando a 

parte intertegumentar da semente de café, obtiveram o valor de 64,12 U/mL em atividade, 

sendo ambos os valores da literatura superiores a este trabalho, pelo qual obteve-se 10,7 

U/mL.  

Atividade de pectinase 

O Aspergillus tamarii URM4634 obteve atividade de pectinase (poligalacturonase) 

0,49 U/mL, valores semelhantes encontra-se nos resultados obtidos por Maciel et al., (2014) 

na produção de poligalacturonases extracelulares foram investigadas a partir de Aspergillus 

niger URM 5162, por fermentação em estado sólido por 168 h, que apresentando a maior 

produção de poligalacturonase 0,41 U/mL, usando o substrato casca de laranja. Já Silva et al., 

(2015) utilizando o microrganismo Aspergillus aculeatus URM4953 obteve atividade 

superior, ao de Aspergillus tamarii URM4634, de 1,94 U/mL utilizando farinha da casca do 



 

maracujá como substrato de fermentação submersa por 72 horas. Os valores superiores ao 

dessa pesquisa referem-se a variações de fatores ótimos para obtenção de altos valores de 

produção. E pode-se justificar com base que na presente pesquisa que não foi otimizada a 

produção, apenas verificada. Assim sendo o artigo citado é relacionado à condição ótima de 

produção.  

SDS-PAGE e determinação do peso molecular 

Após a determinação das atividades o peso molecular das enzimas, foi estimado pela 

eletroforese SDS-PAGE, em bandas presentes do extrato bruto do Aspergillus tamarii 

URM4634 com peso molecular entre 14,4 e 62 KDa. Segundo os trabalhos de Lima et al., 

(2015) a enzima frutosiltransferase purificada apresentou peso molecular de 57 kDa. Nos 

trabalhos de Silva et al., (2018) é possível evidenciar que muitos dos isolados de proteases e 

colagenase de organismos de organismo como, por exemplo, fungos e bactérias têm um peso 

molecular no faixa de 14,8 a 58,6 kDa. Segundo Eriksson et al., (1990) os valores de 

endoglucanase variam entre 25 e 50 kDa. A enzima Poligalacturonase pura possui massa 

molecular em torno de 43,5 a 47 kDa segundo Trindade (2015).  

Zimograma  

A natureza do composto enzimático também foi confirmada por zimograma de 

protease, e o zimograma de frutosiltransferase ambas realizadas com o A. tamarii URM4634 

(Figura 3) utilizando como substrato sacarose. Em ambos os microrganismos a faixa 

hidrolisada apareceu como uma faixa branca, que corresponde à posição da frutosiltransferase 

no gel. Utilizou-se o extrato bruto sem purificação, portanto a atividade observada na faixa 

branca corresponde a mais de uma enzima.  

As metodologias empregadas possibilitaram uma obtenção satisfatória das atividades 

enzimáticas, geradas num meio econômico, associada ao valor das enzimas para as indústrias, 



 

denotam relevância neste tipo de estudo que conseguiu elaborar e aplicar parâmetros, como o 

quantidade de substrato (5 g de farelo de trigo), umidade (40 %) e temperatura (30 °C) com 

eficácia. A colagenase produzida por A. tamarii URM 4634 mostrou características 

enzimáticas que são adequadas para uso em aplicações industriais como couro indústrias de 

processamento e alimentos, com baixo custo usando resíduos agroindustriais de farelo de 

trigo como substrato. 
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamidado da amostra do Aspergillus tamarii 

URM4634 extraído do solo do Xingó, cultivado no substrato farelo de trigo.  

 

Figura 2. Análise usando SDS-PAGE e zimografia de azocaseína. Na seção (a), MM: 

molecular marcadores de peso e extrato bruto, poço 1; banda de protease purificada obtida de 

DEAEsephadex 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 3. Figura 2. Zimograma de frutosiltransferase com os microrganismos A. tamarii 

URM 4634 com o substrato sacarose 60 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Substratos utilizados e atividades enzimáticas do Aspergillus tamarii URM 4634 

por fermentação em estado sólido (substrato farelo de trigo, temperatura a 30°C e 60% de 

umidade). 

 

Atividades Enzimáticas 

 Aspergillus tamarii URM 4634 

Substrato  Valor da atividade 

Endoglucanase  Carboximetilcelulose (1%) 0,47 (U/mL) 

Pectinase  Pectina cítrica 0,49 (U/mL) 

Frutosiltransferase  Sacarose (1%) 10,7 (U/mL) 

Proteásica  Azecaseína (1%) 116,6 (U/mL) 



 

Colagenase Azocol (TRIS-HCL 1%) 210,6 (U/mL) 
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