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RESUMO 

 

Proteases são o grupo de enzimas hidrolíticas de maior interesse industrial, são enzimas 

que clivam ligações peptídicas nas proteínas, promovendo a hidrólise das cadeias. Têm 

ampla utilização comercial e industrial e podem ser obtidas de variadas fontes, tendo as 

de origem fúngica vantagens frente às outras, podendo ser obtidas em grandes 

quantidades, de forma padronizada e sem causar danos ambientais. As proteases de 

interesse da indústria cosmética podem ser produzidas em escala industrial por meio de 

bioprocessos utilizando micro-organismos. A produção de proteases é pouco explorada 

em fungos amazônicos, no entanto esses isolados de solo apresentam atividades que 

podem contribuir para o desenvolvimento e expansão de produtos regionais. Nesse 

contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produção e caracterizar parcialmente 

proteases de fungos isolados de amostras do solo da região amazônica. Em uma triagem 

inicial, foram realizados bioprocessos com meio indutor de enzimas, que teve sua 

quantificação enzimática realizada após 72h de fermentação em agitação orbital. A 

atividade enzimática foi determinada pela reação do substrato azocaseína com o caldo 

enzimático e paralisada com ácido tricloroacético. Os fungos que mais se destacaram na 

triagem inicial foram identificados morfologicamente e codificados como Fusarium 

INPA 6 e Aspergillus INPA 154, apresentando atividades de 97 e 54 UI/mL, 

respectivamente. Realizaram-se bioprocessos para analisar a influência das variáveis na 

produção enzimática, essa otimização demonstrou que os fatores presentes no 

bioprocesso exercem influência na atividade da protease, tendo os fungos deste estudo 

alcançado melhores resultados na presença de gelatina e extrato de levedura como 

fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente, em uma agitação a 120 rpm, com a 

concentração de células/mL a 104 e pH inicial do meio na faixa de 6. Tendo 

proporcionado uma protease com pH ótimo na faixa de 8 e temperatura ótima a 50 ºC. 

Estes resultados indicam que o bioprocesso com fungos amazônicos é uma interessante 

possibilidade na pesquisa de novas fontes de proteases, com um forte apelo sustentável 

e econômico. A região passa a contar com duas novas fontes de proteases com 

características interessantes para a indústria de cosméticos. Em um aspecto mais 

acadêmico tecnológico, essas novas fontes de proteases possuem potencial para serem 

avaliadas como fontes mais eficientes e/ou econômicas. 

 

Palavras-chave: Fungos amazônicos; fermentação submersa; influência de fatores; 

cosméticos. 
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ABSTRACT 

 
 

Proteases are the group of hydrolytic enzymes of major industrial interest, enzymes that 

cleave peptide bonds in proteins, promoting the hydrolysis of the chains. It has a wide 

commercial and industrial use and can be obtained from a variety of sources, the 

fungicides having advantages over others, and can be obtained in large quantities, in a 

standardized way and without causing environmental damages. The proteases of interest 

to the cosmetic industry can be produced on an industrial scale by means of 

bioprocesses using microorganisms. The production of proteases is little explored in 

Amazonian fungi, however these soil isolates present activities that can contribute to the 

development and expansion of regional products. In this context the objective of this 

work was to evaluate the production and to characterize partially proteases of fungi 

isolated from soil samples from the Amazon region. In an initial screening were 

performed bioprocesses with enzyme inducing medium, which had its enzymatic 

quantification performed after 72h of fermentation in orbital agitation. The enzymatic 

activity was determined by the reaction of the substrate azocaseine with the enzymatic 

broth and paralyzed with trichloroacetic acid. The fungi that stood out most in the initial 

screening were identified morphologically and coded as Fusarium INPA 6 and 

Aspergillus INPA 154, presenting activities of 97 and 54 IU / mL, respectively. 

Bioprocesses were performed to analyze the influence of the variables on the enzymatic 

production. This optimization showed that the factors present in the bioprocess 

influence the activity of the protease, and the fungi of this study achieved better results 

in the presence of gelatine and yeast extract as carbon sources and nitrogen respectively 

in a shaking at 120 rpm with the cell concentration / ml at 104 and initial pH of the 

medium in the range of 6. Having provided a protease with optimum pH in the range of 

8 and optimum temperature at 50 ° C. 

These results indicate that the bioprocess with Amazonian fungi is an interesting 

possibility in the research of new sources of proteases, with a strong sustainable and 

economic appeal. The region now has two new sources of proteases with characteristics 

interesting to the cosmetics industry. In a more technological academic aspect, these 

new sources of proteases have the potential to be evaluated as more efficient and / or 

economical sources. 

 

Keywords: Amazonian fungi; submerged fermentation, influence of factors; cosmetics 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As proteases (EC 3.4, são classificadas no grupo 3 das hidrolases, subgrupo 4) 

são enzimas que clivam ligações peptídicas nas proteínas e em fragmentos de proteínas, 

promovendo a hidrólise das cadeias peptídicas e restituindo aos aminoácidos a sua 

forma livre. São o grupo de enzimas hidrolíticas de maior interesse industrial, sendo 

responsável pela maioria dos investimentos nessa área. Dos mais de US$3 bilhões que o 

mercado mundial de enzimas movimenta 60% correspondem as proteases (ABIDI et al., 

2011; SAVITHA et al., 2011; SOUZA et al., 2015). Proteases são utilizadas nas 

indústrias alimentícia, têxtil, de detergentes, couro e cosméticos e farmacêutica 

(BARRETT, 1994; BARRETT et al., 2001). 

Na indústria farmacêutica e cosmética, as proteases de diversas origens são 

usadas desde o diagnóstico clínico e terapêutico, produção e desenvolvimento de 

medicamentos, como também no tratamento cosmético, estando presente em 

preparações esfoliativas, peelings, cremes para estrias, redutores de sinais, loções 

depilatórias e outros (MONTEIRO, SILVA, 2009). Exemplos dessas proteases são a 

papaína e bromelina, de origem vegetal, umas das mais conhecidas em empregadas em 

formulações de uso cosmético (LODS et al., 2000).  

Produtos com ingredientes biotecnológicos trazem benefícios e grande 

aceitação em produtos cosméticos, por estarem associados a características únicas, 

perfeitamente adequadas às novas tendências, tais como forte apelo natural, 

biocompatibilidade e segurança de aplicação, e à sofisticação tecnológica (DELGADO 

et al., 2010). Alguns trabalhos (SIM et al., 2000; SEKI et al., 2005; ROSLAN et al., 

2010) já testaram proteases como a papaína em formulações cosméticas, obtendo 

resultados positivos e promissores. 
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Proteases de interesse da indústria de cosméticos podem ser produzidas em 

escala industrial por meio de bioprocessos-fermentações utilizando micro-organismos 

de origem fúngica em grandes quantidades, padronizada e sem causar danos ambientais, 

sobressaindo-se sobre os oriundos de plantas, pelas vantagens em termos de produção, 

associadas ao cultivo contínuo e rápida reprodução desses micro-organismos 

(RANGEL-YAGUI et al., 2004). Nesse contexto, as proteases fúngicas têm sido muito 

exploradas como produtores de substâncias de interesse econômico (SOUZA, 2008). 

A Amazônia, em especial a floresta Amazônica, por sua alta biodiversidade e 

solo rico, é um ambiente com potencial biotecnológico a ser cada vez mais explorado 

em busca de proteases oriundas de fungos, trazendo assim um forte apelo regional e 

econômico, porém não existem tantos trabalhos publicados com fungos produtores de 

proteases da nossa região, menos ainda com apelo cosmético.  

A produção de proteases isoladas de amostras de solo da região amazônica 

pode contribuir no desenvolvimento e expansão de produtos regionais mediante o 

surgimento de patentes, com valorização do produto nacional, gerando crescimento da 

economia local pela criação de empresas/negócios regionais. 

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo geral produzir e caracterizar 

proteases de fungos isolados de amostras de solo da região amazônica, por meio da 

seleção desses fungos produtores, investigação da influência das condições de cultivo e 

da purificação e caracterização das enzimas produtoras. A justificativa deste estudo 

baseia-se na exploração sustentável de matéria prima de origem biotecnológica a partir 

da biodiversidade amazônica para uso em formulações cosmética. Poucos são os grupos 

em atividade no Brasil que se interessam em explorar, principalmente a biotecnologia, a 

partir de micro-organismos para exploração de potencial cosmético. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 PROTEASE 

 

Proteases, também chamadas de peptidases, peptídeo hidrolases, proteinases ou 

enzimas proteolíticas, são enzimas do tipo hidrolítitcas, ou seja, catalisam a reação de 

hidrólise, clivando as ligações peptídicas existentes nas moléculas de proteínas, gerando 

peptídeos menores e aminoácidos livres (RAO et al., 1998).  

As proteases são divididas em endopeptidases e exopetidase, de acordo com sua 

ação nas ligações peptídicass, agindo nas ligações internas ou clivando ligações 

peptídicas amino ou carboxitermina. As endopeptidases são subdivididas de acordo com 

o mecanismo catalitico (grupo funcional no local de ação), em  serina proteases, 

proteases aspárticas, cisteína proteases e metaloproteases. Uma das outras formas de 

serem classificadas é de acordo com o seu pH, sendo ácidas, neutras e alcalinas. 

Proteases ácidas são constituídas principalmente de aspártico-proteases, serino-

proteases e metaloproteases; proteases neutras são fracamente alcalinas e fracamente 

ácidas e constituídas por cisteíno-proteases, serinoproteases e metaloproteases (RAO et 

al., 1998; VERMELHO et al.,2008). 

 

2.2 FONTES DE PROTEASES 

  

As proteases são fisiologicamente necessárias a todos os organismos vivos. São 

oriundas de diversas fontes, sejam elas animais, vegetais ou microbianas (RAO, et al., 

1998). As fontes naturais, como terra e água, são as principais origens de micro-

organismos. Um pedaço de terra pode conter milhões de bactérias, fungos, leveduras, 
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vírus e outros organismos que podem ser utilizados como fonte de peptidases 

(NASCIMENTO 2005; CHEN et al., 2009; RADHA et al., 2011). 

Diferentes tipos de enzimas, de diversas fontes e aplicabilidades de uso, seja nos 

variados setores industriais, seja de usos terapêuticos e de diagnóstico, podem ser 

encontradas no mercado (ZIMMER, 2009).  

As proteases de origem animal mais conhecidas são tripsina pancreática, 

quimotripsina, pepsina e renina. São produzidas em larga escala e de forma pura sendo 

utilizadas principalmente na indústria farmacêutica, como auxiliares digestivos e 

aplicações analíticas e diagnósticas, e na alimentícia para amaciamento de carnes e 

produção de laticínios. (RAO et al., 1998; MONTEIRO; SILVA, 2009). 

 As proteases vegetais são extensamente aproveitadas pelos setores alimentícios, 

têxtil, de detergente e farmacêutico. As mais conhecidas são a papaína, bromelina, 

queratinase e ficina. A papaína e a bromelina são as proteases mais utilizadas em 

preparações cosméticas com diversos estudos sobre as mesmas (LODS et al., 2000; 

SOUZA, 2006; SMITH et al., 2007; LOURENÇO, 2013; DeHAVEN, 2015).  

 A dificuldade com a produção de proteases de origem vegetal está no seu 

desenvolvimento, que é demorado, pois engloba condições climáticas adequadas, terra e 

adubo corretos, fatores importantes para o crescimento de plantas, mas que demandam 

tempo. (GODFREY; WEST, 1996; RAO et al., 1998; EVANGELISTA, 2001). 

Os micro-organismos possuem uma versatilidade metabólica e estrutura 

molecular de fácil manipulação que os tornam umas das melhores fontes de enzimas 

proteolíticas, porém sabe-se que inicialmente as preparações enzimáticas eram, em sua 

maioria, obtidas de fontes animais e vegetais. O avanço da indústria enzimática e sua 

crescente demanda, associada a uma limitação na produção de extratos enzimáticos de 

fontes animais e vegetais, elevaram o aumento do interesse em fontes enzimáticas 
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microbianas, gerando seu uso em larga escala (GACESA; HUBBLE, 1990; GODFREY, 

1996; NASCIMENTO, 2005).  

Em termos de aplicação biotecnológica, as proteases microbianas possuem 

características mais desejadas em relação às outras fontes. Apresentam maior 

estabilidade e sua produção é mais fácil e segura, além de serem economicamente mais 

viáveis, com menor custo para a indústria. Dessa maneira, essas proteases são preferidas 

às enzimas de origem vegetal e animal (WISEMAN, 1985; RAO et al., 1998). Proteases 

microbianas podem ser mantidas sob armazenamento por um grande período, não 

necessitando estar em suas melhores condições de atuação e sem declínio expressivo de 

sua atividade, sendo sua otimização gerenciada com maior facilidade (GUPTA et al., 

2002). 

As enzimas de origem microbiana podem ser intracelulares ou extracelulares. 

As proteases intracelulares participam da regulação do metabolismo, compondo vários 

processos, como esporulação, diferenciação, e manutenção de proteínas. Já as 

extracelulares realizam a hidrólise de proteínas no meio externo, hidrolisando proteínas 

grandes em partículas menores para que as células possam absorver essas moléculas, 

permitindo a utilização dos nutrientes pelos micro-organismos (GUPTA; BEG; 

LORENZ, 2002; VERMELHO, 2008). As características das enzimas extracelulares 

tornam o seu uso mais interessante para a indústria do que a intracelulares, pois não 

necessitam de técnicas de ruptura celular, que são de difícil aplicação a nível industrial; 

são relativamente mais fáceis de manipular na separação da enzima de interesse no meio 

de crescimento e também não desnaturam com facilidade (GUPTA et al., 2002). 

Os micro-organismos podem ser cultivados com a possibilidade de uso de 

matérias-primas pouco dispendiosas, em grandes quantidades e em menor tempo na 

obtenção de metabólitos, gerando menos gastos para a indústria, e diferentemente das 



16 

 

proteases de origem vegetal, não dependem de fatores climáticos, nem de determinadas 

estações do ano para o seu desenvolvimento (POLITZER; BON, 2006; ZIMMER, 

2009). 

 

2.3 IMPORTÂNCIA INDUSTRIAL DAS PROTEASES  

 

 Proteases têm uma extensa aplicação em vários campos biotecnológicos. As 

proteases de fonte microbiana têm maior aplicação industrial por suas vantagens 

técnicas e econômicas (SARAN; ISAR; SAXENA, 2007). O estudo de proteases é de 

fundamental importância, tanto pelas suas inúmeras aplicabilidades no mercado e 

movimentação econômica quanto pela sua relevância fisiológica (ROJAS et al., 2009). 

Enzimas proteolíticas estão entre as de maior importância no mercado 

industrial, sendo responsáveis por grande parte da movimentação financeira nesse setor, 

em virtude do seu extenso uso em diversos setores industriais. A enorme diversidade de 

proteases, somada à especificidade de sua ação, atraiu a atenção mundial em tentativas 

de explorar suas aplicações fisiológicas e biotecnológicas (FOX et al., 1991; 

POLDERMANS, 1990). 

As proteases de origem microbiana são as enzimas mais aplicadas no setor 

industrial, estando em primeiro lugar no mercado mundial de enzimas microbianas, 

seguidas pelas amilases (MICHELIN, 2005). 

A aplicação dessas enzimas proteolíticas nos detergentes, data do início dos 

anos 1910, desde a sua introdução, em 1914, como aditivos de detergente (GUPTA et 

al., 2002). Dentaduras e lentes de contato podem ser limpas eficientemente com 

produtos contendo protease. Na indústria têxtil, as proteases são utilizadas no 

tratamento da lã, na seda crua e no couro. Na produção de etanol, as proteases podem 

ser usadas na liberação de nutrientes e dá suporte ao crescimento da levedura. Na 
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indústria alimentícia, as proteases podem ser utilizadas no cozimento industrial de 

biscoitos, na conversão de leite em queijo, acelerando a maturação do queijo, na 

modificação das proteínas do leite para reduzir as propriedades alergênicas de alguns 

produtos lácteos. Além disso, as proteases auxiliam no rendimento de gordura e 

amaciamento de carnes. São utilizadas, também, na indústria farmacêutica, com grande 

vantagem no desenvolvimento de agentes terapêuticos eficazes, e, na parte cosmética, 

uma das ações das proteases está relacionada com a renovação celular, como na 

eliminação da queratina. (DAMHUS; KAASGAARD; OLSEN, 2013; SIM et al., 2000; 

RAO et al., 1998). 

As enzimas podem ser aproveitadas em vários setores da economia. Além de 

serem uma solução lucrativa para as indústrias, é uma alternativa viável de uso para as 

próximas gerações, pois os produtos gerados por processos enzimáticos estão 

diretamente ligados à sustentabilidade, conseguindo atender à crescente demanda do 

mercado tecnológico com baixo custo, reduzidos gastos energéticos, de água, de 

produtos químicos e tempo da produção (LI et al., 2012.; LIU et al., 2013.; CHOI et al., 

2015).  

Devido a produtos gerados com maior especificidade e qualidade aliados a 

características menos nocivas ao meio ambiente, a produção de enzimas microbianas é 

essencial para a indústria, visto que suportam bem variadas condições físicas e químicas 

(SINGH et al., 2016). Em vista disso, as aplicações enzimáticas de origem microbianas 

nas indústrias são altas e estão em ascensão quando comparados aos meios tradicionais. 

(GURUNG et al., 2013, SINGH et al., 2016).  

De acordo com Rai e Mukherjee (2010), as proteases microbianas representam 

cerca de 60% da comercialização mundial de enzimas, compondo um dos três maiores 

grupos de enzimas industriais do mundo. Entre a venda mundial de enzimas industriais, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4507524/#B59
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4991975/#CR89
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4991975/#CR91
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4991975/#CR29
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75% são enzimas hidrolíticas, dos quais mais da metade são enzimas proteolíticas (RAO 

et al., 1998; SAVITHA et al., 2011). 

Nos anos 90, o valor estimado das vendas mundiais de enzimas industriais era 

de US$1 bilhão (GODFREY, 1996).  Em 2004, o mercado enzimático mundial faturou 

um total de US$3,7 bilhões e tinha uma previsão de crescimento da demanda mundial 

de 6,5% ao ano até 2009 (MONTEIRO; SILVA, 2009). Em 2010, o mercado global de 

enzimas industriais foi estimado em US$3,3 bilhões (ABIDI et al., 2011). Em 2014,   

estimou-se em cerca de US$ 4,2 bilhões (SINGH et al., 2016), e acredita-se 

desenvolver, até 2022, cerca de US$ 6,3 bilhões (Industrial Enzyme Market, 2016). 

Uma única enzima com aplicação terapêutica custa em torno de US$ 5 mil/grama, sendo 

esse mercado enzimático tido hoje como o mais promissor para as indústrias 

farmacêuticas (SAID; PIETRO, 2003). 

Comercialmente são utilizadas em torno de 200 enzimas microbianas, porém 

apenas cerca de 20 são produzidas em escala verdadeiramente industrial. O mercado de 

enzimas gira em torno de 12 grandes produtores e 400 pequenos fornecedores e é 

altamente competitivo, tecnologicamente intensivo e tem pequenas margens de lucro, 

sendo que a maioria das enzimas, em torno de 75%, são produzidas por apenas três 

grandes empresas, situadas na Dinamarca, Estados Unidos da América e Suíça. São 

elas: Novozymes, DuPoint e Roche, respectivamente (LI et al., 2012).  

 

2.4 PROTEASES DE USO EM COSMÉTICOS 

 

De acordo com Orlandelli et al. (2012), as enzimas podem ser aplicadas com o 

intuito de facilitar ou dificultar as reações bioquímicas da pele, agindo como agentes 

reparadores, tratando algum problema já existente ou protetores, prevenindo futuros 
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danos. Podem, ainda, agir na remoção ou destruição de algumas estruturas da pele, 

dependendo do objetivo do uso. 

No campo da enzimocosmética, as enzimas agem direta e indiretamente. 

Combatem os radicais livres, protegem a pele de agentes externos, ou seja, atuam de 

forma a facilitar a penetração de substâncias ativas ou ainda estimulando ou inibindo 

atividades na pele, agindo sobre as enzimas já presentes na mesma (SIM, 2003; FOX, 

2005; ORLANDELLI et al., 2012).  

 As enzimas estão cada vez mais presentes nos produtos cosméticos, sendo 

inseridas em formulações cosméticas de higiene pessoal, esfoliação da pele, pomadas, 

cremes, produtos anti-sinais e até em cremes depilatórios. As proteases, por sua vez, 

agem hidrolisando as ligações peptídicas do colágeno, da queratina e da elastina 

presentes na pele (WILKINSON; MOORE, 1990; SIM et al., 2000; GUPTA et 

al.,2002).  

Proteases como a bromelina e a papaína, extraídas do abacaxi e mamão papaya, 

respectivamente, realizam uma suavização da pele, por meio da descamação, sendo 

utilizadas para realização de alisamento e peeling. Em casos de psoríase, acnes, 

remoção de cicatrizes, regeneração do epitélio, degradação da pele queratinizada,  

eliminação do calo humano e outras reações envolvendo a degradação enzimática da 

queratina, tem-se estudado a aplicação de proteases queratinolíticas, uma vez que elas 

agem sobre proteínas fibrosas e insolúveis, auxiliando também na cicatrização da pele 

lesionada (BRANDELLI et al., 2010, VIGNARDET et al., 2001; CHAO et al., 2007). 

Essas proteases agem renovando a epiderme mediante remoção de células mortas, pela 

sua ação queratinolítica, estando, assim, relacionadas com a renovação celular (LODS et 

al., 2000; SIM et al., 2000).  

De acordo com Werneck (2016), nos cosméticos, as proteases podem fazer 
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parte da composição do produto, estando presente na sua formulação ou exercendo a 

função de princípio ativo.  

Queratinases são um tipo de protease que degradam queratina. Existem estudos 

demonstrando a utilização de proteases para produzir hidrolisados enzimáticos de 

queratina com aplicação em cosméticos (WERNECK, 2016).    

Para a cicatrização da pele são empregadas proteases com características únicas 

que podem desencadear a degradação do colágeno (WATANABE, 2004). As 

colagenases agem sobre as fibras de colágeno e são empregadas em formulações 

cosméticas pelos benefícios na liberação desses peptídeos com atividade biológica na 

pele (TSURUOKA et al., 2003). 

 

2.4.1 Características físico-químicas das proteases de uso em cosméticos 

 

De acordo com Santos (1997) e Velasco (1999), a estabilidade da enzima, no 

produto cosmético, não deve alterar as condições normais de armazenamento do 

produto comercializado. De igual forma, os componentes presentes no produto 

cosmético não devem influenciar na atividade enzimática.  

Na formulação de enzimas, deve-se relacionar a enzima utilizada com a 

natureza do substrato, o meio de adição, a formulação e o pH do meio, considerando o 

pH de maior estabilidade da enzima e do local de aplicação (ALVES; MATTOS, 2012). 

As proteases mais utilizadas em cosméticos são a papaína e a bromelina, 

proteases de origem vegetal. A papaína é uma protease extraída do látex do mamão, 

ativa entre pH 5 e 9, sendo estável até 90°C na presença de substratos (RAO et al., 

1998). A bromelina é uma cisteína-protease, extraída do abacaxi, cujos estudos relatam 

sua ativação entre pH 5 a 9. Na produção do suco de abacaxi, ocorre um aquecimento a 
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60°C, mostrando sua característica termoestável. (LOURENÇO, 2013). Outros estudos 

já apresentaram uma temperatura de inativação a 70°C, mas, em relação à papaína, em 

termoestabilidade é inferior (RAO et al., 1998). 

 

2.4.2 Formulações cosméticas utilizando proteases 

 

Existem duas formas de uma formulação cosmética exercer seus efeitos: 

atuando na ação das enzimas contidas na sua própria formulação ou exercer efeito nas 

enzimas da pele, por meio de agentes específicos (ORLANDELLI et al., 2012).  

Um estudo comparativo (CAREGNATTO; GARCIA; FRANÇA, 2011) testou 

um esfoliante enzimático, chamado Renew Zyme®, extraído de uma enzima da romã, 

em relação a um esfoliante químico contendo ácido glicólico. Segundo Ribeiro (2006), 

o esfoliante enzimático tem capacidade de promover a renovação celular hidrolisando a 

queratina que forma a camada córnea da pele. Os resultados mostraram que Renew 

Zyme® apresentou mínima irritabilidade, gerando menor desconforto, sendo uma boa 

alternativa de tratamento para indivíduos com pele sensível, fotótipos de pele alto, 

pessoas alérgicas ao ácido glicólico e para peeling de verão.  

Uma loção cosmética desenvolvida por Sim et al., (2000) contendo 1% de 

conjugado de papaína com biopolímero solúvel apresentou mais eficácia do que o ácido 

lático 5% para esfoliação do estrato córneo da pele, sendo o ácido lático presente em 

esfoliantes populares.  

Outro produto enzimático usado em esfoliações e em peelings químicos, sendo 

menos irritante do que o ácido glicólico é o Zymo Lift®, da Gerbras Química 

Farmacêutica, composto por uma enzima proteolítica complexada com maltodextrina e 

agindo especificamente na renovação celular (O DEBATE, 2006).  
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O uso de proteases para cosmecêuticos é de grande interesse e potencial. Um 

exemplo de tal protease é a toxina botulínica A, indicada para espasmos musculares, 

porém sendo mais conhecida popularmente por sua função cosmética na redução de 

linhas de expressão (FORNBACKE; CLARSUND, 2013).  

A colagenase é uma protease com capacidade de hidrolisar os materiais 

colagenosos em tecidos necróticos e é usada no mercado na forma de pomada de 

colagenase. Uma das marcas conhecidas é a Santyl®, da Healthpoint Ltda (SHI, 2009). 

A Penzyme®, da Zymetch, é uma mistura das proteases tripsina e 

quimotripsina, que conseguem digerir as camadas externas da pele, sendo indicada para 

o tratamento da psoríase e outros usos dermatológicas (CHARLES, 2011).  

O uso das proteases bromelina e papaína, proteases de maior destaque na 

indústria cosmética, são consideradas de grande sucesso por marcas conhecidas 

mundialmente, como a RX Skin Therapy, dos EUA e Nature Busse, da Espanha. Essas 

proteases estão presentes em suas máscaras de peeling, clareamento facial e creme 

noturno e são uma alternativa para os esfoliantes ácidos (BONCOMPAGNI, 2012). 

Encontra-se, também, peelings à base dessas proteases, utilizados como alternativa aos 

peelings ácidos para peles mais sensíveis. Os peelings enzimáticos favorecem a 

penetração dos ativos de cremes e tratamentos, reduzindo a camada de queratina do 

rosto e dando a sensação de frescor à pele (ALVES; MATOS, 2012).  

 

 

2.4.3 Indústria nacional de produção de proteases 

 

O desenvolvimento tecnológico no Brasil ainda é limitado quando comparado 

ao mercado exterior, o que entrava o aumento da produção de enzimas brasileiras e sua 

colocação no mercado externo. Porém os fatores que dificultam a produção de enzimas 
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no Brasil vêm sendo vencidos com novas leis e parcerias principalmente entre o setor 

privado e as universidades (MONTEIRO; SILVA, 2009). 

Politzer e Bon (2006) relatam que é necessário um maior aprofundamento das 

tecnologias específicas para produção enzimática em nível industrial, utilizando-se da 

biodiversidade como fonte de biocatalisadores, uma vez que o Brasil possui uma fonte 

inesgotável de recursos naturais.  

A biodiversidade brasileira deve ser aproveitada pela biotecnologia enzimática 

para produção de enzimas nos mais variados setores industriais, trazendo mais 

visibilidade e colocando o Brasil no mercado exterior como exportador de enzimas, não 

somente como importador. Embora pequeno em relação mercado mundial de enzimas, o 

Brasil tem enorme potencial de crescimento, graças à nossa biodiversidade de solo, de 

fauna, flora e disponibilidade de resíduos agroindustriais (CANTO; MENEZES, 1995; 

MUSSATTO; FERNANDEZ; MILAGRES, 2007). Pesquisas indicam que, no Brasil, 

existem cerca de 55.000 espécies catalogadas e mais de 550.000 estimadas, algumas 

encontradas somente em território brasileiro. Sendo uma enorme fonte de substâncias 

com inúmeras aplicações biotecnológicas (BORGES; SCLIAR; ALMEIDA, 2003). 

O Brasil ainda é um país majoritariamente importador de enzimas. Em 2008 

importou aproximadamente 7,2 mil toneladas de enzimas industriais, gerando um total 

de US$72,5 milhões e exportou 4,5 mil toneladas, aproximadamente US$30,5 milhões 

(MONTEIRO; SILVA, 2009). Em busca desse crescimento em relação ao mercado 

exterior, em 2007, o Brasil instituiu uma política de Desenvolvimento da Biotecnologia 

PDB, que inclui a produção e o uso industrial de enzimas no Brasil (Decreto nº 6.041, 

de 8 de Fevereiro de 2007) (MONTEIRO; SILVA, 2009). 
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Politzer e Bon (2006), em dados de 2005, mostram que o Brasil é o país mais 

expressivo da América Latina no comércio de enzimas. Embora essa representatividade, 

em nível mundial, seja pequena (apenas 3,4% da demanda), 60% dela é brasileira. 

Em relação ao mercado internacional, movimentamos em torno de US$147 

milhões, sendo 86% em importação. A pequena exportação brasileira, cerca de 14% do 

que movimentamos,  mostra um atraso tecnológico e estratégico na produção de 

catalisadores enzimáticos (POLITZER; BON, 2006).  

Das empresas produtoras de enzimas no Brasil, duas se destacam, são elas: 

Novozymes Latin América Ltda, oriunda da unificação da dinamarquesa Nordisk 

Gentofte A/S e a brasileira Novo Industri A/S, que iniciou suas atividades no Brasil em 

1975, localizada em Araucária/PR, e Bioenzima Indústria e Comércio Ltda, localizada 

em Caruaru/PE (NOVOZYMES, 2017; FARIAS, 2008). Essas empresas produtoras 

fornecem enzimas para diversos setores industriais.  

O mercado brasileiro de cosméticos e produtos de cuidados pessoais ocupa a 

terceira posição mundial em venda de cosméticos e tem pretensão de, até 2020, atingir a 

segunda posição, ficando atrás apenas dos Estados Unidos (ABIHPEC, 2016). 

Existem aproximadamente 2.599 empresas brasileiras no mercado de produtos 

de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos, sendo 20 de grande porte (ABIHPEC, 

2016). A Figura 1 ilustra como estão distribuídas essas empresas no território brasileiro. 
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Figura 1 - Representação da distribuição de empresas de cosmético no território 

brasileiro.  

Fonte: ABIHPEC, 2016.  

 

2.5 PROTEASES DE ORIGEM FÚNGICA 

 

Os fungos têm a capacidade de crescer sob diversas condições ambientais de 

tempo, temperatura, pH, são suscetíveis a diferentes nutrientes do meio do bioprocesso 

e seu micélio é mais facilmente removido (ALVES et al., 2005; HAQ et al., 2006, 

MUTHULAKSHMI et al.,2011). Para Germanoa et al.(2003) e Hajji et al.(2010), as 

proteases produzidas por fungos se destacam das outras por serem mais facilmente 

processadas, produzindo, no meio extracelular, concentrações enzimáticas altas, 

tornando mais fácil a sua recuperação, o que é industrialmente interessante.  

Os fungos produzem enzimas com características mais amplas que as bactérias. 

Enzimas proteolíticas ativas numa larga faixa de pH, tendo características ácidas, 

neutras ou alcalinas, apresentando inúmeros substratos específicos, porém sua 
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termotolerância é menor e a taxa de reação é mais baixa do que a dos extratos 

proteolíticos bacterianos (RAO et al., 1998).    

De acordo com Kosalkova et al. (2012), os fungos secretam proteínas 

funcionais com correto enovelamento, apresentando um crescimento rápido em 

comparação com outras células eucarióticas, e são capazes de realizar modificações pós-

traducionais, sendo a sua produção de proteínas mais atrativa do que a das 

bactérias,possuindo algumas espécies já a certificação GRAS (Generally Recognized as 

Safe), que é um dos requisitos da indústria alimentícia. 

Fungos filamentosos são produtores não só de enzimas como também de 

alcalóides, antibióticos, ácidos orgânicos e polissacarídeos e são usados em muitos 

processos industriais (VAN DEN HOMBERGH et al., 1997; WARD, 2011). Seu 

sucesso em aplicações industriais se dá por sua maleabilidade metabólica (EL-

ENSHASY, 2007). Fatores de crescimento como temperatura, fonte de carbono e 

nitrogênio são essenciais para um melhor desenvolvimento de proteases a partir de 

fungos filamentosos, uma vez que muitas proteases só são produzidas com esses fatores 

presentes em meio de cultura (BAZARZHAPOV et al., 2006). 

Fungos filamentosos podem se desenvolver em meio de cultura de baixo custo 

e mesmo assim produzir grandes quantidades de enzimas proteolíticas (HERNÁNDEZ-

MARTÍNEZ et al., 2011). Entre os fungos filamentosos mais conhecidos estão as 

espécies de Mucor michie, Trichodermai reesei e as várias espécies de Aspergillus, 

como A. flavus, A. oryzae e A. niger (MALATHI; CHAKRABORTY, 1991; BON; 

FERRARA; CORVO, 2008; KRANTHI; RAO; JAGANMOHAN, 2012).  

Várias proteases microbianas do gênero Aspergillus são produzidas em 

escala industrial (WU et al., 2006), pois altos níveis de enzimas são secretadas em seu 

próprio meio de crescimento, o que é atrativo para as indústrias.  
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Espécies de fungos do gênero Mucor podem produzir proteases aspárticas no 

meio de cultivo, mas com baixa atividade proteolítica (M. pusillus e M. miehei). 

Enquanto outras espécies produzem proteases extracelulares, usando a glicose como 

substrato (M. circinelloides) (ANDRADE et al., 2002). 

Espécies do gênero Penicillium têm grande aplicabilidade industrial na 

produção de protease. Produzindo enzimas proteolíticas alcalinas e ácidas, em diferentes 

tipos de meios (IKRAM-UL-HAQ; MUKHTAR, 2007). 

SOUTO e ROSA (2015) relatam que o interesse pelos fungos termófilos 

aumentou em consequência do uso de fungos como produtores enzimáticos e a 

descoberta de enzimas termoestáveis, que são importantes no processo industrial 

(ZANOELO et al., 2004). Fungos termófilos são produtores de enzimas termoestáveis, 

possuindo uma temperatura ótima de crescimento, entre 40 ºC e 50 ºC (GOMES et al., 

2007).  

  

2.6. BIOPROCESSOS PARA PRODUÇÃO DE PROTEASES POR FUNGOS 

 

Bioprocesso é o desenvolvimento de processos enzimáticos e fermentativos, 

tendo variadas finalidades, como aproveitamento de resíduos e obtenção de co-produtos, 

obtenção de compostos bioativos de interesse, para o desenvolvimento de insumos, 

avaliação de micro-organismos (EMBRAPA, 2017). É importante o controle dos fatores 

externos do bioprocesso, como pH e temperatura, para assegurar a manutenção das 

condições ótimas de cultivo do micro-organismo produtor e também da atividade 

biológica da enzima, uma vez que elas podem vir a sofrer desnaturação quando 

submetidas a determinadas condições ambientais. Mesmo a maioria dos processos de 

produção de enzimas sendo aeróbicos, em alguns casos, a concentração de oxigênio 
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também tem efeito marcante no crescimento celular e na síntese de enzimas (BON et 

al., 2008). 

Os micro-organismos tem um manuseio fácil e rápido crescimento, não 

exigindo grandes espaços para a produção de suas enzimas peptídicas (WU et al., 

2006). As proteases microbianas fúngicas são produzidas por meio de bioprocessos 

fermentativos. 

Os micro-organismos apresentam características diferentes e cada um reage 

de acordo com as condições físico-químicas que forem oferecidas nos meios para a 

produção de peptidases (SANDHYA et al.,2005). Os diferentes tipos de bioprocessos 

geram respostas diferentes em relação à produção de proteases, em virtude de 

mudanças nas características de cada meio (AGRAWAL et al., 2004; HAJJI et al., 

2008). 

Basicamente, são usados dois tipos de bioprocessos na produção de enzimas 

fúngicas, cada um apresenta diferentes características e vantagens, são eles: 

Bioprocesso ou fermentação submersa e bioprocesso ou fermentação em estado 

sólido, sendo a fermentação submersa a mais usada industrialmente (BON et al., 

2008). Neste trabalho, será usado o meio de fermentação submersa, portanto o 

enfoque aqui será maior nesse bioprocesso.  

A fermentação submersa (FS) é um processo em que um micro-organismo é 

inoculado em meio líquido, desenvolvendo-se na presença de água livre com fontes de 

nutrientes solúveis (WOICIECHOWSKI, 1997; FEITOSA, 2009). Nesse processo, 

estão presentes fermentadores controlados em relação a agitação, aeração, pH, 

concentração de oxigênio, temperatura e outros fatores. Como os nutrientes estão 

dissolvidos no meio, a absorção de nutrientes pelo micro-organismo é mais acessível 

(ROVEDA, 2007).  No Ocidente, é a técnica mais utilizada para produção de enzimas, 
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por ser um processo mais facilmente controlado, também na obtenção extracelular das 

enzimas (FEITOSA, 2009).  

Upstream são os processos realizados antes de se iniciar a fermentação 

propriamente dita. Nesta etapa, a cultura de estoque dos micro-organismos que serão 

utilizados é inoculada em frascos laboratoriais que serão mantidos em agitação até ser 

atingida a fase decrescimento exponencial média ou tardia. 

A FS em escala industrial é realizada em fermentadores fechados com 

capacidade para grandes volumes, equipados com dispositivos que permitem a entrada 

de ar estéril, agitadores e mecanismos de controle de temperatura, onde é possível, se 

necessário, a esterilização do meio por injeção de vapor ou mediante o calor gerado por 

serpentinas (MALAJOVICH, 2004; ELLAIAH, 2004). Já para a FS realizada em 

ambiente laboratorial, para pesquisas, por exemplo, são utilizados frascos e agitadores 

de bancada (PINHEIRO, 2006).    

Os meios de cultivo utilizados são formulados de acordo com o objetivo da 

pesquisa. Para a produção de enzimas por micro-organismos são necessários, ao meio 

de cultura, elementos minerais e elementos que funcionem como constituintes de 

enzimas e coenzimas (JENNINGS, 1988), podendo ser preparado a partir de compostos 

sintéticos ou de matérias-primas naturais, desde que contenham fatores que possibilitem 

seu crescimento, como fonte de carbono, nitrogênio e micronutrientes. Além disso, é 

essencial uma fonte indutora de produção enzimática, que varia de acordo com a enzima 

que está sendo estudada (SANT’ANNA JUNIOR, 2001; SENA, 2006; SOUZA, 2008).  

A fermentação em estado sólido (FES) é um processo em que o crescimento 

microbiano e a formação de produto ocorrem em substratos sólidos na ausência ou 

quase ausência de água, mas é necessário que os substratos contenham algum teor de 

umidade, caso contrário seria difícil que as reações ocorressem (MONTEIRO; SILVA, 
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2009). É uma técnica milenar no Oriente, principalmente na Ásia. Possivelmente, é o 

método mais antigo utilizado pelo homem (IGNATIUS, 2002; VARGAS, 2004). 

O fato da ausência parcial ou total de água gera uma condição de crescimento 

que tenta se aproximar ao máximo do ambiente natural dos fungos. Neste tipo de 

fermentação, os substratos sólidos atuam como fonte de carbono e energia 

(RODRIGUES, 2005; PANDEY; SOCCOL; LEON, 2001; SILVA et al., 2005). 

A FES pode ser realizada de três formas: em colunas recheadas com circulação 

de líquido; com agitação ocasional ou contínua; ou até sem agitação mecânica. 

Tradicionalmente, usam-se produtos agrícolas e alguns substratos não convencionais 

(MITCHELL et al., 2000; PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000; KRISHNA, 2005; 

COUTO; SANROMÁN, 2006). 

Na FES, semelhante à FS, segue-se os seguintes passos: Seleção das matérias-

primas que serão utilizadas, preparação antecipada do substrato no meio sólido e do 

inóculum específico, a etapa da fermentação em si, seguida do seu controle, separação e 

purificação exaustiva do extrato obtido (ZADRAZIL; PUNIA, 1995; SANTOS et al., 

2006). 

 

2.7 CARACTERÍSTICAS DAS PROTEASES DE ORIGEM FÚNGICA 

 

De acordo com Rao et al. (1998), os fungos filamentosos podem produzir 

proteases do tipo ácidas, alcalinas, serina proteases e metaloproteases. 

Ainda de acordo com os pesquisadores, proteases alcalinas fúngicas são 

utilizadas na indústria alimentícia para modificação de proteínas alimentares, já as 

ácidas são úteis na indústria de queijos, pelos valores de pH e temperaturas estreitos, 
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sendo estáveis entre pH 2,5 e 6, com pH ótimo entre 4,5 e 5. Proteases neutras (pH 7) 

são metaloproteases podendo ser inibidas por agentes quelantes.  

Tendo em conta a atividade de peptidase associada e a sua função específica na 

hidrolização de ligações de aminoácidos hidrofóbicas, as proteases neutras fúngicas 

complementam a ação das proteases de origem vegetal, animal e bacteriana na redução 

do amargor dos hidrolisados de proteínas alimentares.  

Na tabela 1, são apresentadas algumas características das proteases de origem 

fúngica. 

Tabela 1 - Propriedades de algumas proteases fúngicas 

Fungos Bioprocesso 
PH ótimo / 

estabilidade 

Temperatura 

ótima  

Tipo de 

protease 

Tipo de 

substrato 

Aspergillus 

awamori 
FS 5.0 55 ° C 

Protease 

ácida 
Farelo de trigo 

Aspergillus 

clavatus ES1 
FS 8,5 50 ° C 

Protease 

alcalina 

Farelo de trigo, 

farinha de peixe 

Aspergillus 

flavus 
FS 7,5-9,5 32 ° C 

Protease 

alcalina 
Farelo de trigo 

Aspergillus 

flavus 
FS 7,5 45 ° C 

Serina 

alcalina 
Farelo de trigo 

Aspergillus 

flavus 
FS 7,0 36 ° C 

Protease 

alcalina 

Farelo de trigo, 

proteína de soja 

Aspergillus 

fumigates 
FS 8,0 50 ° C 

Serina 

protease 
Farelo de trigo 

Aspergillus 

niger 
FS 4,0 30 ° C 

Protease 

ácida 
Arroz 

Aspergillus 

niger 
FS 3,0 27 ° C - 

Extracto de 

levedura, 

extracto de 

malte, peptona e 

dextrose 

Aspergillus 

oryzae IAM2

704 

FS 7,0 30 ° C 
Protease 

neutra 
Caseína, glicose 

Aspergillus 

oryzae MTC

C 5341 

FES 6.3 55 ° C 
Aspartato 

protease 

Farelo de soja, 

Leite desnatado 

Aspergillus 

oryzae 

NCIM 649 

FES 7,0 36 ° C 
Protease 

alcalina 

Farelo de trigo, 

proteína de soja 

Aspergillus FES 8,0 40 ° C Serina Farelo de trigo 
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Fungos Bioprocesso 
PH ótimo / 

estabilidade 

Temperatura 

ótima  

Tipo de 

protease 

Tipo de 

substrato 

parasiticus protease 

Aspergillus 

ustus 
FS 9,0 45 ° C 

Serina 

protease 
Leite desnatado 

Beauveria sp.

 MTCC 5184 
FS 6,5-7,5 28 ° C 

Serina 

protease 
Bolo de mostarda 

Fusurium 

oxysporum 
FS 8,0 45 ° C 

Protease 

tipo 

tripsina 

Gelatina 

Mucor 

circinelloides 
FS 5.2 25 ° C - Glicose 

Myceliophtho

ra sp. 
FS / FES 7,0 / 9,0 50 ° C 

Protease 

alcalina 

Caseína, farelo 

de trigo 

Penicillium s

p. 
FES 6,0 - 9,0 45 ° C 

Serina 

protease 

Soja 

desengordurada 

Penicillium s

p. 
FES 7,0 36 ° C 

Protease 

alcalina 

Farelo de trigo, 

proteína de soja 

Penicillium 

camemberti 
FS 3,4 50 ° C 

Protease 

ácida 
- 

Fonte: Adaptado de Souza (2015) 
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3 OBJETIVOS 

 

Geral: 

Produzir e caracterizar proteases de fungos isolados de amostras de solo da 

região amazônica. 

 

Específicos: 

- Identificar taxonomicamente os isolados de solo utilizados nesta pesquisa; 

- Selecionar fungos produtores de proteases; 

- Investigar a influência das condições de cultivo; 

- Caracterizar a atividade da protease    
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

O fluxograma abaixo, figura 2, mostra como o estudo foi conduzido. 

 

 
  

Figura 2 – Fluxograma das etapas do trabalho. 

 

4.1 MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS  

 

Os micro-organismos utilizados nesse estudo foram isolados do solo da  Reserva 

Florestal Adolpho Ducke e do Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (INPA) 

durante o projeto de pesquisa intitulado “Projeto Jamur - Prospecção de fungos 

amazônicos produtores de pigmentos e enzimas para aplicação cosmética (2012-2016)” 

em parceria com a NATURA COSMÉTICOS S.A e encontram-se preservados em meio 
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BDA sob óleo mineral esterilizado na coleção microbiológica do laboratório de 

Micologia do INPA.  

 

4.2 SELEÇÃO DE FUNGOS PRODUTORES DE PROTEASES 

 

Os isolados retirados da coleção microbiológica foram submetidos ao processo 

de fermentação submersa, onde inoculou-se 104 esporos/mL em Erlenmeyers (125 ml), 

contendo 50 mL do meio de cultivo indutor da produção da enzima, meio Manachini 

com adaptações (MANACHINI; FORTINA; PARINI, 1987; TEIXEIRA, 1994).  

O meio indutor de proteases foi constituído de gelatina 10g/L, extrato de 

levedura 1 g/L; Na2HPO4  0,9 g/L; KH2PO4 2 g/L; MgSO4.7H2O 0,1 g/L e (NH4)SO4 1 

g/L.  

Os cultivos foram mantidos sob agitação orbital (100 rpm) por 72 horas. Para a 

remoção das células, o meio de cultura foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min e o 

sobrenadante livre de células foi utilizado para dosagem da atividade enzimática. A 

Figura 3 ilustra o procedimento realizado para a seleção dos fungos produtores de 

protease.
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      Figura 3 – Etapas envolvidas na seleção dos produtores de proteases. 

 

A quantificação das proteases foi realizada utilizando azocaseína como 

substrato e ácido tricloroacético (TCA) como agente de precipitação como descrito por 

Charney e Tomarelli (1947), com algumas modificações descritas a seguir. Mistura-se 

150 µL de caldo da cultura com 250 µL de uma solução de azocaseína a 1% (p/v) em 

tampão Tris-HCl 1M (pH 7,2). A reação é incubada a 30 ºC por 60 minutos. Após esse 

período, a reação é paralisada pela adição de 1200 uL de TCA 10%. Em seguida, a 

mistura é centrifugada a 15.000 rpm, a 4 ºC por 10 min. Do sobrenadante são retirados 

800 µL e adicionados 1400 µL de NaOH 1M. Todas as amostras possuem um controle, 

que foi preparado da mesma forma que a amostra reacional, porém o TCA deve ser  

imediatamente adicionado à reação, bloqueando a atividade enzimática. Realiza-se a 

leitura numa absorbância de 440 nm (MOREIRA et al., 2001; KIRSCH et al., 2012)..  

Definiu-se que uma unidade refere-se a quantidade da enzima requerida para 

produzir um aumento de abs 0,001 a 440nm por min, como mostra a equação abaixo: 
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UI/mL= (AbsTeste420-AbsBranco420) x 29,15   x 1000 

T  

Onde: 

29,15 = Fator de diluição 

T= Tempo de incubação 

1000 = Fator de conversão de Abs em UI 

 

 

4.3 INFLUÊNCIA DAS VARIÁVEIS DE BIOPROCESSO NA PRODUÇÃO DAS 

PROTEASES 

 

Os isolados destacados no item anterior foram investigados nas  etapas seguintes 

do trabalho. Realizou-se análises da influência de fontes de carbono e nitrogênio e 

também da influência da agitação e do inóculo. As condições do bioprocesso são as 

mesmas já descritas (Item 4.2), com as adaptações para se determinar a influência das 

variáveis de bioprocesso (KIRSCH et al., 2012).  

 

4.3.1 Influência da fonte de carbono e nitrogênio 

 

Avaliou-se a influência de diferentes fontes de carbono (10 g/L) e nitrogênio (1 

g/L) na produção de proteases pelos micro-organismos Fusarium INPA 6 e Aspergillus 

INPA 154. As condições experimentais foram as mesmas descritas no item anterior 

(4.2) sendo que, cada substrato investigado foi avaliado de forma univariada. As fontes 

de carbono investigadas foram gelatina, leite desnatado, sacarose, maltose e xilose e as 

fontes de nitrogênio foram peptona, extrato de levedura, extrato de carne e nitrato de 

sódio (KIRSCH et al., 2012).  

 

4.3.2 Influência do pH, agitação e inóculo 

 

 Com a finalidade de investigar a influência de fatores no bioprocesso foi 

investigada de forma univariada a influência do pH, agitação e inóculo na produção das 
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proteases. Agitações orbitais investigadas foram: 0, 90, 100, 120 e 150 rpm; as 

concentrações de inóculum investigadas foram: 1x102; 1x103; 1x104 e 1x105 

esporos/mL; e os pH iniciais do meio (ajustado com soluções 0,1 N de NaOH e de HCl) 

investigados foram: 4, 5, 6, 7 (KIRSCH et al., 2012). 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DAS PROTEASES  

Realizou-se repetidos bioprocessos com os níveis otimizados dos fatores 

investigados no item 4.3.  

A enzima foi caracterizada para determinação do seu pH ótimo e temperatura 

ótima.  

 

4.4.1 Influência do pH 

 

O pH ótimo foi determinado do mesmo método já descrito na metodologia para 

quantificação das proteases (item 4.3), porém variou-se os tampões onde a azocaseína 

foi solubilizada. Foram utilizados os seguintes tampões: acetato de sódio 0,2 M (pH 5), 

tampão citrato fosfato 0,1M (pH 6 a 7) e tampão tris-HCl (pH 8 a 9). A determinação 

foi verificada de acordo com Cavello et al., (2013) com algumas modificações. Todos 

os testes foram realizados em triplicata.   

 

4.4.2 Influência da temperatura 

 

Para determinação da temperatura ótima, utilizou-se a metodologia já descrita 

para quantificação das proteases (item 4.3), porém variando-se as temperaturas de 

incubação. As temperaturas testadas variaram na faixa de 30 °C a 80 ºC. A 
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determinação foi verificada de acordo com Cavello et al., (2013) com algumas 

modificações. 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e suas médias e desvio 

padrão calculados para cada uma das determinações realizadas. Para comparação das  

variâncias foi utilizado teste de ANOVA suplementado pelo teste paramétrico “t”, com 

intervalo de confiança de 95%. 
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5 RESULTADOS  

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de artigo, de acordo 

com as normas da revista científica Biotchenology Journal International, a qual será 

submetido. 
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RESUMO 

Enzimas proteolíticas fazem parte do grupo das hidrolases, pois elas clivam ligações 

peptídicas nas proteínas, promovendo a hidrólise das cadeias peptídicas, ou seja, 

envolvem uma molécula de água na sua reação. Têm ampla utilização comercial e 

industrial e podem ser obtidas de variadas fontes, tendo as de origem fúngica vantagens 

por poderem ser obtidas em grandes quantidades, de forma padronizada e sem causar 

danos ambientais. O objetivo deste estudo foi avaliar a produção e caracterizar 

parcialmente proteases de fungos isolados de amostras do solo da região amazônica. Os 

fungos que mais se destacaram na triagem inicial foram identificados morfologicamente 

e codificados como Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154, apresentando atividades 

de 97 e 54 UI/mL, respectivamente. A produção das enzimas proteolíticas foi realizada 

por fermentação submersa com meio indutor de enzima (caldo Manachinni). A 

atividade proteolítica foi determinada e caracterizada parcialmente utilizando como 
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substrato base a azocaseína. A otimização da protease demonstrou que os fatores 

presentes no bioprocesso exercem influência na atividade da protease, tendo os fungos 

deste estudo alcançado melhores resultados na presença de gelatina e extrato de 

levedura como fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente, em uma agitação a 120 

rpm, com a concentração de células/mL a 104 e pH inicial do meio na faixa de 6, 

havendo proporcionado uma protease com maior atividade na faixa de pH 8 e 

temperatura a 50 ºC. Estes resultados indicam que o bioprocesso com fungos 

amazônicos é uma interessante possibilidade na pesquisa de novas fontes de proteases, 

com um forte apelo sustentável e econômico.  

 

Palavras-chave: Fungos amazônicos; enzimas proteolíticas; bioprocesso; influência de 

variáveis. 

 

1. INTRODUÇÃO  

As proteases são enzimas que clivam ligações peptídicas nas proteínas, promovendo a 

hidrólise das cadeias peptídicas. São o grupo de enzimas hidrolíticas de maior interesse 

industrial, sendo responsável pela maioria dos investimentos nessa área. São utilizadas 

nas indústrias alimentícia, têxtil, de detergentes, couro e cosméticos e farmacêutica 

(BARRETT, 1994; BARRETT et al., 2001). Dos mais de US$3 bilhões que o mercado 

mundial de enzimas movimenta 60% correspondem às proteases (ABIDI et al., 2011; 

SAVITHA et al., 2011; SOUZA et al., 2015).  

Na indústria farmacêutica e cosmética, as proteases de diversas origens são usadas 

desde o diagnóstico clínico e terapêutico, produção e desenvolvimento de 

medicamentos, como também no tratamento cosmético, estando presente em 

preparações esfoliativas, peelings, cremes para estrias, redutores de sinais, loções 

depilatórias entre outros (MONTEIRO, SILVA, 2009).  

Proteases de interesse comercial podem ser oriundas de fontes como plantas, animais, 

micro-organismos, tendo as os fungos vantagens em termos de produção, associadas ao 

cultivo contínuo e rápida reprodução desses micro-organismos, o que industrialmente 

interessante (RANGEL-YAGUI et al., 2004).  

Na Amazônia, embora muito explorada biotecnologicamente, por seu conhecido 

potencial, não se encontram numerosos trabalhos publicados com fungos produtores de 

proteases da nossa região, menos ainda com apelo cosmético. Proteases de interesse da 

indústria de cosméticos podem ser produzidas em escala industrial por meio de 

bioprocessos-fermentações utilizando o micro-organismo.  

A produção de proteases isoladas de amostras de solo da região amazônica pode 

contribuir no desenvolvimento e expansão de produtos regionais, com valorização do 

produto nacional. Fatores que podem influenciar a capacidade de produção de enzimas 

por fungos são muito estudados, uma vez que são fundamentais para o desenvolvimento 

desses micro-organismos e podem alterar todo o restante do processo. Nesse contexto, 

este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar proteases de fungos isolados de 

amostras de solo da região amazônica. Foram realizados: (i) seleção de fungos 

produtores de protease, (ii) investigação da influência das condições de cultivo, e (iii) 

caracterização parcial das enzimas estudadas.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Micro-organismos utilizados 

Os micro-organismos utilizados neste estudo foram isolados do solo da  Reserva 

Florestal Adolpho Ducke e do Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (INPA) 

durante o projeto de pesquisa intitulado “Projeto Jamur - Prospecção de fungos 

amazônicos produtores de pigmentos e enzimas para aplicação cosmética (2012-2016)” 

em parceria com a NATURA COSMÉTICOS S.A e estavam preservados em meio 

BDA sob óleo mineral esterilizado na coleção microbiológica do laboratório de 

Micologia do INPA.  

2.2 Seleção de fungos produtores de proteases 

Após a reativação dos fungos, uma suspensão de 104 esporos/mL foi preparada e 

inoculada em frascos de Erlenmeyer (125 mL) com 50 mL de meio indutor Manachinni 

contendo gelatina 10g/L; extrato de levedura 1 g/L; Na2HPO4  0,9 g/L; KH2PO4 2g/L; 

MgSO4.7H2O 0,1 g/L e (NH4)SO4 1 g/L. Os frascos foram mantidos sob agitação orbital 

a 100 rpm à temperatura ambiente para que ocorresse o processo de fermentação 

submersa. Após 72 horas o meio de cultura foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min.  

A atividade proteolítica foi determinada em 150 µl do caldo enzimático adicionados a 

250 µl de azocaseína 1%, em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,2. As amostras foram 

incubadas a 30 ºC com ausência de luz. Após 1 hora de reação, adicionou-se às 

amostras 1200 µl de ácido tricloroacético 10% (TCA), a fim de paralisar a reação. As 

amostras foram centrifugadas a 15000 rpm a 4 ºC por 10 min. Homogenizou-se 800 µl 

do sobrenadante em 1400 µl de NaOH 1M. Em espectrofotômetro, leu-se a absorbância 

das amostras a 440 nm. Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a 

quantidade da enzima requerida para produzir um aumento de abs 0,001 a 440nm por 

min (CHARNEY E TOMARELLI, 1947; MOREIRA et al., 2001; KIRSCH et al., 

2012).  

 

2.3 Influência das variáveis de bioprocesso na produção das proteases 

Investigou-se, de forma univariada, a influência das variáveis presentes no bioprocesso, 

a fim de se ter uma otimização do processo fermentativo e melhores condições para 

expressão enzimática. 

 

2.3.1 Influência da fonte de carbono e nitrogênio 

Diferentes fontes de carbono (10 g/L) e nitrogênio (1 g/L) foram avaliadas na produção 

de proteases pelo micro-organismo selecionado. As fontes de carbono investigadas 

foram gelatina, leite desnatado, sacarose, maltose e xilose e as fontes de nitrogênio 

foram peptona, extrato de levedura, extrato de carne e nitrato de sódio. As condições 

experimentais foram as mesmas descritas na seleção de fungos produtores de protease.  
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2.3.2 Influência do pH, agitação e inóculo 

Investigou-se a influência do pH, agitação e inóculo na produção das proteases. 

Agitações orbitais investigadas foram: 0, 90, 100, 120 e 150 rpm; as concentrações de 

inóculo investigadas: 1x102; 1x103; 1x104 e 1x105 esporos/mL; e os pH iniciais do meio 

(ajustado com soluções 0,1 M de NaOH e de HCl) investigados foram: 4, 5, 6, 7. 

 

2.4 Caracterização parcial da enzima 

Para uma caracterização mínima da protease estudada, após a avaliação da investigação 

das variáveis do item anterior, realizara-se repetidos bioprocessos com os níveis já 

otimizados e analisou-se o efeito do pH e temperatura na atividade proteolítica.  A faixa 

de pH estudada variou de 5 a 9 com a solubilização do substrato em tampão acetato de 

sódio 0,2 M (pH 5), tampão citrato fosfato 0,1M (pH 6 a 7) e tampão tris-HCl (pH 8 a 

9). A temperatura foi avaliada na faixa de 30 a 80 ºC. Determinou-se a atividade das 

proteases da mesma forma já citada na seleção de fungos produtores.  

 

2.5 Análise estatística 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e calculados a média e o desvio 

padrão para cada uma das determinações. Utilizou-se, na avaliação das variáveis, o teste 

de ANOVA suplementado pelo teste paramétrico “t”, com intervalo de confiança de 

95%. 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Seleção do produtor de proteases 

Uma triagem com 200 isolados foi realizada com a finalidade de selecionar um produtor 

de altas concentrações de proteases entre os isolados investigados. Para tanto, avaliou-se 

a produção e quantificação de proteases em bioprocesso subsmerso. Somente 11 

isolados destacaram-se produzindo atividades proteolíticas maiores que 50 UI/mL e, 

entre esses, deve-se destacar os isolados Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154 que 

produziram, atividades de 97 e 54 UI/mL, respectivamente, e foram escolhidos para 

serem utilizados nas demais etapas do presente trabalho. 

 

3.2 Otimização das fontes de Carbono e nitrogênio 
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A influência de substratos foi investigada com a finalidade de aumentar a produção de 

proteases por Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154. Substratos principais (10 g/L) 

e substratos secundários (1g/L) foram avaliados em bioprocesso submerso (Fig 1).    

 

Fig. 1. Influência de diferentes substratos principais (10 g/L) e secundários (1 g/L) 

na produção de proteases pelos isolados Fusarium INPA6 (A, C) e Aspergillus 

INPA154 (B, D). As médias apresentadas com letras semelhantes não apresentam 

diferença estatística pelo método paramétrico “t” (nível de confiança de 95%). 

 

Gelatina foi o substrato principal mais adequado para a produção da enzima por 

Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154. Extrato de levedura foi o substrato 

secundário mais adequado para Fusarium INPA 6 e todos os substratos secundários 

investigados (extrato de levedura, peptona, extrato de carne e nitrato de sódio) 

resultaram em atividades proteolíticas similares para Aspergillus INPA 154. 

 

3.3 Otimização do pH, inóculo e agitação 
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Investigou-se a influência de fatores de bioprocessos como pH inicial, agitação orbital e 

tamanho de inóculo na produção da atividade proteolítica por Fusarium INPA6 e 

Aspergillus INPA154. Ensaios em bioprocessos submersos foram realizados 

investigando-se a influência desses fatores de forma univariada (Fig. 2).  

 

Fig. 2. Influência do pH, agitação orbital e tamanho de inóculo na produção de 

proteases pelos isolados Fusarium INPA6 (A,C,E) e Aspergillus INPA154 (B,D,F). 

As médias apresentadas com letras semelhantes não apresentam diferença 

estatística pelo método paramétrico “t” (nível de confiança de 95%). 
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Nas condições experimentais, o pH 6 foi o mais adequado para a produção de proteases 

por Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154. Agitação orbital entre 100-120 rpm 

foram as mais adequadas. O inóculo inicial de 1x104 células/mL foi o mais adequado 

para ambos os fungos obterem as maiores atividades proteolíticas.  

3.4 Temperatura e pH ótimos da enzima 

As características de pH e temperatura das enzimas produzidas por Fusarium INPA6 e 

Aspergillus INPA154 foram investigadas e estão apresentadas na Fig. 3. 

Fig. 3. pH e temperaturas ótimas das proteases produzidas por Fusarium INPA 6 

(A, C) e Aspergillus INPA 154 (B, D). As médias apresentadas com letras 

semelhantes não apresentam diferença estatística pelo método paramétrico “t” 

(nível de confiança de 95%). 

As proteases produzidas por ambos os fungos possuíram pH ótimo entre 7-8 e uma 

temperatura ótima ao redor de 50 oC.  
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3.5 Cinética com as condições otimizadas 

Um experimento de cinética foi realizado nas condições otimizadas para a produção de 

proteases por Fusarium INPA6 e Aspergillus INPA154. Na Fig. 4, pode-se observar a 

atividade de proteases ao longo do tempo. As atividades máximas e produtividade da 

enzima foram observadas em 72h. 

 

Fig. 4. Produção de proteases por Fusarium INPA6 (A) e Aspergillus INPA154 (B) 

ao longo do tempo de bioprocesso (Cinética 120h)  

 

4 DISCUSSÃO 

 

Foi realizada uma triagem de fungos isolados de amostras de solo da região amazônica 

onde os isolados Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154 destacaram-se na produção 

de proteases. Em adição, foram realizados estudos de otimização da produção de 

proteases por esses isolados destacados. Isolados regionais produtores de proteases são 

de interesse industrial em cosmetologia, alimentos e ambiente (de Souza et al., 2015; 

Corrêa et al., 2014). Regionalmente, um fungo produtor pode resultar em um novo 

produto biotecnológico e, em mais amplo aspecto acadêmico-tecnológico, o achado de 

grandes produtores pode resultar no aumento de alternativas biotecnológicas para a 

produção de proteases.     

O presente trabalho iniciou com uma varredura de fungos produtores de proteases, 

isolados de amostras de solo e mantidos na coleção de micro-organismos do INPA. Os 

micro-organismos investigados eram de diferentes gêneros, sendo que os mais 

representativos foram Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Fusarium e Mucor.  

Especificamente, os isolados Fusarium INPA6 e Aspergillus INPA 154 destacaram-se e 

foram selecionados como os fungos mais produtivos. A literatura está de acordo com 

esses resultado que destaca a importância desses gêneros nos trabalhos de screening de 

produtores de proteases (Bonugli-Santos et al., 2015; Murthy & Kusumoto, 2015; 
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Ozturkoglu-budak, Wiebenga, Bron, & Vries, 2016; Suthindhiran, Jayasri, Dipali, & 

Prasar, 2014).  

Os níveis enzimáticos produzidos por Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154, 

durante o screening foram 97 e 44 UI/mL, respectivamente. Comparar com as unidades 

quantitativas de outros trabalhos não é tarefa fácil, uma vez que não há consistência de 

metodologias nos diversos trabalhos. Em condições de quantificação similares às 

utilizadas no presente trabalho, Novelli, Barros e Fleuri (2016) investigaram o nível 

enzimático de destacadas cepas produtoras de proteases. Essas últimas apresentaram 

níveis enzimáticos semelhantes aos apresentados aos observados no presente trabalho. 

Resultado esse, que, reforça o isolamento de destacados produtores de proteases neste 

estudo. 

As condições (fatores) de bioprocesso influenciam fortemente na produção de enzimas 

por fungos. Entre os fatores convencionalmente investigados para a produção de 

enzimas em escala laboratorial destacam-se fatores nutricionais como a definição das 

fontes de carbono e nitrogênio e, ainda, fatores físico-químicos como: pH inicial, 

agitação orbital e tamanho do inóculo (de Souza et al., 2015) .  

A definição da fonte de carbono de um bioprocesso é um dos fatores mais importantes a 

serem investigados. As enzimas de interesse industrial quase sempre são resultantes do 

metabolismo primário, portanto, os substratos utilizados devem ser capazes de sinalizar 

ao DNA do micro-organismo produtor a necessidade de produção da enzima em 

questão. Especificamente quanto às proteases, proteínas, peptídeos e aminoácidos têm 

destacado-se como indutores na produção de proteases por fungos. Nas condições 

experimentais, gelatina solúvel claramente destacou-se como o melhor substrato para 

produção das proteases por ambos os fungos estudados, Fusarium INPA 6 e Aspergillus 

INPA 154. Esse resultado está de acordo com a literatura que apresenta a gelatina como 

substrato destacado para produção de proteases por fungos filamentosos (Ghareib, 

Fawzi, & Aldossary, 2014). A gelatina é uma substância proteica, solúvel em água, 

translúcida, incolor ou amarelada, praticamente insípida e inodora, que se pode obter 

fervendo certos produtos animais, como ossos, pele e outras partes com tecido 

conectivo.   

Apesar da riqueza nutricional da gelatina, investigou-se a influência de um segundo 

substrato. Extrato de levedura, peptona, extrato de carne e nitrato de sódio foram 

avaliados. Extrato de levedura foi uma suplementação que promoveu a maior produção 

de proteases de Fusarium INPA 6. Extrato de levedura, peptona e extrato de carne 

foram substratos igualmente adequados para indução de proteases por Aspergillus INPA 

154. A suplementação de um meio de cultivo como esse tem como finalidade enriquecer 

o mesmo com componentes nitrogenados e também macro e microelementos, devendo-

se a isso a grande importância na concentração final das enzimas.  

O pH inicial do meio de cultivo (mosto de bioprocesso) possui um papel importante na 

produção das enzimas fúngicas. Durante a fase lag, o fungo adapta-se, mas, também 

modifica o pH do meio para suas condições metabólicas. Portanto, identificar  o pH 

inicial pode resultar não apenas em maiores níveis enzimáticos como também maior 

produtividade em função de o micro-organismo encontrar-se nos primeiros momentos 

do bioprocesso (fase lag) em pH apropriado para a produção da enzima. Nas condições 

experimentais, pH 6 foi o mais adequado para produção de proteases por Fusarium 

INPA 6 e Aspergillus INPA 154. Valor similar a esse do pH inicial também foi o mais 
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adequado em trabalhos anteriores (Lal, 2015; Ribeiro, Ribeiro, Souza-Motta, Medeiros, 

& Moreira, 2015a, 2015b). 

Agitação orbital é utilizada para a transferência de ar nos bioprocessos realizados em 

escala laboratorial com Erlenmeyers. Entendendo que a transferência de oxigênio é 

fundamental para o metabolismo primário para produção de enzimas, investigou-se a 

influência desse parâmetro. Foi investigada desde a ausência até agitação de até 150 

rpm. Nas condições experimentais, ambos (Fusarium INPA6 e Aspergillus INPA 154) 

produziram maior quantidade de proteases entre 100-120 rpm. Agitações orbitais baixas 

resultam em baixa transferência de oxigênio e consequente diminuição no metabolismo 

anaeróbico, por outro lado, agitações orbitais muito altas podem resultar em 

cisalhamento celular (Chandrasekaran & Sathiyabama, 2014).  

O inóculo inicial é uma parâmetro importante relacionado a produtividade. Um número 

baixo de células resulta em uma fase lag mais lenta e muitas vezes no atraso na 

produção da enzima, por outro lado, um número muito grande de células pode resultar 

em competição celular exacerbada resultando em competição e desenvolvimento 

inadequado das células inoculadas.  Nas condições experimentais, o inóculo de 1x104 

foi o mais adequado para ambos os micro-organismos (Fusarium INPA 6 e Aspergillus 

INPA 154).    

As proteases possuem diferentes aplicações de acordo com as suas características 

bioquímicas, principalmente, suas características de pH e temperatura ótima de 

atividade enzimática. Proteases alcalinas são utilizadas na formulação de detergentes 

(Ghareib et al., 2014), proteases neutras e ácidas são utilizadas em formulações 

farmacêuticas, amaciantes e na clarificação de cervejas e etc. Nas formulações de 

cosméticos, tema dessa dissertação, proteases bem conhecidas como papaína e 

bromelina vem sendo utilizadas, essas possuem como características pH ótimo entre 5-9 

e temperatura ótima ao redor de 60 oC. No presente trabalho, as proteases produzidas 

possuem pH ótimo entre 6-9 e uma temperatura ótima bimodal em 50 e 70 oC (pode ser 

representativo de duas diferentes proteases). Esse resultado demonstra que as proteases 

produzidas podem ser utilizadas em formulações cosméticas. 

Quando compara-se as características bioquímicas das enzimas produzidas com a 

literatura observa-se uma grande diversidade de proteases produzidas por fungos 

filamentosos e bactérias. Chandrasekaran & Sathiyabama (2014), investigaram as 

características das enzimas de Alternaria solani e observaram resultados similares aos 

apresentados no presente trabalho. Inacio et al. (2015) discutem sobre a grande 

diversidade de classes de proteases, pH e temperaturas de trabalho de enzimas 

produzidas por basideomicetos. C & R (2015) observaram a produção de serino-

proteases alcalinas (pH ótimo 9 e temperatura ótima de 60 oC) pela bactéria Bacillus 

lichniformis. 

O presente trabalho apresenta algumas limitações como: a) as restritas condições de 

screening que muitas vezes não são adequadas para a seleção dos melhores isolados; b) 

a metodologia de quantificação enzimática que possui difícil comparação com as 

demais. Deve-se evidenciar a necessidade de uma padronização internacional. c) A não 

purificação e caracterização mais detalhada das enzimas produzidas. Por outro lado, a 

inclusão de 200 isolados durante o screening e a otimização dos fatores de produção dos 

dois isolados e a caracterização da enzima foram feitas com as metodologias mais 
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robustas presentes na literatura e resultaram nos consistentes resultados apresentados no 

presente trabalho.  

Quanto as perspectivas, experimento, similares a existentes na literatura para avaliar a 

viabilidade econômica, uso de substratos regionais (Murthy & Kusumoto, 2015), 

avaliação de bioprocesso em meio sólido, avaliação de biorreatores, escalomento e 

investigação de metodologias de purificação devem ser realizados de forma a 

apresentar-se os fatores de bioprocesso bem descritos para essas novas fontes de 

proteases. Trabalhos como o presente, de bioprospecção como esse que avaliam as 

novas fronteiras(Bonugli-Santos et al., 2015; Lal, 2015; Ribeiro et al., 2015b; 

Suthindhiran et al., 2014) continuam a ser realizados e continuam destacando novos 

isolados e novas proteases de interesse industrial. 
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6 CONCLUSÃO 

  

Este trabalho realizou o screening de fungos de amostras de solo da região 

amazônica e, em adição, otimizou um bioprocesso de dois isolados e caracterizou as 

proteases produzidas. A região passa a contar com duas novas fontes de proteases com 

características interessantes para a indústria de cosméticos. Em um aspecto mais 

acadêmico-tecnológico, essas novas fontes de proteases possuem potencial para serem 

avaliadas como fontes mais eficientes e/ou econômicas. 

Quanto às perspectivas, experimentos similares aos existentes na literatura para 

avaliar a viabilidade econômica, uso de substratos regionais, avaliação de bioprocesso 

em meio sólido, avaliação de biorreatores, escalamento e investigação de metodologias 

de purificação devem ser realizados de forma a apresentar os fatores de bioprocesso 

bem descritos para essas novas fontes de proteases. 

Espera-se que trabalhos como este, de bioprospecção, que visem à produção e 

caracterização de proteases de fungos isolados de solo da região amazônica continuem 

sendo realizados em busca de novos isolados e novas proteases de interesse industrial 

e,  sobretudo, para explorar o potencial biotecnológico da biodiversidade amazônica 

como possibilidade de gerar novos conhecimentos. 
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