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As proteases ocupam um papel importante nos processos fisiológicos e podem ser 
produzidas naturalmente através das plantas, porém, a produção natural é muito demorada, 
comparando com a demanda mundial por esta classe de enzimas. Devido a isto, vem se estudado 
diferentes e novas formas de produção de proteases e se sabe que essas enzimas podem ser 
produzidas através do processo de fermentação, feito por microrganismos, sendo uma opção 
economicamente viável em escala industrial. Os fungos filamentosos, especialmente o 
Aspergillus niger, são considerados ótimos produtores de enzimas extracelulares. Diante desta 
característica do Aspergillus niger, objetivou-se avaliar a produção de protease extracelular em 
meio suplementado com leite, plasma e hemácia usando duas cepas diferentes (A. niger 1 e A. 
niger 2), do estoque do Laboratório de Bioprocessos do Departamento de Engenharia de 
Alimentos e Engenharia Química da UDESC Oeste. O método utilizado foi a avaliação da 
formação de halo translúcido em volta do micélio quando há crescimento do microrganismo em 
meio composto por 2% de Ágar, 1% de gelatina e suplementado com uma das seguintes fontes de 
nitrogênio: 1% leite desnatado sem lactose, 1% plasma suíno desidratado ou 1% hemácia suína 
desidratada. Após esterilização do meio, adicionou-se o suplemento e ajustou-se o pH do meio 
para 5,0. Inoculou-se 1µL de 108 esporos/mL no centro das placas e estas foram incubadas a 28 
°C em estufa BOD. Mediu-se o halo formado a cada 24 horas durante 120 horas. Avaliou-se 
também a produção de protease é através do IE (Índice Enzimático), obtido pela relação do 
diâmetro do halo pelo diâmetro do micélio, caracterizado por ser um método semiquantitativo, 
sendo considerado como boa atividade proteolítica o IE superior a 2,0. A Fig. 1 representa o 
desenvolvimento e formação de halo de ambos os microrganismos testados. Pode-se visualizar a 
formação de um micélio central com esporos (região mais escura) contornado por um halo de 
hifas (região mais clara). No meio contendo a hemácia (Fig. 1A e 1B), observa-se a formação de 
um halo rosado devido a hidrólise proteica e no meio contendo leite (Fig. 1C e 1D), o halo é 
menos característico e discreto. A Fig. 2 apresenta os IE’s correspondentes as médias das 
medidas efetuadas a cada 24 horas.  Verifica-se que o A. niger 1 manifestou atividade proteolítica 
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após 72 horas no meio suplementado com leite ou hemácia, enquanto que o A. niger 2 apresentou 
formação de halo após 96 horas, apenas no meio suplementado com hemácia. 

 

 
Fig.1: Formação de halo. A) A. niger 1 + 

hemácia B) A.niger 2 + hemácia C) A. niger 1 
+ leite D) A. niger 2 + leite. 

 

 

 
Fig. 2: Quadro dos valores de IE ao longo do 
tempo de crescimento do Aspergillus niger. 

Após 120 horas de incubação, o A. niger 1 ultrapassou o IE superior a 2,0, podendo ser 
considerado um microrganismo com boa produção de protease no meio enriquecido com 
hemácia. O fungo Aspergillus niger já é estudado como produtor de protease extracelular em 
meio suplementado com leite, apresentando IE’s acima de 2,0 em muitos estudos 
(GNANADOSS, ROBERT, JEBAPRIYA, 2011; RODARTE et al., 2011). Para os meios 
suplementados com o plasma não foi evidenciada atividade proteolítica de ambas as cepas de A. 
niger. O plasma apesar de ser rico em teor proteico, apresentou baixa solubilidade no meio, o que 
o torna pouco assimilável como fonte de nitrogênio pelo fungo. Além disso, os linfócitos e 
monócitos, responsáveis pela resposta imune (inclusive de suínos) permanecem na fração de 
plasma do sangue, e podem ter atuado como inibidores. Imunoglobilinas que atuam sobre 
patógenos também estão presentes no plasma (DALTO et al., 2013) e tem atividade 
antimicrobiana. Por outro lado as hemácias, não tem esta característica, devendo ser esta a razão 
do comportamento distinto de ambos os fungos mediante suplementação com diferentes frações 
sanguíneas. O halo avaliado neste trabalho é resultado da atividade de proteases excretadas pelo 
fungo no meio. No entanto, há necessidade de estudos mais abrangentes para preencher a lacuna 
de informações acerca da aplicação do plasma e hemácias como fonte de nitrogênio 
metabolizável por fungos filamentosos e a ação hidrolítica de proteases fúngicas sobre as 
proteínas presentes nas frações do sangue. Conclui-se, que hemácia suína pode ser utilizada como 
meio ou suplemento para estimular o fungo Aspergillus niger a produzir protease extracelular. 
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