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RESUMO 
 

Nos últimos anos a utilização de processos biotecnológicos com microrganismos 

vem se destacando cada vez mais, em especial a produção e comércio de enzimas. 

Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar o potencial de seis fungos filamentosos 

(Aspergillus aculeatus, Aspergillus fumigatus, Chrysonilia sitophila, Gliocadium virens, 

Trichoderma longibrachiatum e Aspergillus flavus isolados da Mata Atlântica do Oeste 

do Paraná e sua capacidade em produzir enzimas hidrolíticas do complexo celulolítico, 

xilanolítico, pectinolítico e dissacaridases (β-galactosidase, β-glicosidases e β- 

frutofuranosidase), bem como purificar e caracterizar a β- frutofuranosidase do A flavus. 

O fungo A. aculeatus exibiu grande potencial na produção de β-galactosidase 

intracelular  (56,31 U/ml) com casca de laranja como substrato, β-frutofuranosidase 

intracelular (409,46 U/ml) com o trub (resíduo cervejeiro) e β-glicosidase intracelular 

obtida com a casca de maracujá (192,2 U/ml).  O C. sitophila se destacou na produção 

de β-galactosidase intracelular com palha de sorgo (16,48 U/ml) e β-xilosidase 

intracelular com casca de laranja (4,60 U/ml).  O  A. fumigatus  também foi um bom 

produtor de β-galactosidase intracelular (17,26 U/ml) com casca de maracujá e 

pectinase extracelular (45,95 U/ml) com casca de laranja. Entretanto, o Gliocadium 

virens produziu somente  β-galactosidase intracelular  (22,57 U/ml)  com palha de arroz. 

Enquanto que o T. longibrachiatum exibiu atividade xilanase extracelular com palha de 

sorgo (22,38 U/ml), pectinase extracelular (26,43 U/ml) com casca de laranja e beta-

galactosidase intracelular (17,53 U/ml) com casca de maracujá. Em adição, o 

Aspergillus flavus alcançou excelentes níveis β-frutofuranosidase tanto em cultivo 

líquido quanto em cultivo sólido quando suplementados com o farelo de soja ou trub, 

porém a produção enzimática do cultivo sólido foi 5 vezes superior ao cultivo líquido. 

Esta beta-frutofuranosidase de cultivo em estado sólido de farelo de soja foi 

parcialmente purificada com rendimento final de 19%, com massa molecular aparente 

de 37 KDa  por SDS-PAGE e 45 KDa na forma nativa.  O pH e a temperatura ótima de 

atividade da enzima foram de 5,0 e 60 °C, respectivamente. A enzima foi estável com 

70% de atividade residual após 12 horas na faixa de  pHs ácido (4,5 e 5,0), enquanto 

que nas temperaturas de 45ºC a 55ºC a enzima mostrou estabilidade superior a 50%. 

 

Palavras chave: Mata Atlântica, hidrolases, fungos, resíduos agroindustriais. 
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ABSTRACT  
 

In recent years the use of biotechnological processes with microorganisms has 

been highlighted, in particular the production of enzymes and commercial market. The 

objective of this study was to investigate the potential six filamentous fungi (Aspergillus 

aculeatus, Aspergillus fumigatus, sitophila Chrysonilia, Gliocadium virens, Aspergillus 

flavus and Trichoderma longibrachiatum isolated from Atlantic West of Paraná and its 

ability to produce hydrolytic enzymes of the cellulolytic complex, xylanolytic, pectinase 

and disaccharidases (β-galactosidase, β-glucosidase and β-fructofuranosidase), as well 

as purify and characterize the β-fructofuranosidase from A. flavus. The fungus A. 

aculeatus exhibited great potential in the production of intracellular β-galactosidase 

(56,31 U/ml) with orange peel as substrate, intracellular β-fructofuranosidase (409.46 

U/mL) with the trub (brewing residue) and intracellular β-glucosidase obtained with 

passion fruit peel (192.2 U/ml). C. sitophila showed increased production of 

intracellular β-galactosidase with sorghum straw (16.48 U/ml) and intracellular β-

xylosidase with orange peel (4.60 U/ml). A. fumigatus also was a good producer of β-

galactosidase intracellular (17.26 U/ml) with passion fruit peel and extracellular 

pectinase (45.95 U/ml) with orange peel. However, Gliocadium virens produced only 

intracellular β-galactosidase (22.57 U/ml) with rice straw. While T. longibracitum 

exhibited the best enzymatic production of enzymes xylanase (22.38 U/ml) with 

sorghum straw; pectinase (26.43 U/ml) with orange peel and intracellular beta-

galactosidase (17.53 U/ml) using passion fruit peel. In addition, Aspergillus flavus 

achieved excellent levels β-fructofuranosidase both in liquid culture and in solid culture 

when supplemented with soybean meal or trub, but the enzymatic production of solid 

cultivation was 5 times higher than the liquid culture. Thus, beta-fructofuranosidase 

obtained under solid state cultivation of soybean meal was partially purified with 19% 

overall yield with an apparent molecular mass of 37 kDa by SDS-PAGE and 45 kDa in 

native form. The pH and the optimum temperature for enzyme activity were 5.0 and 

60°C, respectively. The enzyme was stable at 70% residual activity after 12 hours in the 

acid pH range (5.0 to 5.5), while at temperatures of 45°C to 55°C the enzyme showed 

higher stability than 50%. 

 

Key words: Atlantic forest, hydrolases, fungi, agroindustrial waste 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

Nos últimos anos a utilização de processos biotecnológicos para produção de 

bioativos de interesse industrial a partir de microrganismos vem se destacando cada vez 

mais, contribuindo inclusive para o desenvolvimento tecnológico mundial (MACIEL, 

2006). Entre os produtos resultantes de bioprocessos estão as enzimas microbianas. A 

crescente utilização de fungos na produção de enzimas e metabólitos secundários 

aplicáveis em biotecnologia está relacionada, entre outros fatores, a grande facilidade de 

cultivo em laboratório e sua reduzida necessidade nutricional (BENNETT, 2010; 

SLIVINSKI, 2007). A utilização dos fungos filamentosos para a produção de enzimas de 

interesse comercial é vantajosa devido ao fato destes microrganismos excretarem estas 

proteínas para o meio de cultura, o que facilita o processo de obtenção e purificação destas 

moléculas (REIS, 2007). Além disso, enzimas fúngicas possuem vasta aplicabilidade 

industrial como, por exemplo, na indústria farmacêutica, alimentícia, têxtil, de papel, de 

ração, detergente, entre outras. Para a produção industrial de enzimas microbianas os 

microrganismos devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo, produzirem a 

enzima em velocidade elevada, constante e em curto espaço de tempo. Os métodos para a 

recuperação devem ser simples, a preparação enzimática obtida deve apresentar 

estabilidade. O êxito da produção industrial de enzimas depende do grau em que a 

atividade dos microrganismos é alcançada e quando se reduzem custos do substrato 

empregado, da incubação e da recuperação da enzima (SLIVINSKI, 2007).  

Atualmente os processos biotecnológicos microbianos são responsáveis por uma 

grande parte da economia mundial, mas apesar da potencialidade do desenvolvimento dos 

processos enzimáticos vários estudos apontam os altos custos da produção como um fator 

limitante. Assim, uma das alternativas para minimizar este problema é o emprego de 

resíduos agroindustriais como substrato fermentescível (MUSSATTO  et al, 2007; 

FERNANDES). Esta estratégia pode reduzir custos para aquisição de bioprodutos de 

origem microbiana e também contribuir com práticas biotecnológicas ecologicamente 

sustentáveis (ALVIRA et al., 2010; COSTA, 2008). 

O Brasil é o país de maior biodiversidade do Planeta - 15 a 25% da biodiversidade 

mundial. Devido a sua dimensão continental e à grande variação geomorfológica e 

climática, o Brasil abriga sete biomas (Amazônia, Caatinga, Cerrado, Costeiros, Pantanal, 

Mata Atlântica e Campos Sulinos). Esses sete biomas são portadores de diversas espécies 

de animais, vegetais e microrganismos. No entanto, apenas 10% das espécies de fungos 
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que possuímos são conhecidas. A insuficiência de conhecimento científico da 

biodiversidade de microrganismos desses biomas, contrastado com a perda acelerada de 

hábitats causados por mudanças ambientais globais, são aspectos particularmente 

preocupantes. Portanto, esse estudo contribuirá com ampliação do conhecimento sobre a 

biodiversidade fúngica da Mata Atlântica do Paraná, além de buscar inovações sustentáveis 

em bioprocessos utilizando resíduos agroindustriais como alternativa promissora para 

obtenção de produtos de maior valor agregado.  Dentro desse contexto, o objetivo desse 

trabalho foi investigar o potencial dos fungos filamentosos isolados da Mata Atlântica do 

Oeste do Paraná capazes de produzir enzimas hidrolíticas (complexo celulolítico, 

xilanolítico, pectinolítico e dissacaridases), bem como analisar as características 

bioquímicas dessas enzimas para aplicação industrial.  
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Resumo 

 A exploração de resíduos agroindustriais como fonte de carbono em bioprocessos para a 

produção de enzimas fúngicas podem ajudar na busca de fontes de baixo custo, e ajudar a 

resolver os problemas ambientais O objetivo deste estudo foi investigar a capacidade de 

produzir beta-frutofuranosidase e beta-galactosidase utilizando resíduos agroindustriais 

como fonte de carbono por cinco fungos (Aspergillus aculeatus, Aspergillus fumigatus, 

Chrysonilia sitophila, Gliocadium virens e Trichoderma longibrachiatum) isolados 

recentemente na Mata Atlântica do Oeste do Paraná. Os valores mais elevados de atividade 

intracelular de beta-galactosidase foram obtidos a partir do resíduo de casca de laranja 

(56,31 U/ml) com o fungo A. aculeatus, palha de arroz (22,57 U/ml) por G. virens, palha 

de sorgo (16,48 U/ml) para C. sitophila, casca de maracujá para o A. fumigatus (17,26 

U/ml) e T. longibrachiatum (17,53 U/ml). As melhores atividades da beta-

frutofuranosidase intracelular foram obtidos com A. aculeatus usando o resíduo cervejeiro 

trub (409,46 U/ml) e casca de maracujá (44,59 U/ml). Assim, os fungos isolados da Mata 

Atlântica do Oeste do Paraná podem ser considerados como promissores, principalmente 

pela produção de beta-galactosidase e beta-frutofuranosidase, especialmente o fungo A. 

aculeatus. Os resíduos agroindustriais, tais como casca de laranja e trub mostraram grande 

potencial como indutores para a produção destas enzimas. 

 
Palavras chave: fungos, resíduos, β-galactosidase, β-frutofuranosidase. 
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Abstract 

 Exploration of agro-industrial wastes as carbon sources in bioprocesses for the production 

of fungal enzymes may help in the search for inexpensive sources, and aid in solving 

environmental problems. The purpose of this study was to investigate the ability to produce 

beta-fructofuranosidase and beta-galactosidase using agroindustrial wastes as carbon 

source for five fungal (Aspergillus aculeatus, Chrysonilia sitophila, Gliocadium virens, 

Aspergillus fumigatus and Trichoderma longibrachiatum) isolated recently in the Atlantic 

Forest of Parana. The highest values of intracellular activity of beta-galactosidase was 

obtained from the orange peel waste (56.31 U/ml) with the fungus A. aculeatus, rice straw 

(22.57 U/ml) for G. virens sorghum straw (16.48 U/ml) for C. sitophila, passion fruit peel 

to A. fumigatus (17.26 U/ml) and T. longibrachiatum (17.53 U/ml).  The best activity of 

intracellular β-frutofuranosidase activity were obtained with A. aculeatus using trub 

(409.46 U/ml) and passion fruit peel (44.59 U/ml). Thus, the fungi isolated from Atlantic 

Forest of Paraná can be considered as promising mainly for its production of β-

galactosidase and β-frutofuranosidases, especially the A. aculeatus fungus. The agro-

industrial residues such as orange peel and trub showed great potential as inducers for the 

production of these enzymes. 

 

Keywords: fungi, agro-industrial waste, β-galactosidase, β-frutofuranosidase 
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Introdução  

 Nos últimos anos, houve um grande interesse na aplicação dos resíduos 

agroindustriais como fontes indutoras para a produção de diversos produtos com alto valor 

agregado, tais como o etanol, proteínas microbianas, ácidos orgânicos, enzimas e 

metabólitos secundários biologicamente ativos (Sanchés, 2009). Dentre os resíduos citados 

na literatura como indutores de enzimas, está o bagaço de mandioca, bagaço de cana, 

resíduos de beterraba, borra e casca de café, casca e bagaço de frutas cítricas, farelo de 

trigo, entre outros (Soccol e Vandenberghe 2003). Por ser um país com intensa atividade 

agrícola o Brasil produz anualmente uma grande quantidade de resíduos agroindustriais 

que geram grandes volumes com um alto potencial poluidor. O uso de resíduos agrícolas 

como substratos em bioprocessos, além de ser uma fonte barata e de fácil acesso, também 

pode ajudar na solução dos problemas ambientais decorrentes do seu acúmulo na natureza 

por atribuir uma destinação adequada a estes resíduos (Dashtban et al. 2009). Tais estudos 

são muito interessantes, visto que resíduos agroindustriais baratos podem ser utilizados 

como ricas fontes de carbono para a produção de enzimas com valor comercial. Dentre os 

principais produtos resultantes dos processos biotecnológicos estão as enzimas aplicadas 

nos mais diversos setores, como por exemplo, alimentícios, bebidas, detergentes, papel e 

celulose, têxtil, animal, e farmacêutica (Said e Pietro 2004; Li et al. 2012). Devido a esta 

alta aplicabilidade industrial nos mais variados setores, a busca por microrganismos que 

produzem estas enzimas tem uma grande relevância. 

 A invertase ou β-D-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) é a enzima responsável pela 

hidrólise irreversível da ligação β1-2 do dissacarídeo sacarose, originando uma mistura em 

quantidades iguais de glicose e frutose (Kadowaki et al. 2013). A invertase possui 

importância comercial em indústrias de alimentos, principalmente para a produção de 

doces e chocolates com o centro liquefeito, em indústrias sucroalcooleiras, e na produção 

de ácido láctico (Vitolo 2004; Kadowaki et al. 2013). Nas últimas décadas, a atividade 

enzimática da invertase tem sido extensivamente caracterizada por vários microrganismos, 

como as leveduras Saccharomyces cerevisae (Andjelkovic et al. 2012),  Rhodotorula 

glutinis (Rubio et al. 2002) e Candida utilis (Belcarz et al. 2002). Os fungos filamentosos 

também têm sido relatados como produtores de invertase de aplicação industrial, como 

Penicillium chrisogenum (Nuero e Reyes 2002), A. fumigatus (Uma et al. 2010), A. 

ochraceus (Guimarães et al. 2007), A. niveus (Guimarães et al. 2009), A. caespitosus 
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(Alegre et al. 2009), Paecilomyces variotti (Giraldo et al. 2012) e A. niger (Madhan et al. 

2010). A produção por resíduos agroindustriais como bagaço de cana de açúcar, farinha de 

mandioca, e sabugo de milho (Alegre et al. 2009; Guimarães et al. 2007), resíduos de 

processamento de alimentos (Rashad e Nooman 2009), além de cascas de frutas como 

abacaxi, limão doce, romã, laranja e mosambi (Uma et al. 2012) têm sido citados na 

literatura como indutores de invertases. 

 Outra enzima de importância industrial, a β-galactosidase (EC 3.2.1.23) é 

responsável por catalisar a hidrólise da lactose (Galβ1–4Glc) para produzir glicose e 

galactose (Ansari e Satar 2012). Essa enzima é extensivamente utilizada pelas indústrias de 

laticínios, devido as suas aplicações na hidrólise da lactose do leite ou de produtos 

derivados do soro do leite. Recentemente, as β-galactosidases com atividade de 

transgalactosilação têm sido amplamente exploradas para a produção de 

galactoligossacarídeos (GOS) ou produtos funcionais galactosilados (Oliveira et al. 2011). 

Além disso, há um mercado considerável para o leite e produtos lácteos sem lactose nas 

indústrias de sorvete e na confeitaria, devido à intolerância ou má absorção de lactose ser 

um problema comum nos seres humanos. (Adam et al. 2004; Husain 2010). A produção de 

β-galactosidase é encontrada em células animais, plantas e microrganismos, tais como o A. 

niger, A. oryzae, Kluyveromyces lactis e K. fragilis, que são geralmente citados como 

seguros (GRAS) para consumo humano (Husain 2010). 

  Desse modo, o objetivo deste trabalho foi testar diferentes resíduos 

agroindustriais como indutores na produção de β-galactosidase e β-frutofuranosidase com 

as cinco linhagens de fungos filamentosos isolados da Mata Atlântica do Paraná. Embora o 

Brasil abrigue a maior biodiversidade do mundo (15 a 20%) e o maior número de espécies 

endêmicas, apenas 10% das 2 milhões de suas espécies são conhecidas (Ribeiro et al. 

2009). Sabe-se ainda muito menos sobre sua diversidade de microrganismos, como 

bactérias e fungos. Diante deste cenário, a necessidade de ampliação do conhecimento a 

cerca da diversidade fúngica - especificamente da região de Mata Atlântica do Oeste do 

Paraná - somada à importância que estes microrganismos e seus produtos podem oferecer 

incentiva estudos mais aprofundados sobre a biota destes locais. 
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Material e Métodos 

 

Isolamento e identificação dos fungos 

 

As linhagens de fungos utilizadas neste estudo foram isoladas a partir de amostras 

de solo ou de decomposição de matéria orgânica (folhas, caule e raiz) da Mata Atlântica na 

Reserva Biológica Bela Vista de Itaipu, localizada em Foz do Iguaçu, Paraná - Brasil. 

Aproximadamente 5 g de solo ou de pedaços de madeira em decomposição (comprimento 

de 10 e 20 mm) foram transferidos para placas contendo um meio de batata-dextrose-ágar 

(BDA) com cloranfenicol e incubados a 28ºC ou 43ºC durante 72-120 horas. Após a 

incubação, cada isolado purificado foi transferido para placa com meio de BDA fresco. A 

identificação morfológica dos fungos foi realizada pela Micoteca da Universidade Federal 

de Pernambuco, PE-Brasil. As estirpes selecionadas foram em seguida mantidas em tubos 

contendo meio BDA a 4ºC. A extração de DNA genômico dos fungos foi realizada 

utilizando a metodologia descrita por White et al. [1990]. O fragmento de DNA da região 

ITS foi amplificada com o par de oligonucleotídeos ITS1 (5'-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' direto) e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

reverso). Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose 1,0% Tris-acetato-

EDTA (agarose 1,0%, 0,04 M Tris-acetato e 1 mM EDTA), e revelados com brometo de 

etídio e visualizados sob iluminação UV. A purificação dos produtos de PCR e a 

determinação das seqüências utilizando os oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 foram realizadas 

pela empresa Helixxa® (Campinas-SP, Brasil). As sequências determinadas (ITS1, ITS2 e 

5.8S) foram comparadas com outras sequências depositadas no banco de dados do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando a ferramenta básica de 

alinhamento local (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov website). As identificações 

taxonômicas obtidas em nível de espécies dos fungos foram: Aspergillus aculeatus, 

Aspergillus fumigatus, Gliocadium virens, Crysonilia sitophila, e Trichoderma 

longibrachiatum.  

 

Condições de cultivo e obtenção de enzimas  

 

O meio líquido utilizado para a produção das enzimas foi composto de (gramas por 

litro): Extrato de levedura, 5; (NH4)2SO4, 2.8; KH2PO4, 4; MgSO4·7H2O, 0.9; CaCl2·2H2O, 
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0.9. O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 25 ml de meio 

estéril suplementado com 1% de fonte de carbono alternativo (Casca de banana, casca de 

laranja, casca de maracujá, casca de nozes, casca de pera, farelo de quinoa, farelo de soja, 

palha de arroz, palha de sorgo e trub). Os resíduos agroindustriais foram adquiridos no 

comércio local e utilizados sem qualquer pré-tratamento. Após o inóculo de 1 ml da 

solução de esporos (105 esporos/ mL), as culturas dos fungos mesofílicos A. aculeatus, C. 

sitophila e G. virens foram incubados (incubadora tipo B.O.D.) a 28ºC, enquanto os fungos 

termotolerantes A. fumigatus e T. longibrachiatum (estufa bacteriológica) a 42ºC, em 

condição estacionária por 5 dias. Após o crescimento as culturas foram filtradas a vácuo, 

com funil de Büchner e papel filtro, obtendo-se um filtrado livre de células, o qual foi 

utilizado para determinação da atividade enzimática extracelular. O extrato intracelular foi 

obtido a partir do micélio congelado em freezer -20ºC, macerado em gral de porcelana 

mantido em gelo, ressuspenso em água destilada gelada e centrifugado a 6000 rpm durante 

5 minutos a 4°C. O filtrado foi dialisado por uma noite a 4ºC, contra tampão utilizado para 

o ensaio.  

 

Dosagens Enzimáticas 

 

Atividade β-frutofuranosidásica A atividade de  β-frutofuranosidase foi determinada 

utilizando 0,2 M de sacarose em tampão acetato de sódio (50 mM  pH 4,0), a 60ºC, por 10 

min. A reação foi interrompida com adição do ácido 3,5’dinitrosalicílico (DNS) e os 

açúcares redutores quantificados pelo método de Miller (1959). As leituras 

espectrofotométricas foram realizadas a 540 nm, utilizando glicose como padrão. A 

unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 

1 micromol de açúcar redutor por minuto nas condições de ensaio. 

 

Atividade β-galactosidásica 100 µl da enzima adequadamente diluída foi incubada com 

500 µl do substrato sintético o-nitrofenil β-D-galactopiranosídeo (ONPG) (3 mM) em 

tampão citrato de sódio 50 mM (pH 4,5) a 40ºC por 10 minutos. A reação foi interrompida 

pela adição de 2 ml de 0,2 M de Na2CO3. A atividade da enzima foi determinada a partir da 

quantidade de o-nitrofenol liberado e medida por espectrofotometria a 410 nm. Uma 

unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 

µmol de o-nitrofenol por minuto sob as condições de ensaio. 
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Determinação de Proteínas 

 

 As proteínas foram determinadas a partir do método colorimétrico de Bradford 

(1976), utilizando albumina de soro bovina como padrão.  

 

Análise Estatística 

 

 Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, e os resultados são 

apresentados como média ± desvio padrão. As diferenças significativas entre as médias das 

atividades enzimáticas foram determinadas por análise de variância (ANOVA), seguida 

pelo teste de Tukey com o auxílio do software SAEG, versão 9.1., em nível de 5% de 

significância (p <0,05). 

 

Resultados e Discussão  

 

Os fungos filamentosos A. aculeatus, A. fumigatus, C. sitophila, G. virens e 

T.longibrachiatum foram cultivados em meio líquido na presença de diferentes resíduos 

agroindustriais para verificar os melhores substratos indutores para a produção das enzimas 

β-galactosidase e β-frutofuranosidase.  

 

Influência de resíduos agroindustriais e produtos agrícolas na produção de β-galactosidase 

pelas linhagens estudadas 

 

 Entre os dez resíduos lignocelulósicos testados como fonte de carbono, a casca de 

laranja favoreceu significativamente a indução da β-galactosidase extracelular em relação 

aos demais resíduos para as cinco linhagens fúngicas (Figura 1). Os maiores valores de 

atividade da β-galactosidase extracelular (8,47 U/ml) foram observados na presença da 

casca de laranja com o fungo G. virens. Entretanto o nível de atividade da β-galactosidase 

intracelular foi maior que as extracelulares. Sendo que os maiores indutores da enzima 

foram a casca de laranja (56,31 U/ml) para o fungo A. aculeatus, palha de arroz (22,57 

U/ml) para o G. virens e casca de maracujá para o A. fumigatus (17,26 U/ml) e T. 

longibrachiatum (17,53 U/ml) (Figura 2). 
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 Até o momento, não existem relatos sobre a produção de β-galactosidase para 

fungos das espécies de Gliocadium e Chrysonilia. Porém o gênero Aspergillus, como o A. 

niger (Panesar et al. 2010), é citado como um dos fungos amplamente empregados na 

indústria (Panesar et al. 2006). Várias linhagens de A. oryzae também foram estudadas por 

Bailey e Linko (1990), quanto à produção de β-galactosidase utilizando diferentes 

combinações de fontes indutoras.  A maior produção foi encontrada na presença de farelo 

de trigo (500 nkat/ml). Inúmeras estirpes do gênero Trichoderma também têm sido 

relatadas quanto à produção de β-galactosidase induzidas por lactose, na faixa de 0,35 a 

2,24 U/ml, ou seja, semelhante aos valores obtidos com o T. longibrachiatum (Akinola et 

al. 2012). 

 O resíduo agroindustrial que favoreceu significativamente a produção da β-

galactosidase pelas linhagens fúngicas testadas neste trabalho foi a casca de laranja. Os 

resíduos cítricos têm sido utilizados na produção de várias outras enzimas, como endo-

poligalacturonases produzidas por Fusarium moniliforme (Niture e Pant 2004), A. 

giganteus (Pedrolli et al. 2008), e β-galactosidases de A. oryzae (Shankar e Mulimani 

2007). Além da produção de xilanase por Streptomyces actuosus (Wang et al. 2003). 

 Segundo Mamma e colaboradores (2008) as cascas de laranja secas são ricas em 

pectina, celulose e hemicelulose, que podem ser utilizados como fontes de carbono pelos 

microrganismos. Os resíduos de laranja contêm 16,9% de açúcares solúveis como glicose, 

frutose e sacarose, 9,21% de celulose, 10,5% de hemiceluloses, e 42,5% de pectina, o 

componente principal (Rezzadori et al. 2012). As elevadas quantidades dos compostos 

solúveis em água podem ter induzido os fungos estudados a excretarem galactosidases a 

fim de obter seus recursos. A utilização de casca de laranja como fonte indutora para 

produção de enzimas é muito interessante, visto que grandes quantidades deste resíduo são 

geradas no Brasil pelas indústrias citrícolas e a disposição das cascas frescas vem se 

tornando um grande problema ambiental para muitas fábricas. Além disso, a rica 

composição em carboidratos do resíduo de laranja pode ser utilizada para conversão 

biológica por hidrólise enzimática originando, assim, produtos com alto valor agregado 

(Rivas et al. 2008).  

 Outros resíduos que também se destacaram na produção da β-galactosidase 

intracelular pelo fungo A. aculeatus foram a palha de arroz (47,97 U/ml) e a casca de pera 

(44,45 U/ml). Segundo Kim e colaboradores (2013), a palha de arroz contém 46% de 

glucano, 19% de xilano e 35% de outros açúcares contendo lignina. Esta composição 
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torna-o um resíduo atrativo, pois uma grande quantidade de palha é acumulada como um 

subproduto de cultivos de arroz (Pandey et al. 2009). Além de ser uma rica fonte de 

nutrientes para o crescimento de fungos lignocelulósicos (Kausar et al. 2010). Os derivados 

de pera apresentam um baixo teor de proteína e lipídios e um elevado nível de açúcares 

como a frutose, a sacarose e a glicose, de fibras (Barroca et al. 2006) e além de uma rica 

composição mineral (Chen et al. 2007). Segundo dados do IBGE (2011), a região sul do 

Brasil apresenta a maior produção de pera do país. Além do consumo direto da fruta, ela é 

comumente encontrada em produtos processados como bebidas e doces. Entretanto, sabe-

se que as cascas são frequentemente descartadas durante a fabricação desses produtos. O 

emprego destes resíduos no processo de produção de enzimas de interesse industrial agrega 

valor a um produto que seria normalmente descartado e contribui para a diminuição dos 

custos de produção das enzimas. 

 . 

Produção de β-frutofuranosidase por fungos filamentosos induzidos por resíduos 

agroindustriais ou produtos agrícolas 

 

 Por outro lado, a atividade mais elevada da invertase extracelular foi obtida quando 

A. aculeatus foi crescido em presença de farelo de soja como indutor (9,48 U/ml) (Figura 

3). No entanto, os níveis intracelulares de invertase foram consideravelmente maiores 

quando A. aculeatus foi crescido com trub (409,46 U/ml) ou casca de maracujá (44,59 

U/ml). Nota-se que o fungo C. sitophila também apresentou alta produção invertásica na 

presença do resíduo de farelo de quinoa (27,91 U/ml) (Figura 4). Resultados similares 

foram encontrados para a atividade invertásica extracelular do A. caespitosus quando 

crescido em farelo de trigo (19,1 U/ml) e para a atividade intracelular na presença de 

sacarose como fonte indutora (15,8 U/ml) (Alegre et al. 2009). Do mesmo modo, A. 

fumigatus e P. pinophilum produziram aproximadamente 20000 U/L, enquanto que a 

linhagem de A. niger produziu 81270 U/L induzidos com sacarose (Flores-Gallegos et al. 

2012). Já Cladosporium cladosporioides em cultivo líquido, utilizando casca de romã, 

apresentou uma produção de aproximadamente 14 U/ml (Uma et al. 2012). Esses dados 

demonstram que a produção de invertase encontrada para as linhagens C. sitophila e A. 

aculeatus deste trabalho apresentam grande potencial para futuras aplicações industriais. 

 O farelo de soja induziu significativamente a produção de invertase extracelular 

para as linhagens de C. sitophila (3,98 U/ml) e A. aculeatus (9,48 U/ml). Segundo Brijwani 
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e Vadlani (2011) as cascas de soja apresentam amplo potencial na indução de enzimas 

fúngicas devido a grande quantidade de celulose (34%), hemicelulose (17%), e lignina 

(10%) em sua composição, sendo assim ideal para estimular o crescimento celular destes 

fungos. Além disso, apresentam uma alta quantidade de proteína bruta que geralmente 

varia entre 44 e 48% de seu conteúdo, além de quantidades significativas de outros 

carboidratos (33%) e fibras (5%) (Watchararuji et al. 2008). Interessantemente, a produção 

de invertase intracelular do A. aculeatus (409,46 U/ml), A. fumigatus (4 U/ml) e T. 

longibrachiatum (4,14 U/ml) foi induzida com o trub, um resíduo obtido do processo de 

fermentação da cerveja pelas leveduras.  Este resíduo é composto principalmente de 

complexos de proteína-proteína (50%), complexos de proteína-polifenol (15±25%), 

gorduras e carboidratos (20±30%) (Briggs et al. 2004; Mishra 2012). O trub possui 

excelentes características nutricionais e, muitas vezes, recebe o mesmo destino do bagaço 

de malte, que pode ser utilizado em rações animais (Aliyu e Bala 2011). O trub é 

responsável por grande parte da matéria orgânica formada pelas indústrias cervejeiras 

durante os processos fermentativos; e formas de utilização destes resíduos torna o processo 

menos poluidor e mais atrativo. No entanto, não têm sido encontrados muitos relatos da 

constituição e aplicação deste resíduo na literatura (Knob et al. 2013).  

 A casca de maracujá também foi capaz de induzir significativamente a produção de 

invertase intracelular do A. aculeatus (44,59 U/ml), e intra (4,54 U/ml) e extracelular (2,86 

U/ml) do T. longibrachiatum. Segundo Pinheiro e colaboradores (2008), as cascas de 

maracujá apresentam uma abundante composição em carboidratos (21%), fibras solúveis 

(19%), insolúveis (38%) e proteínas (4%). Este alto teor de fibras provou que os resíduos 

das cascas de maracujá podem ser usados como uma matéria prima para a extração da 

pectina, que está altamente presente nas cascas (21,5%) (Rebello et al. 2007). Além disso, 

as cascas de frutas são ricas em dissacarídeos como maltose, frutose e sacarose que podem 

ser assimiladas por fungos como fonte de energia, fazendo-se desnecessária a síntese de 

enzimas complexas para a degradação de macromoléculas - como a lignina e a celulose 

(Putzke e Putzke 2002). Os derivados de quinoa também têm sido avaliados como um 

alimento com excelentes características nutricionais (Hirose et al. 2010). Neste estudo, o 

farelo de quinoa induziu significativamente a produção de invertase intracelular do A. 

aculeatus (40,59 U/ml), do C. sitophila (27, 91 U/ml) e também do G. virens (2,06 U/ml). 

Segundo Ando e colaboradores (2002) seus principais componentes são carboidratos 

(77,6%), proteínas (12,9%), uma ampla gama de aminoácidos (3,0%), lipídios (6,5%) e 
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também rico em fibras e polifenóis. Sendo assim, tanto a casca de maracujá quanto o farelo 

de quinoa revelaram-se como fontes de carbono adequadas para induzir a produção desta 

enzima. 

 A produção de biomassa celular pelos fungos para cada fonte de resíduos testados 

está apresentada na figura 5. A maioria dos resíduos lignocelulósicos utilizados 

proporcionou um bom crescimento para as linhagens por 5 dias de cultivo. Os maiores 

valores de biomassa foram encontrados em meio suplementado com farelo de soja para os 

fungos G. virens (41,30 mg/ml) e para o A. fumigatus (31,47 mg/ml), e em meio 

suplementado com farelo de quinoa (41,17 mg/ml) e farelo de soja (38,47 mg/ml) do C. 

sitophila. Valores significativos de biomassa também foram encontrados para o T. 

longibrachiatum na presença de trub (26,30 mg/ml) e para o A. aculeatus em casca de 

laranja (26,69 mg/ml). Entretanto todas as linhagens fúngicas quando crescidas com casca 

de arroz, e com casca de nozes para os fungos C. sitophila, A. fumigatus e T. 

longibrachiatum obtiveram uma menor quantidade de biomassa.  

 

Conclusões  

 

 Pode-se concluir que todos os isolados estudados foram capazes de produzir pelo 

menos uma das dissacaridases. O fungo A. aculeatus exibiu grande potencial na produção 

de β-galactosidase na presença de casca de laranja como substrato indutor enquanto que a 

produção de invertase por este mesmo isolado utilizando o trub (resíduo cervejeiro), casca 

do maracujá e o farelo de quinoa apresentaram alta produção da enzima. O fungo C. 

sitophila também se destacou na produção invertásica em meio suplementado com farelo 

de quinoa. Assim, os fungos isolados da Mata Atlântica do Oeste do Paraná podem ser 

considerados como promissores na produção de β-galactosidases e invertases, com 

destaque para a linhagem de A. aculeatus. Os resíduos agroindustriais como a casca de 

laranja e o trub mostraram-se fontes de carbono alternativas e baratas para o crescimento e 

desenvolvimento dos fungos, além de favorecer a produção enzimática dessas enzimas. 
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Figura 1 Produção de β-galactosidase extracelular pelos fungos filamentosos em cultivo líquido 

com diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus; 

 C. sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo 

casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de 
quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 2 Produção de β-galactosidase intracelular pelos fungos filamentosos em cultivo líquido 

com diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus; 

 C. sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo 

casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de 
quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 3 Produção de invertase extracelular pelos fungos filamentosos em cultivo líquido com 

diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus;  C. 

sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo casca de 

nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de quinoa; 
PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 4 Produção de invertase intracelular pelos fungos filamentosos em cultivo líquido com 

diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus;  C. 

sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo casca de 

nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de quinoa; 
PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 5 Produção de biomassa celular dos fungos filamentosos suplementados com diferentes 

resíduos agroindustriais em cultivo líquido. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus; 

 C. sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo 

casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de 
quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Potencial biotecnológico de fungos isolados da Mata Atlântica: Produção de 

complexos multienzimáticos  
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Resumo 

 

Este trabalho objetivou investigar a habilidade de produção de enzimas hidrolíticas por 

cinco fungos recentemente isolados da Mata Atlântica do Oeste do Paraná utilizando 

diferentes resíduos agroindustriais como fonte de carbono. A maior produção de xilanase 

extracelular foi obtida com o Trichoderma longibrachiatum utilizando palha de sorgo 

(22,38 U/ml) e casca de maracujá (15,10 U/ml). Enquanto que os valores mais elevados de 

β-xilosidase intracelular foram obtidos na presença de palha de sorgo com o T. 

longibrachiatum (7,54 U/ml), seguido do Aspergillus aculeatus e Crysonilia sitophila com 

casca de laranja (5,04 e 4,60 U/ml, respectivamente). A casca de laranja também foi 

destaque na indução de celulase extracelular por A. fumigatus (0,53 U/ml). No entanto, os 

maiores valores de atividade de β-glicosidase intracelular foram obtidos com a casca de 

maracujá (192,2 U/ml), casca de banana (164,11 U/ml) e farelo de quinoa (158,01 U/ml) 

pelo A. aculeatus. A atividade pectinásica extracelular também foi significativa quando A. 

fumigatus (45,95 U/ml) e T. longibrachiatum (26,43 U/ml) foram crescidos com casca de 

laranja. Portanto, os fungos isolados da Mata Atlântica do Oeste do Paraná podem ser 

considerados promissores na produção de enzimas de aplicação industrial utilizando 

resíduos encontrados facilmente e em abundância no Brasil. Além disso, vários resíduos 

foram capazes de induzir a produção de enzimas hidrolíticas e consequentemente, será 

capaz de diminuir custo de cultivo e evitar problemas ambientais.  

 

Palavras chave: complexo celulolítico, complexo xilanolítico, Mata Atlântica, Resíduos 

agroindustriais e pectinase 
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Abstract 

 

This study aimed to investigate the ability of producing hydrolytic enzymes for five fungi 

recently isolated Atlantic Forest of Western Paraná using different agroindustrial residues 

as carbon source. The highest production of extracellular xylanase was obtained with 

Trichoderma longibrachiatum using sorghum straw (22.38 U/ml) and passion fruit peel 

(15.10 U/ml). Whereas higher amounts of intracellular β-xylosidase were obtained in the 

presence of sorghum straw with T. longibrachiatum (7.54 U/ml), followed by A. aculeatus 

and Crysonilia sitophila to orange peel (5.04 and 4.60 U/ml, respectively). The orange peel 

is also highlighted in the induction of extracellular cellulase by A. fumigatus (0.53 U/ml). 

However, the highest values of activity of intracellular β-glucosidase were obtained with 

passion fruit peel (192.2 U/ml), banana peel (164.11 U/ml) and quinoa bran (158.01 U/ml) 

by A. aculeatus. The extracellular pectinase activity was also significant when A. fumigatus 

(45.95 U/ml) and T. longibrachiatum (26.43 U/ml) were grown with orange peel. Thus, 

fungi isolated from the Atlantic Forest of Paraná can be considered promising for the 

production of enzymes for industrial application using agro-industrial residues found easily 

and abundantly in Brazil. In addition, several residues were capable of inducing the 

production of hydrolytic enzymes and thus be able to reduce the cost of growing and avoid 

environmental problems. 

 

Keywords: Agro-industial residues, Atlantic forest, cellulolytic complex, pectinase 

xylanolytic complex 
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1. Introdução 

 

O Brasil é um país com intensa atividade agrícola, e como consequência, abundantes 

quantidades de subprodutos agrícolas ou agroindustriais são geradas [1]. Atualmente, estes 

materiais são aproveitados somente na geração de energia elétrica ou simplesmente 

queimada no campo. Uma das possibilidades promissoras de utilização dos resíduos que 

vem sendo muito pesquisada nos últimos anos é a conversão de materiais lignocelulósicos 

em etanol por microrganismos [2], [3], e [4]. A conversão desses resíduos em produtos de 

valor agregado como produção de bioativos por microrganismos é a possibilidade de 

contribuir com a remoção desses poluentes ambientais.  Além de trazer benefícios por 

gerar produtos aproveitáveis pelas indústrias em diferentes setores, como nas áreas têxtil, 

farmacêutica, alimentos e de ração.  

Os principais componentes da biomassa lignocelulósica são a celulose, 

hemicelulose e lignina, que são compostos orgânicos mais abundantes na terra com 

potencial para produzir fonte renovável de energia e produtos químicos. A produção global 

de biomassa lignocelulósica é na ordem de 1 x 10 toneladas ao ano [5]. Dentro desse 

contexto, os fungos são os organismos predominantemente eficazes na degradação dessa 

biomassa lignocelulósica pela habilidade em produzir várias enzimas que despolimerizam 

substratos de diferentes complexidades e em consequência agir sinergicamente para 

degradar a biomassa da planta [6].  

A celulose encontrada nesses resíduos lignocelulósicos é constituída de polímeros 

lineares com ligações  β-1,4 de resíduos de D-glicose. Este polímero é degradado pelas 

celulases secretadas por microrganismos, denominados de complexos multi-enzimáticos 

formados por três principais enzimas, as endoglucanases (E.C. 3.2.1.4), celobiohidrolases 

ou exoglucanases (E.C. 3.2.1.91) e celobiases ou β-glicosidases (E.C. 3.2.1.21) [7]. O 

segundo polímero mais abundante da parede celular, o xilano é constituído de uma 

estrutura de xilose linear com ligações β-1,4 que podem ser substituídos por cadeias 

laterais de açúcares adicionais [6]. Assim, enzimas do complexo xilanolítico são requeridas 

para despolimerização do heteropolissacarídeo, que são as endo-1,4-β-xilanases (E.C. 

3.2.1.8) e a β-xilosidases (E.C. 3.2.1.37), responsáveis pela clivagem da cadeia principal 

do xilano. Além disso, acetil esterases (E.C. 3.1.1.6), α-D-glucuronidases (E.C. 3.2.1.1), e 

α-L-arabinofuranosidases (E.C. 3.2.1.55) são requeridas para hidrolisar as cadeias laterais 

do xilano [8]. As enzimas pectinolíticas ou pectinases responsáveis pela hidrólise de 
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pectinas que são encontradas na parede celular, que inclui pectina metilesterase (E.C. 

3.1.11.1), endo-poligalacturonase (E.C. 3.2.1.15), exopolygalacturonase (E.C. 3.2.1.67), 

pectato liase (E.C. 4.2.2.2) exo-pectato liase (E.C. 4.2.2.9) e endopectina liase (E.C. 

4.2.2.10) [9], [10] e [11]. 

No Brasil são encontrados vários tipos de biomas, e entre esses o bioma da Mata 

Atlântica, constituído de alta diversidade biológica com ambiente propício para 

desenvolvimento de vários organismos. O bioma da Mata Atlântica ocupa 

aproximadamente 13% do território brasileiro formado por complexas cadeias de 

montanhas, vales, planaltos e planícies. Devido à escassez de estudos sobre a diversidade 

de fungos da Mata Atlântica do Paraná, o foco do presente trabalho foi investigar a 

capacidade de produção de enzimas hidrolíticas por fungos filamentosos recentemente 

isolados da Mata Atlântica da região oeste do Paraná em resposta a diferentes resíduos 

agroindustriais. Dentro desse contexto, a produção de enzimas do complexo celulolítico, 

xilanolítico e pectinolítico produzidas pelas cinco espécies de fungos: Aspergillus 

aculeatus, Gliocadium virens, Crysonilia sitophila, Aspergillus fumigatus e Trichoderma 

longibrachiatum em cultivos líquido utilizando diferentes resíduos agroindustriais como 

fonte de carbono foi investigada. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Isolamento e Identificação dos fungos  

 

As linhagens de fungos utilizadas neste estudo foram isoladas a partir de amostras de solo 

ou de decomposição de matéria orgânica (folhas, caule e raiz) da Mata Atlântica na 

Reserva Biológica Bela Vista de Itaipu, localizada em Foz do Iguaçu, Paraná - Brasil. 

Aproximadamente 5 g de solo ou de pedaços de madeira em decomposição (comprimento 

de 10 e 20 mm) foram transferidos para placas contendo um meio de batata-dextrose-ágar 

(BDA) com cloranfenicol e incubados a 28ºC ou 43ºC durante 72-120 horas. Após a 

incubação, cada isolado purificado foi transferido para placa com meio de BDA fresco. A 

identificação morfológica dos fungos foi realizada pela Micoteca da Universidade Federal 

de Pernambuco, PE-Brasil. As estirpes selecionadas foram em seguida mantidas em tubos 

contendo meio BDA a 4ºC. A extração de DNA genômico dos fungos foi realizada 

utilizando a metodologia descrita por White et al. [12]. O fragmento de DNA da região ITS 



 

29 
 

foi amplificada com o par de oligonucleotídeos ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-

3' direto) e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' reverso). Os produtos de PCR 

foram analisados em géis de agarose 1,0% Tris-acetato-EDTA (agarose 1,0%, 0,04 M Tris-

acetato e 1 mM EDTA), e revelados com brometo de etídio e visualizados sob iluminação 

UV. A purificação dos produtos de PCR e a determinação das seqüências utilizando os 

oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 foram realizadas pela empresa Helixxa® (Campinas-SP, 

Brasil). As sequências determinadas (ITS1, ITS2 e 5.8S) foram comparadas com outras 

seqüências depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) utilizando a ferramenta básica de alinhamento local (BLAST; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov website). As identificações taxonômicas obtidas em nível de 

espécies dos fungos foram: Aspergillus aculeatus, Aspergillus fumigatus, Gliocadium 

virens, Crysonilia sitophila, e Trichoderma longibrachiatum.  

 

2.2 Condições de cultivo e obtenção da enzima 

 

Cinco isolados foram selecionados (Aspergillus aculeatus, Aspergillus fumigatus, 

Gliocadium virens, Crysonilia sitophila e Trichoderma longibrachiatum) entre os isolados 

fúngicos que mostraram um halo de hidrólise para atividade celulásica e xilanásica. 

Posteriormente, cada isolado fúngico foi inoculado em meio líquido Czapeck [13] 

suplementado com 1% de diferentes resíduos agroindustriais como fontes de carbono: 

Casca de banana, casca de laranja, casca de maracujá, casca de nozes, casca de pera, farelo 

de quinoa, farelo de soja, palha de arroz, palha de sorgo e trub (a camada de sedimentos 

que aparece no fundo do fermentador, no processo de produção da cerveja). Estes resíduos 

foram utilizados diretamente para o processo de fermentação, sem qualquer pré-tratamento. 

Após o inóculo de 1 ml da solução de esporos (105 esporos/ml) as culturas dos fungos 

mesofílicos A. aculeatus, C. sitophila e G. virens foram incubados (incubadora tipo 

B.O.D.) a 28ºC, enquanto os fungos termotolerantes A. fumigatus e T. longibrachiatum 

(estufa bacteriológica) a 42ºC, durante 5 dias. As culturas foram obtidas por filtração à 

vácuo, utilizando papel de filtro,  o filtrado (extrato bruto) foi utilizado para a 

quantificação da atividade enzimática extracelular. Os micélios foram rompidos por 

maceração em almofariz de porcelana com areia tratada na proporção de 1:1, ressuspenso 

em água destilada gelada e centrifugado a 6000 rpm durante 5 min. O sobrenadante obtido 
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foi denominado de extrato bruto intracelular e utilizado para determinar a atividade 

intracelular da enzima. 

 

2.3 Dosagens enzimáticas 

 

2.3.1 Xilanase: A atividade xilanásica foi dosada através da análise dos açúcares redutores 

liberados a partir da hidrólise do xilano de “beechwood”. A mistura de reação continha 0,9 

ml de 1% (w/v) de xilano de beechwood (tampão acetato de sódio 50 mM, pH 6,0) e 0,1 

ml de solução de enzima adequadamente diluída. A mistura foi incubada a 40ºC durante 10 

min e a quantidade de açúcares redutores liberados foi determinado pelo método de Miller 

[14] pela adição do ácido dinitrossalicílico (DNS). Uma unidade de xilanase foi definida 

como a quantidade de enzima capaz de liberar um µmol de D-xilose por minuto sob as 

condições de ensaio padrão. 

2.3.2 β-xilosidase: A atividade da β-xilosidase foi estimada usando p-nitrofenil-β-D-

xilopiranosídeo (pNPX) como substrato. A mistura consistiu de 500 µl de pNPX (2 mM) 

preparado em 50 mM de tampão acetato de sódio pH 6,0 e 100 µl da solução da enzima. A 

reação foi incubada a 50°C por um máximo de 60 min e foi parada por adição de 2 ml de 

solução saturada de tetraborato de sódio, quantificada a 410 nm. Uma unidade da atividade 

da enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 µmol de p-nitrofenol 

por minuto.  

2.3.3 Endoglucanase: A atividade de CMCase foi realizada através da mistura de reação 

de 0,9 ml de 1% (w/v) de carboximetilcelulose (CMC) (tampão citrato de sódio 50 mM, 

pH 4,5) e 0,1 ml de solução de enzima diluída adequadamente. A mistura foi incubada a 

40ºC durante 30 min. A quantidade de açúcares redutores foi determinada com a adição de 

ácido dinitrossalicílico (DNS) pelo método de Miller [14]. Uma unidade de atividade da 

enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 µmol de glicose por 

minuto nas condições de ensaio padrão.  

2.3.4 β-Glicosidase: A atividade β-glicosidásica foi estimada usando p-nitrofenil-β-D-

glicopiranosídeo (pNPG) como substrato. A mistura consistiu de 500 µl de pNPG (2 mM) 

em 50 mM de tampão acetato de sódio pH 4,5 e 100 µl da enzima incubada a 50°C por um 

tempo máximo de 60 min. A reação foi parada com a adição de 2 ml de 0,1 M Na2CO3 e 

quantificado a 410 nm. Uma unidade de atividade da enzima (U) foi definida como a 

quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de p-nitrofenol por minuto. 
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2.3.5 Pectinase: A atividade pectinásica foi realizada através da mistura de reação de 0,9 

ml de 1% (w/v) de pectina cítrica (tampão acetato de sódio 50 mM, pH 6,0) e 0,1 ml de 

solução da enzima diluída adequadamente. A mistura foi incubada a 40ºC durante 20 min e 

a quantidade de açúcares redutores liberados foi determinado pelo método de Miller [14]. 

Uma unidade de atividade da pectinase foi definida como a quantidade de enzima capaz de 

liberar 1 µmol de açúcares redutores por minuto sob as condições de ensaio padrão.  

 

2.4 Análise Estatística 

 

Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão. As diferenças significativas 

entre as médias das atividades enzimáticas foram determinadas por análise de variância 

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey com o auxílio do software SAEG, versão 9.1., em 

nível de 5% de significância (p <0,05). 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Influência de resíduos agroindustriais na produção de xilanase extracelular pelos 

fungos  

 

A palha de sorgo foi o resíduo lignocelulósico que mais se destacou entre as dez fontes de 

carbono testadas para a produção de xilanase para as linhagens fúngicas. Os maiores 

valores de atividade xilanásica extracelular foram obtidos na presença deste substrato com 

os fungos T. longibrachiatum (22,38 U/ml), A. fumigatus (11,77 U/ml), A. aculeatus (6,67 

U/ml) e C. sitophila (2,70 U/ml) (Figura 1). O T. longibrachiatum deste trabalho exibiu 

valores superiores de xilanase extracelular em relação ao T. harzianum rifai na presença de 

bagaço de cana em cultivo no estado sólido (15 U/ml) [15] ou por T. reesei SAF3 em 

cultura submersa utilizando xilano como substrato (4,75U/ml) [16]. Até o momento, não 

foram encontrados na literatura produção de xilanase com os fungos dos gêneros 

Gliocadium e Chrysonilia, porém as espécies de A. niger, T. reesei, T. longibrachiatum e 

T. koningii têm sido utilizados como fontes comerciais de xilanases pelas indústrias [17].  

Várias xilanases produzidas por microrganismos tem sido induzidas com substratos 

comerciais como o glucuronoxilano de bétula (birchwood xylan) e o de faia (beechwood 

xylan), porém devido ao seu alto custo a sua utilização para a produção em larga escala da 
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xilanase se torna inviável. Este fato incentiva a utilização de resíduos agrícolas como o 

farelo de trigo, farelo de arroz, casca de arroz, serragem e feno como substratos 

alternativos para a produção desta enzima [18]. A palha de sorgo é também um resíduo 

lignocelulósico oriundo do cultivo do sorgo (Sorghum bicolor). Atualmente este grão é o 

quinto cereal mais produzido no mundo, com produção estimada em 64 milhões de 

toneladas em 2014 [19]. No Brasil, a produção de sorgo gera cerca de 7,8 toneladas de 

resíduo por hectare plantado a cada safra [20]. Segundo Vázquez e seus colaboradores [21] 

a palha de sorgo é composta por aproximadamente 35% de celulose, 24% de hemiceluloses 

e 25% de lignina. 

A casca de maracujá também foi capaz de induzir significativamente a produção de 

xilanase extracelular do T. longibrachiatum (15,10 U/ml), e do G. virens (13,79 U/ml) 

(Figura 1). Segundo Pinheiro e colaboradores [22], a casca de maracujá apresenta 

abundante composição em carboidratos (21%), fibras solúveis (19%), fibras insolúveis 

38% (celulose, lignina e porções de hemicelulose) e proteínas (4%). O Brasil é o maior 

produtor de maracujá, e tem exportado para países como, Reino Unido, França, Bélgica, 

Alemanha e Países Baixos [23]. As indústrias utilizam a polpa de maracujá para produção 

de sucos e como consequência geram enormes quantidades de subprodutos como cascas e 

sementes que representam 60% dos frutos, rotineiramente descartados como resíduos 

sólidos de elevada carga orgânica que inevitavelmente poluem o meio ambiente se não 

existir uma destinação correta [24]. Portanto, a utilização destes subprodutos como fontes 

de carbono para produção de enzimas por microrganismos se torna viável e vantajoso, 

assim como sua utilização como matéria prima para produção de compostos bioativos [25], 

probióticos [26] e produção de pectina [27].  

 

3.2 Produção de β-xilosidase pelos fungos na presença de resíduos agroindustriais  

 

Os maiores valores de atividade de β-xilosidase intracelular foram encontrados na presença 

da palha de sorgo com o fungo T. longibrachiatum (7,54 U/ml), seguido por A. aculeatus e 

C. sitophila quando crescidos com casca de laranja (5,04 e 4,60 U/ml), respectivamente 

(Figura 2A).  Enquanto que a produção de β-xilosidase extracelular foi induzida por vários 

resíduos, tais como a casca de laranja, casca de banana, trub e casca de pera com o fungo 

A. aculeatus, as atividades enzimáticas variaram de 3,62 a 5,82 U/ml (Figura 2B). O G. 

virens também produziu β-xilosidase extracelular na presença de casca de laranja (2,75 
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U/ml). Estes resultados demonstram que esses resíduos lignocelulósicos contêm na sua 

composição importantes indutores da biossíntese de β-xilosidase desses fungos. Muitas 

vezes as diferenças nos valores de atividades enzimáticas observadas se devem à 

composição distinta dos resíduos e também de acessibilidade aos substratos [28].  De 

acordo com Oliveira e seus colaboradores [29], a porcentagem de hemicelulose presente 

em cada substrato é um fator muito importante para a indução de enzimas xilanolíticas. 

Além disso, a produção de β-xilosidase pelas linhagens estudadas neste trabalho foi 

superior em relação a valores de atividades enzimáticas de  β-xilosidase produzidas por 

outros fungos, a exemplo do A. awamori crescido em bagaço de cana com 1,3 U/ml [30], 

do Penicillium sclerotiorum em farelo de trigo (1,24 U/ml) e farelo de aveia (0,24 U/ml) 

[31].  

 

 

3.3 Influência de resíduos agroindustriais na produção de celulase extracelular pelos 

fungos  

 

Os valores mais elevados de atividade de celulase extracelular foram obtidos quando A. 

fumigatus foi crescido na presença de casca de laranja (0,53 U/ml) (figura 3). Bico e 

Mustata [32] descreveram que as cascas de laranja apresentam 14,4% de celulose, 10,9% 

de hemicelulose, 1,33% de lignina, e 28,7% de pectina solúvel. Essas fibras solúveis e 

insolúveis encontradas nas cascas de laranja devem influenciar na indução da celulase 

desses fungos. Os fungos A. aculeatus (0,45 U/ml) e T. longibrachiatum (0,29 U/ml) 

também apresentaram atividades enzimáticas significativas  com a casca de laranja. Além 

disso, o Brasil por ser o maior produtor de laranja do mundo, com 19 milhões de toneladas 

e 21% da produção mundial em 2009 [33], tem como consequência geração de grandes 

quantidades de resíduos pelas indústrias processadoras de sucos [34] e [35]. Assim, a 

utilização de cascas de laranja como fonte de carbono na produção de enzimas por 

microrganismos é uma excelente destinação para eliminar estes resíduos [36] e [37].  

 Os valores de atividades celulásicas obtidas com as linhagens deste estudo ainda 

foram superiores às produzidas por outros fungos como A. flavus com serragem (0,0743 

U/ml), bagaço (0,0573 U/ml) e sabugo de milho (0,0502 U/ml) [38], o A. niger MS82 com 

grama (0,11 U/ml), sabugo de milho (0,35 U/ml) e bagaço de milho (0,31 U/ml) [39]. Do 

mesmo modo, o T. koningii D-64 produziu 0,4 U/ml de CMCase com farelo de trigo [40], 
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enquanto que T. reesei Rut C-30 em cultivo utilizando uma mistura de celulose com polpa 

de beterraba (1:1) pré-tratada obtiveram  0,49 U/ml de endoglucanase [41]. Segundo Azin 

e seus colaboradores [42] as espécies do gênero Trichoderma são conhecidas como bons 

produtores de enzimas lignocelulolíticas.  

 

3.4 Produção de β-glicosidase por fungos na presença de resíduos agroindustriais  

 

O A. aculeatus foi o fungo que se destacou na produção de β-glicosidase extracelular entre 

os cinco fungos deste estudo na presença de resíduos agroindustriais. Os resíduos que 

induziram significativamente a produção de β-glicosidase extracelular foram: casca de 

laranja (23,28 U/ml), casca de banana (18,55 U/ml) e trub (14,04 U/ml). O A. fumigatus 

também exibiu atividade beta glicosidásica na presença de trub (6,81 U/ml) e casca de 

laranja (3,81 U/ml) (Figura 4B). Joo e colaboradores [43] obtiveram  β-glicosidase 

extracelular com Penicillium pinophilum utilizando palha de arroz (3,2 U/ml), enquanto 

que o Monascus purpureus NRRL1992 produziu 1,68 U/ml em fermentação submersa com 

resíduos de uva [44].  

Entretanto, os valores de atividade β-glicosidásica intracelular dos fungos desse 

estudo foram superiores em relação às atividades extracelulares. Do mesmo modo, o fungo 

A. aculeatus se destacou novamente como produtor de β-glicosidase intracelular (Figura 

4A).  Os maiores valores de atividade enzimática foram obtidos com a casca de maracujá 

(192,2 U/ml), casca de banana (164,11 U/ml), farelo de quinoa (158,01 U/ml) e casca de 

laranja (135,82 U/ml). Segundo Jaramillo e seus colaboradores [45], a casca de maracujá é 

uma fonte de carbono adequada para o crescimento de fungos e produção de enzimas 

devido a sua rica composição em pectina. A casca de banana também foi um resíduo 

promissor, induzindo a produção de β-glicosidase intracelular do A. aculeatus e do T. 

longibrachiatum (6,10 U/ml). Este resíduo é composto por 60,2% de carboidratos, 8,1% de 

proteínas e 8,2% de fibras [46]. Em adição, os fungos C. sitophila e A. fumigatus também 

produziram a β-glicosidase intracelular na presença de palha de sorgo (8,38 U/ml) e farelo 

de soja (8,37 U/ml), respectivamente (Figura 4A). 

A partir dos resultados obtidos foi possível observar que as linhagens do gênero 

Aspergillus foram mais promissoras entre as espécies estudadas neste trabalho. Além disso, 

os valores de atividade de β-glicosidases obtidos por essas linhagens estudadas foram 

superiores em relação aos fungos A. niger e T. reesei cultivados com farelo de trigo (2,84 e 
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0,22 U/ml) [2]. Segundo Mrudula e Murugammal (47) os gêneros Aspergillus e 

Trichoderma são conhecidos como bons produtores de celulases. Embora o gênero 

Trichoderma seja um bom produtor de exo e endoglucanases, o mesmo não acontece para 

as β-glicosidases deste fungo, entretanto, os fungos do gênero Aspergillus são capazes de 

produzir eficientemente grandes quantidades dessa enzima [48].  

 

3.5 Influência de resíduos agroindustriais na produção de pectinase extracelular por 

fungos  

 

As atividades pectinolíticas extracelulares foram notavelmente superiores na presença de 

casca de laranja para os fungos A. fumigatus e T. longibrachiatum com 45,95 U/ml e 26,43 

U/ml, respectivamente.  Observou-se que o fungo C. sitophila também exibiu produção 

significativa com farelo de soja (19,95 U/ml) (Figura 5). A atividade máxima obtida pelo 

A. fumigatus deste trabalho foi semelhante à encontrada para A. oryzae CCT3940 quando 

cultivado em fermentação submersa com farelo de trigo e pectina como indutores, que 

atingiu uma atividade exo-poligalacturonásica de 45 U/ml [49]. Similarmente, Patil e 

Dayanand [50] obtiveram também atividades de endopectinase (18,9 U/ml) e exopectinase 

(30,6 U/ml) em fermentação submersa utilizando resíduos de girassol suplementado com 

4% de glicose e palha de grama com o A. niger DMF 27. Produção de endo-

poligalacturonase (0,70 U/ml), exo- poligalacturonase (8,90 U/ml) e pectina liase (41,30 

U/ml) também são relatadas com Penicillium viridicatum RFC3 utilizando fermentação em 

estado sólido com mistura de bagaço de laranja e farelo de trigo (1:1) [51].  

 Vários tipos de cascas de frutas têm sido utilizados como fontes indutoras de 

pectinase por outros fungos como o A. niger e T. viride que produziram 1,27 U/ml e 9,01 

U/ml, respectivamente, quando crescidos com polpas cítricas [52]. Porém os valores 

encontrados neste trabalho superam os dados obtidos por estas outras linhagens citadas. 

  

5. Conclusões  

 

Pode-se concluir que o fungo T. longibrachiatum e C. sitophila possuem grande potencial 

para produção de xilanase extracelular induzidos por palha de sorgo e casca de maracujá. 

Coincidentemente, o melhor produtor de β-xilosidase intracelular também foi o fungo T. 

longibrachiatum utilizando palha de sorgo como substrato, entretanto, a produção de β-
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xilosidase extracelular foi induzida com cascas de laranja, banana e trub por A. aculeatus.  

O A. fumigatus exibiu uma expressiva produção de celulase e pectinase extracelular 

utilizando casca de laranja. Porém, dentre as cinco espécies de fungos, o A. aculeatus foi o 

maior produtor de enzimas deste estudo, principalmente de β-glicosidases intra e 

extracelular.  Os resíduos que induziram eficientemente a biossíntese da β-glicosidase 

intracelular do A. aculeatus foram casca de maracujá, casca de banana e farelo de quinoa, e 

para produção de β-glicosidase extracelular as cascas de laranja e de banana. Portanto, 

vários resíduos agroindustriais testados neste estudo exibiram eficácia como fontes de 

carbono para crescimento desses fungos, além de promover a indução de enzimas de 

interesse biotecnológico, consequentemente, isso pode contribuir com a diminuição do 

custo de cultivo e evitar problemas ambientais pela disposição inadequada destes resíduos. 
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Figura1. Produção de xilanase extracelular pelos fungos filamentosos em cultivo líquido 

com diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus; 

 C. sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo 

casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de 
quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 2. Produção de β-xilosidase intra (A) e extracelular (B) pelos fungos filamentosos 
em cultivo líquido com diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus;  A. aculeatus

 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus;  C. sitophyla;  G. virensG. virens, 

 
 T. longibrachiatum. CBa 

Casca de banana; CNo casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca 
de pera; FQui farelo de quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 3. Produção de celulase extracelular pelos fungos filamentosos em cultivo líquido 

com diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus; 

 C. sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo 

casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de 
quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 4. Produção de β-glicosidase intra (A) e extracelular (B) pelos fungos filamentosos 
em cultivo líquido com diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus;  A. aculeatus

 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus;  C. sitophyla;  G. virensG. virens, 

 
 T. longibrachiatum. CBa 

Casca de banana; CNo casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca 
de pera; FQui farelo de quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Figura 5. Produção de pectinase extracelular pelos fungos filamentosos em cultivo líquido 

com diferentes resíduos agroindustriais. Legenda:  A. aculeatus; 

 A. aculeatus
 A. fumigatus
 C. sitophila
A. fumigatus; 

 C. sitophyla;  G. virensG. virens, 
 
 T. longibrachiatum. CBa Casca de banana; CNo 

casca de nozes; CLa casca de laranja; CMa casca de maracujá; CPe Casca de pera; FQui farelo de 
quinoa; PAr palha de arroz; PSo palha de sorgo; FSo farelo de soja. 
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Resumo: 
 
Elevada produção de beta-frutofuranosidase foi obtida com o fungo Aspergillus flavus 
isolado recentemente da Mata Atlântica em cultivo de 48 horas na presença de farelo de 
soja ou trub (resíduo de cervejaria) tanto em cultivo líquido quanto em estado sólido. Esta 
beta-frutofuranosidase obtida de cultivo em estado sólido de farelo de soja foi parcialmente 
purificada por coluna cromatográfica de troca iônica DEAE-Sephadex, com rendimento 
final de 19%, com massa molecular aparente de 37 KDa  por SDS-PAGE e 45 KDa na 
forma nativa.  O pH e a temperatura ótima de atividade da enzima foram de 5,0 e 60°C, 
respectivamente. A enzima foi estável com 70% de atividade residual após 12 horas na 
faixa de  pHs ácido (5,0 e 5,5), enquanto que nas temperaturas de 45ºC a 55ºC a enzima 
mostrou estabilidade superior a 50%.  
 
Palavras chave: Aspergillus flavus, farelo de soja, Mata Atlântica e trub 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

49 
 

Abstract: 
 
High production of beta-fructofuranosidase was obtained from Aspergillus flavus isolated 
recently from the Atlantic Forest of Parana from cultivation of 48 hours supplemented of 
soybean meal or trub (brewery residue) both in liquid culture and in solid state. This beta-
fructofuranosidase obtained from cultivation in the solid state cultivation supplemented 
with soybean meal was partially purified by ion-exchange chromatography column DEAE-
Sephadex, reaching a final yield of 19%, an apparent molecular mass of 37 kDa by SDS-
PAGE and 45 kDa as native. The optimal pH and temperature for activity of the enzyme 
were 5.0 and 60°C respectively. The enzyme was stable at 70% residual activity after 12 
hours at a range of acidic pH values (5.0 and 5.5), whereas at temperatures of 45°C to 
55°C the enzyme showed higher stability than 50%. 
 
Keywords: Aspergillus flavus, soybean meal, Atlantic Forest  and trub 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

50 
 

1. Introdução 
 

A β-frutofuranosidase (Ffase) (EC 3.2.1.26), ou comumente denominada de 

invertase é responsável pela hidrólise irreversível da ligação β1-2 de carboidratos como a 

sacarose, originando uma mistura em quantidades iguais de glicose e frutose [1]. A mistura 

destes monossacarídeos recebe o nome de açúcar invertido, e apresentam vantagens na 

aplicação industrial com índice de dulçor superior a sacarose, além de seus produtos não 

cristalizarem [2]. A invertase possui importância comercial em indústrias de alimentos, 

principalmente para a produção de doces e chocolates com o centro liquefeito, em 

indústrias sucroalcooleiras, e na produção de ácido láctico [3, 4]. Na indústria de alimentos 

o uso dessa enzima é bastante comum devido a sua alta especificidade e a não geração de 

subprodutos tóxicos, o que pode ocorrer se usar catalisadores sintéticos ou ácidos para 

catalisar as reações [5]. Além disso, a inverase é empregada no processamento de 

alimentos como: fermentação do melaço de cana de açúcar, na produção de alimento para 

abelhas melíferas e na produção de rações para bezerros [6, 4]. Existem inúmeras 

isoformas de invertase, classificadas como ácidas, neutras ou alcalinas de acordo com o 

seu pH ótimo [7]. As funções de cada isoforma ainda não estão devidamente elucidadas, 

porém é mais provável que estejam envolvidas na regulação da entrada da sacarose por 

diferentes vias [8, 9]. As β-frutofuranosidases podem ser incluídas nas famílias GH32 

(invertases ácidas), GH68 (invertases ácidas) e GH100 (invertases neutras/alcalinas), de 

acordo com o banco de dados CAZY (http://www.cazy.org) [1]. 

 A invertase tem sido obtida de plantas e microrganismos diversos, como bactérias e 

leveduras [9]. A levedura Saccharomyces cerevisae é o microrganismo mais 

extensivamente estudado capaz de sintetizar duas invertases: uma glicosilada e 

periplasmática, e outra citosólica, não glicosilada que pode ser secretada ou não [10]. As 

invertases de outras leveduras como Rhodotorula glutinis [11] e Candida utilis [12] 

também tem sido relatadas. No entanto, os fungos filamentosos mostram maior potencial 

para a produção de invertases, como por exemplo, as produzidas por Penicillium 

chrisogenum [13], A. fumigatus [14], A. ochraceus [9], A. niveus [15], A. caespitosus [16], 

A. phoenicis [1], Paecilomyces variotti [17] e A. niger [18]. 

 As principais fontes de carbono utilizadas para a produção de beta-

frutofuranosidase em fungos ou leveduras são a sacarose, e alguns substratos não 

convencionais, como por exemplo, resíduos agroindustriais [4]. A utilização de resíduos 
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agroindustriais como o bagaço de cana de açúcar, farinha de mandioca, e sabugo de milho 

[9, 16], resíduos de processamento de alimentos [19], além de cascas de frutas como 

abacaxi, limão doce, romã, laranja e mosambi [6] tem sido citados na literatura como 

indutores de invertases. A utilização destes resíduos é uma alternativa atraente, visto que o 

Brasil é uma das economias com base agrícola mais importante do mundo. Além disso, 

esta grande produção agroindustrial é responsável pela geração de quantidades muito 

elevadas de resíduos que causam graves problemas ambientais [20]. Dentro desse contexto, 

o presente estudo teve como objetivo a produção, purificação e caracterização da invertase 

de Aspergillus flavus utilizando  resíduo agroindustrial como fonte de carbono.  

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Microrganismo e manutenção  

 

O fungo foi isolado a partir de amostras de solo coletadas no Refúgio Biológico 

Bela Vista – Foz do Iguaçu – Estado do Paraná – Brasil (25° 26`37, 27” SE, 54° 33`12, 

08’’ O), conforme metodologia padronizada pelo projeto da rede SISBIOTA – BRASIL. A 

identificação taxonômica foi realizada pela Micoteca da Universidade Federal de 

Pernambuco, PE-Brasil com base nas características micro e macro-morfológicas.  O fungo 

foi mantido em tubos contendo meio batata-dextrose-ágar (BDA) a 4ºC. 

 

2.2 Identificação taxonômica 

 

2.2.1 Extração de DNA genômico e Reação de PCR 

 

 O isolamento do DNA genômico do fungo foi realizado a partir da massa micelial 

obtida de cultivo líquido de 1 a 2 dias suplementado com glicose 1%. O micélio do fungo 

foi coletado por centrifugação (5.000 x g, 10 min), lavado duas vezes com água fria estéril 

e o pellet utilizado para extração do DNA pelo método de brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (CTAB). A extração de DNA dos fungos foi realizada 

empregando a metodologia descrita por White et al. [21]. O fragmento de DNA da região 

ITS foi amplificada com o par de oligonucleotídeos ITS1 (5'-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' direto) e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 
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reverso). A mistura da reação em cadeia de polimerase (PCR) foi: 0,6 µM de cada 

oligonucleotídeo, 0,2 mM deoxinucleotídeos, 1,5 mM MgCl2, 5x green GoTaq® Flexi 

buffer (Promega) e 2,5 U de GoTaq® Flexi DNA polymerase (Promega). As condições dos 

ciclos de PCR consistiram de um passo inicial de desnaturação a 95°C por 2 min, 35 ciclos 

a 94°C por 45 s, 50°C por 45 s e 72°C por 45 s, seguido de uma fase final de extensão a 

72°C por 5 min. Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose 1,0% Tris-

acetato-EDTA (agarose 1,0%, 0,04 M Tris-acetato e 1 mM EDTA), e revelados com 

brometo de etídio e visualizados sob iluminação UV. A purificação dos produtos de PCR e 

a determinação das seqüências utilizando os oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 foram 

realizadas pela empresa Helixxa® (Campinas-SP, Brasil). As sequências determinadas 

(ITS1, ITS2 e 5.8S) foram comparadas com outras sequências depositadas no banco de 

dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) empregando a ferramenta 

básica de alinhamento local (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov website). A árvore 

filogenética foi construída a partir da sequência das regiões de A. flavus e comparada com 

sequências de outras linhagens de fungos obtidos a partir de banco de dados do NCBI com 

auxilio do programa MEGA. 

 

2.3 Condições de cultivo e obtenção de enzimas  

 

O meio líquido mineral utilizado para a produção das enzimas foi composto de 

(gramas por litro): Extrato de levedura, 5; (NH4)2SO4, 2.8; KH2PO4, 4; MgSO4·7H2O, 0.9; 

CaCl2·2H2O, 0.9. O cultivo submerso (FSM) foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 

ml contendo 25 ml de meio estéril suplementado com 1% de fonte de carbono alternativo 

(Casca de banana, casca de laranja, casca de maracujá, casca de nozes, casca de pera, 

farelo de quinoa, farelo de soja, palha de arroz, palha de sorgo e trub). Os resíduos 

agroindustriais foram adquiridos no comércio local, e utilizados sem qualquer pré-

tratamento.  Para as culturas em cultivo sólido (FES) foram utilizados 5,0 g de fonte de 

carbono alternativa, umidificados com meio mineral estéril. Os frascos Erlenmeyer foram 

selados e autoclavados a 121ºC. Após o inóculo de 1 ml da solução de esporos (105 

esporos/ml), as culturas foram incubadas (incubadora tipo B.O.D.) a 28ºC em condições 

estacionárias por períodos de tempo convenientes.  
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2.4 Obtenção dos extratos enzimáticos 

 

As culturas foram filtradas após o crescimento com o auxílio de bomba de vácuo e 

funil. O filtrado obtido livre de células foi utilizado para determinação da atividade 

enzimática extracelular. O extrato intracelular foi obtido a partir do micélio congelado em 

freezer -20ºC, macerado em gral de porcelana, ressuspenso em água destilada gelada e 

centrifugado a 6000 rpm durante 5 minutos a 4°C. O filtrado foi dialisado por uma noite a 

4ºC, contra tampão utilizado para o ensaio.  

O extrato bruto de cultivo em estado sólido foi obtido adicionando-se 40 mL de 

água destilada gelada agitados em shaker a 120 rpm durante 60 minutos, a 4ºC. Após esse 

período, as culturas foram filtradas com bomba de vácuo em funil Büchner, o filtrado 

obtido foi utilizado para quantificação enzimática.  

 

2.5 Ensaio enzimático 
 

A atividade de  β-frutofuranosidase foi determinada utilizando 0,2 M de sacarose 

em tampão acetato de sódio (50 mM  pH 5,0), a 55ºC, por 10 min. A reação foi 

interrompida com adição do ácido 3,5’dinitrosalicílico (DNS), e os açúcares redutores 

quantificados pelo método de Miller [22]. As leituras espectrofotométricas foram 

realizadas a 540 nm, utilizando glicose como padrão. A unidade de atividade enzimática 

foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 micromol de açúcar redutor 

por minuto nas condições de ensaio. 

 

2.6 Purificação 
 

O extrato bruto enzimático equilibrado com tampão acetato de sódio 20 mM pH 5,5 

foi aplicado na coluna de DEAE celulose (Sigma, 2 x 20 cm) previamente equilibrada com 

o mesmo tampão e eluida em fluxo de 1,5 ml/min, com um gradiente linear de NaCl (0,05 

a 1,0 M). Três mililitros de cada fração foram coletados e posteriormente a proteína (A280) 

e atividade enzimática foram dosadas.  As frações que apresentaram atividade invertásica 

foram reunidas, dialisadas em água destilada a 4ºC por 18 h, e aplicadas em segunda 

coluna de DEAE Sephadex equilibrada com o mesmo tampão. A proteína foi eluída com 

um gradiente de 0,05-0,8 M de NaCl. Os tubos contendo atividade β-frutofuranosidásica 
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foram reunidos, dialisados e liofilizados para análise por eletroforese e caracterização 

enzimática. 

 

2.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

A pureza e o peso molecular da enzima purificada foram determinados por SDS-

PAGE como descrito por Laemmli [23] na concentração de 10% de acrilamida. As 

eletroforeses foram realizadas em tampão Tris-HCl  0,025 M, glicina 0,19 M e SDS 0,1%, 

pH 8,3, sob corrente de 40 mA e 120V. Como marcadores de massa molecular foram 

utilizados as proteínas: fosforilase b (97 kDa), soroalbumina bovina (66 kDa), ovalbumina 

(45 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor da tripsina (20,1 kDa) e α- lactalbumina 

(14,4 kDa). A coloração do gel foi segundo o método descrito por Blum e colaboradores 

[24]. A massa molecular da invertase foi estimada através do coeficiente de migração da 

proteína em relação aos padrões (Rf).  

 

2.8 Análise de Zimograma 

 

O zimograma da invertase foi executado conforme a metodologia descrita por Liao 

et al. [25] com algumas modificações. Após a corrida eletroforética por SDS -PAGE o gel 

foi dividido em duas partes. Uma parte, contendo as amostras e marcador molecular foi 

corada com Coomassie Brilliant Blue R - 250. A outra parte do gel foi incubada durante 30 

min em 0,5% (v/v) de Triton X-100 em temperatura ambiente. Após lavagem em água 

destilada, o gel foi incubado em solução de sacarose 0,3 M dissolvida em tampão acetato 

de sódio 50 mM pH 4,5, por 30 minutos a 40°C. Em seguida, o gel foi corado com cloreto 

de trifenil tetrazólio a 0,5% dissolvido em NaOH 0,25 M, aquecido a 100°C. A reação foi 

interrompida com ácido acético 5%. 

 

2.9 Efeito do pH e temperatura na atividade da enzima 

 

O efeito do pH sobre a atividade da enzima foi determinada através da incubação 

da enzima com diferentes tampões: McIlvaine (pH 2,2 – 8,0), Tris-HCl (pH 8,5 –  9,0) e 

carbonato-bicarbonato (pH 9,5 – 10,0). A enzima foi pré-incubada em banho de gelo em 
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soluções tampões por diferentes períodos (0,25-12 horas). A atividade residual foi 

determinada utilizando o ensaio padrão, como mencionado no item 2.5.  

Para avaliar a temperatura ótima de atividade da enzima, o ensaio foi conduzido a 

várias temperaturas de incubação que variaram de 30 a 80ºC. A estabilidade térmica da 

enzima foi determinada através da pré-incubação da enzima a diferentes temperaturas que 

variaram de 45ºC a 65ºC por diferentes intervalos de tempo (0,25 a 12 horas). A cada 

intervalo, alíquotas da amostra incubada foram retiradas e posteriormente ensaiadas para 

atividade invertásica.  

 

2.10 Reprodutibilidade dos resultados 

 

 Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados obtidos são 

uma média destes três experimentos independentes. 

 

3. Resultados e Discussão  

 

3.1 Identificação taxonômica de A. flavus  

 

 O fungo A. flavus recentemente isolado da Mata Atlântica do Oeste do Paraná – 

Brasil, foi identificado taxonomicamente pela Micoteca da Universidade Federal de 

Pernambuco por métodos de análise morfológica. Paralelamente, o sequenciamento das 

regiões ITS do DNA ribossomal do fungo foi realizado, e a sequencia de 529 pb mostrou 

100% de similaridade com outras espécies de A. flavus (Figura1).  Atualmente esta 

sequencia encontra-se depositada e disponível com acesso KJ470626 no banco de dados do 

NCBI (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov website).  

 

3.2 Produção da β-frutofuranosidase em cultivo sólido e submerso com diferentes 

fontes de carbono 

  

Os maiores valores de atividade invertásica intracelular em cultivo submerso foram 

obtidos quando o fungo foi cultivado em meio suplementado com casca de banana, tanto 

em cultivo agitado (10,49 U/ml), quanto em cultivo estacionário (10,55 U/ml). Para a 

atividade extracelular a melhor produção foi obtida em meio suplementado com farelo de 
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soja (12,71 e 8,59 U/ml), seguido dos resíduos de Trub (6,12 e 4,61 U/ml) e palha de sorgo 

(5,13 e 7,29 U/ml), em cultivo agitado e estacionário, respectivamente. Atividades muito 

baixas foram detectadas quando a casca de pera e a casca de nozes foram utilizadas como 

fonte de carbono em cultivo submerso (Figura 2). Resultados semelhantes foram 

encontrados para o fungo Cladosporium cladosporioides que obteve atividade significativa 

de β-frutofuranosidase quando crescido em cascas de frutas como romã, abacaxi, limão e 

laranja [6]. 

A maior produção de β-frutofuranosidase em cultivo no estado sólido foi obtida na 

presença de farelo soja (53,36 U/ml) e o resíduo cervejeiro trub (32,04 U/ml), enquanto 

que a palha de arroz e a casca de nozes foram os piores indutores deste tipo de cultivo. 

Deste modo, pode-se observar que o farelo de soja e o trub foram os resíduos 

agroindustriais de maior destaque na produção de β-frutofuranosidase pelo A. flavus e a 

atividade máxima alcançada com o cultivo sólido foi cerca de 5 vezes superior em relação 

ao cultivo submerso (Figura 2). A produção de Ffase em cultivo sólido utilizando farelo de 

trigo também tem sido estudada com A. caespitosus e Fusarium sp. [16, 26], pelo C. 

cladosporioides com cascas de frutas [6], e também com a levedura S. cerevisiae 

utilizando resíduos de cenoura [19]. No entanto a utilização da FES como método de 

cultivo para a produção de Ffase ainda é pouco explorada.  

 A produção máxima da Ffase foi de 179 U/ml no prazo de 48 horas de cultivo, e 

manteve esta produção da enzima por um longo período, ocorrendo declínio apenas 

próximo ao décimo dia de cultivo (dados não mostrados). O curto tempo de produção 

enzimática do A. flavus foi semelhante ao encontrado para a levedura S. cerevisiae, porém 

a produtividade do fungo estudado foi 21 vezes superior ao da levedura produzida por 

fermentação submersa (8,35 U/ml) [27]. Segundo Kaur e Sharma [28] esta rápida produção 

da enzima é uma propriedade adequada nos processos industriais e representa, portanto, 

uma vantagem sobre os outros microrganismos conhecidos. 

 

3.3 Purificação da β-frutofuranosidase  

 

A invertase do A. flavus foi eluída da primeira coluna de troca iônica DEAE-

celulose entre as concentrações de 175 e 225 mM de NaCl (Figura 3A). Após os 

procedimentos de diálise, a amostra com atividade enzimática foi aplicada na segunda 

coluna de DEAE-sephadex (Figura 2B). Pode-se observar que após as duas colunas de 
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DEAE a invertase teve rendimento de 19,24% (Tabela 1). A enzima purificada apresentou 

homogeneidade eletroforética parcial em SDS-PAGE 10% (Fig 3B-C), com uma massa 

molecular aparente de 37 KDa (SDS-PAGE) e 45 KDa em zimograma. Este resultado 

mostra massa molecular abaixo do que usualmente é encontrado na literatura, como a 

invertase de Aspergillus ochraceus com 79 KDa [9], de Pichia anomala com 86,5 kDa 

[29], e de Fusarium solani com 65 kDa [30].  

 

3.4 Influência do pH e da Temperatura  

  
 A β-frutofuranosidase produzida por A. flavus exibiu um pH ótimo de 5,0 

(Figura 4), demonstrando grande semelhança as β-frutofuranosidases produzidas por S. 

cerevisiae [31], Aureobasidium pullulans [32], Chrysonilia sitophila [33] e Fusarium sp. 

[25]. A enzima estudada reteve sua atividade residual acima de 70% durante 12 horas tanto 

em pH 5,0 quanto em pH 5,5, demonstrando uma alta estabilidade frente a estes pHs  

(Figura 5). Para o pH 4,5 a meia-vida foi de aproximadamente 9 horas, enquanto que nos 

pHs 6,0 e 6,5 a meia-vida diminuiu para 3 horas.   

A temperatura ótima da β-frutofuranosidase deste estudo foi de 60°C (Figura 7), assim 

como A. niveus [15], A. ochraceus [9] e A. caespitosus [16]. A β-frutofuranosidase deste A. 

flavus apresentou temperatura ótima superior ao das invertases comerciais, BIOINVERT® 

da QUEST INTERNATIONAL e das marcas FLUKA® e SIGMA® que possuem 

temperatura ótima de 55ºC [34]. Na figura 8, está representado o comportamento da β-

frutofuranosidase do A. flavus que manteve mais de 60% de sua atividade após 12 horas de 

incubação a 45ºC, enquanto que nas temperaturas de 50ºC e 55ºC a estabilidade foi próxima dos 

50%. Porém em temperaturas superiores a 60ºC a meia-vida foi de aproximadamente 2 

horas. Esta característica exibida pela enzima é vantajosa para aplicações biotecnológicas 

em que a estabilidade catalítica térmica de até 50°C é um fator relevante para a indústria 

[35]. 

 

4. Conclusões 

 

A produção de β-frutofuranosidase pelo fungo A. flavus alcançou excelentes níveis 

tanto em cultivo líquido quanto em cultivo sólido quando suplementados com o farelo de 

soja ou trub como fontes de carbono, porém a produção enzimática do cultivo sólido foi 5 
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vezes superior ao cultivo líquido. A utilização de resíduos agroindustriais como fonte de 

carbono alternativa em substituição a carboidratos puros como a sacarose, em curto 

período de tempo para produção da β-frutofuranosidase torna o fungo um candidato 

promissor para futuro uso em processos biotecnológicos. Além disso, a Ffase do A. flavus 

apresentou alta estabilidade em pHs ácidos (4,5, 5,0 e 5,5) e em temperaturas de 45ºC a 

55ºC   as quais são condições favoráveis para aplicação industrial. 
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FIGURAS 

 

 

Figura 1. Árvore filogenética construída a partir de sequência das regiões ITS1, 5,8S e ITS2 do A. 
flavus em comparação com sequências de outras linhagens de fungos obtidas a partir do banco de 
dados do NCBI e com auxílio do programa MEGA.  
 

 

 

CPo CBa CPe CMa FQui FSoj PA Trub CNo PSor
0

10

20

30

40

50

60

A
tiv

id
ad

e 
E

nz
im

át
ic

a 
(U

/m
l)

 Extra Cult. líq agitado
 Intra Cult. líq agitado
 Extra Cult. líq estacionário
 Intra Cult. líq estacionário
 Cultivo sólido

 
Figura 2. Influência da fonte de carbono na produção de β-frutofuranosidase em diferentes tipos de 
cultivo. Legenda: CPo casca de Pokan; CBa Casca de banana; CPe Casca de pêra; CMa Casca de 
Maracujá, FQui Farelo de Quinoa; FSoj Farelo Soja; PA Palha Arroz; CNo Casca de Nozes; PSor 
Palha de Sorgo. 
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Figura 3. Perfil cromatográfico da β-frutofuranosidase do A. flavus em DEAE celulose (A) e em 
DEAE sephadex (B) equilibradas com tampão Acetato de sódio 20mM (pH 5,5) e eluídas com 
NaCl (0-1M). Símbolos: (○) atividade invertásica; e (●) proteínas à 280nm.  
 
 

Tabela 2 Etapas de purificação da β-frutofuranosidase produzida por A. flavus 

Etapas 
Atividade 

Enzimática 
total (Utotais) 

Proteína (mg 
total) 

Atividade específica 
(U/mg) 

Recuperação 
(%)           (vezes) 

Extrato bruto 1934 2011 0,96 100 1,0 
1ªDEAE-Celulose 682 191 3,57 35,26 3,71 
2ªDEAE-Sephadex 372,7 5,35 69,66 19,27 72,41 
 

 

 

Figura 4. Perfil eletroforético da invertase produzida por A. flavus em condições desnaturantes 
(SDS-PAGE). Zimograma de invertase (A) e reveladas com prata (B-C). Massa molecular dos 
marcadores: Fosforilase b (97kDa), Albumina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa),  Anidrase 
carbônica (30 kDa), Inibidor da tripsina (20,1kDa) e α-lactalbumina (14,4 kDa). 
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Figura 5. Efeito do pH na atividade da β-frutofuranosidase de A. flavus. 
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Figura 6. Estabilidade ao pH da invertase de A. flavus. A enzima foi incubada em tampão 
McIlvaine nos diferentes valores de pHs (4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5). 
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Figura 7. Efeito da temperatura na atividade da β-frutofuranosidase de A. flavus. 
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Figura 8. Estabilidade térmica da invertase de A. flavus. A enzima foi incubada com tampão 
McIlvaine (pH 5) em diferentes temperaturas. 
 

 
 
 

 

 

 


