


Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias 2 Capítulo  2

CAPÍTULO  

RESERVADO PARA TITULO

Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias 2 Capítulo  2

CAPÍTULO  

RESERVADO PARA TITULO

Estudos Interdisciplinares nas Ciências 
Exatas e da Terra e Engenharias 2

Atena Editora 
2019

Cleberton Correia Santos
(Organizador)



 

 

 

2019 by Atena Editora 
Copyright © Atena Editora 

Copyright do Texto © 2019 Os Autores 
Copyright da Edição © 2019 Atena Editora 

Editora Executiva: Profª Drª Antonella Carvalho de Oliveira 
Diagramação: Natália Sandrini 
Edição de Arte: Lorena Prestes 

Revisão: Os Autores 
 
O conteúdo dos artigos e seus dados em sua forma, correção e confiabilidade são de responsabilidade 
exclusiva dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuídos 
créditos aos autores, mas sem a possibilidade de alterá-la de nenhuma forma ou utilizá-la para fins 
comerciais. 
 
Conselho Editorial 
Ciências Humanas e Sociais Aplicadas 
Prof. Dr. Álvaro Augusto de Borba Barreto – Universidade Federal de Pelotas 
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson – Universidade Tecnológica Federal do Paraná 
Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho – Universidade de Brasília 
Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Profª Drª Cristina Gaio – Universidade de Lisboa 
Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira – Universidade Federal de Rondônia 
Prof. Dr. Gilmei Fleck – Universidade Estadual do Oeste do Paraná 
Profª Drª Ivone Goulart Lopes – Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice 
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior – Universidade Federal Fluminense 
Profª Drª Lina Maria Gonçalves – Universidade Federal do Tocantins 
Profª Drª Natiéli Piovesan – Instituto Federal do Rio Grande do Norte 
Profª Drª Paola Andressa Scortegagna – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Prof. Dr. Urandi João Rodrigues Junior – Universidade Federal do Oeste do Pará 
Profª Drª Vanessa Bordin Viera – Universidade Federal de Campina Grande 
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme – Universidade Federal do Tocantins 
 
Ciências Agrárias e Multidisciplinar 
Prof. Dr. Alan Mario Zuffo – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 
Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira – Instituto Federal Goiano 
Profª Drª Daiane Garabeli Trojan – Universidade Norte do Paraná 
Prof. Dr. Darllan Collins da Cunha e Silva – Universidade Estadual Paulista 
Prof. Dr. Fábio Steiner – Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul 
Profª Drª Girlene Santos de Souza – Universidade Federal do Recôncavo da Bahia 
Prof. Dr. Jorge González Aguilera – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza – Universidade do Estado do Pará 
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior – Universidade Federal de Alfenas 
 
Ciências Biológicas e da Saúde 
Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto – Universidade Federal de Goiás 
Prof.ª Dr.ª Elane Schwinden Prudêncio – Universidade Federal de Santa Catarina 
Prof. Dr. Gianfábio Pimentel Franco – Universidade Federal de Santa Maria 
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior – Universidade Federal do Oeste do Pará 
 



 

 

Profª Drª Natiéli Piovesan – Instituto Federal do Rio Grande do Norte 
Profª Drª Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos – Universidade Federal do Maranhão 
Profª Drª Vanessa Lima Gonçalves – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Profª Drª Vanessa Bordin Viera – Universidade Federal de Campina Grande 
 
Ciências Exatas e da Terra e Engenharias 
Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado – Universidade do Porto 
Prof. Dr. Eloi Rufato Junior – Universidade Tecnológica Federal do Paraná 
Prof. Dr. Fabrício Menezes Ramos – Instituto Federal do Pará 
Profª Drª Natiéli Piovesan – Instituto Federal do Rio Grande do Norte 
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa – Faculdade de Campo Limpo Paulista 
 
Conselho Técnico Científico 
Prof. Msc. Abrãao Carvalho Nogueira – Universidade Federal do Espírito Santo 
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos – Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraíba 
Prof. Msc. André Flávio Gonçalves Silva – Universidade Federal do Maranhão 
Prof.ª Drª Andreza Lopes – Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Acadêmico 
Prof. Msc. Carlos Antônio dos Santos  – Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 
Prof. Msc. Daniel da Silva Miranda – Universidade Federal do Pará 
Prof. Msc. Eliel Constantino da Silva – Universidade Estadual Paulista 
Prof.ª Msc. Jaqueline Oliveira Rezende – Universidade Federal de Uberlândia 
Prof. Msc. Leonardo Tullio – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Prof.ª Msc. Renata Luciane Polsaque Young Blood – UniSecal 
Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel – Universidade Paulista 

 
Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 

(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG) 

 
E82 Estudos interdisciplinares nas ciências exatas e da terra e 

engenharias 2 [recurso eletrônico / Organizador Cleberton 
Correia Santos. – Ponta Grossa, PR: Atena Editora, 2019. – 
(Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e 
Engenharias; v. 2) 

 
 Formato: PDF 

Requisitos de sistema: Adobe Acrobar Reader 
Modo de acesso: World Wide Web 
Inclui bibliografia 
ISBN 978-85-7247-641-6 
DOI 10.22533/at.ed.416192309 

 
 1. Ciências exatas e da Terra. 2. Engenharias. 3. Tecnologia. 

I.Santos, Cleberton Correia. II. Série. 
CDD 016.5 

 
Elaborado por Maurício Amormino Júnior – CRB6/2422 

 
 

Atena Editora 
Ponta Grossa – Paraná - Brasil 

www.atenaeditora.com.br 
contato@atenaeditora.com.br 



APRESENTAÇÃO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e 
Engenharias” de publicação da Atena Editora apresenta em seu 2º volume 35 
capítulos relacionados temáticas de área multidisciplinar associadas à Educação, 
Agronomia, Arquitetura, Matemática, Geografia, Ciências, Física, Química, Sistemas 
de Informação e Engenharias. 

No âmbito geral, diversas áreas de atuação no mercado necessitam ser 
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores 
econômicos e sociais por meio de inovações tecnológicas. Neste volume encontram-
se estudos com temáticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovação, 
aprendizagem significativa, caracterização fitoquímica de plantas medicinais, gestão 
de riscos, acessibilidade, análises sensoriais e termodinâmicas, redes neurais e 
computacionais, entre outras, visando agregar informações e conhecimentos para 
a sociedade. 

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores que 
empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consistência, visando 
potencializar o progresso da ciência, tecnologia e informação a fim de estabelecer 
estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenários mundiais. 

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino básico, graduação 
e pós-graduação, bem como outros pesquisadores de instituições de ensino, 
pesquisa e extensão ao desenvolvimento estudos de casos e inovações científicas, 
contribuindo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconômico rumo 
à sustentabilidade e avanços tecnológicos.

Cleberton Correia Santos
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BIOPROSPECÇÃO DE ENZIMAS PRODUZIDAS 
POR FUNGOS DECOMPOSITORES ISOLADOS DE 

DETRITOS VEGETAIS DE RIACHOS DA REGIÃO DE 
FOZ DO IGUAÇU-PR

CAPÍTULO 13

Caroline da Costa Silva Gonçalves
Universidade Federal da Integração Latino-

Americana – UNILA, Instituto Latino-Americano 
de Ciências da Vida e da Natureza, Foz do Iguaçu 

– PR.

Maria Lair Sabóia de Oliveira Lima
Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP, 

Instituto de Química, Campinas – SP.
Endereço atual: Instituto Federal de Educação, 

Ciência e Tecnologia da Bahia – IFBA, Porto 
Seguro – BA.
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– PR.

Felipe Justiniano Pinto
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Daniele da Luz Silva
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RESUMO: Na região de Foz do Iguaçu, no 
Estado do Paraná, situa-se a maior floresta 
tropical subcaducifólia do Brasil. Associada a 
este ecossistema, é possível encontrar uma 
biodiversidade oriunda de derrames vulcânicos, 
com uma microbiota ainda inexplorada e com 
potencial enzimático promissor e apto a contribuir 
com processos biotecnológicos de interesse. 
Neste sentido, fungos decompositores de 
matéria orgânica, isolados de detritos vegetais 
de riachos desta região, podem representar 
um recurso genético promissor. Isto ocorre, 
principalmente, devido às características lóticas 
deste ecossistema. Assim, estudos envolvendo 
triagens enzimáticas da microbiota existentes 
nestes sistemas se fazem necessários, uma vez 
que constituem um alicerce fundamental para o 
desenvolvimento de pesquisas futuras voltadas 
à aplicação de enzimas. Neste contexto, este 
trabalho apresenta um estudo rápido, sensível e 
miniaturizado do potencial enzimático de fungos 
isolados de detritos vegetais desta região, 
utilizando, para tal, a umbeliferona como sensor 
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fluorescente da atividade enzimática. Para tanto, sondas fluorogênicas específicas 
para detecção de hidrolases (3, 4 e 5) e monoxigenases (6) foram utilizadas. Os 
resultados de atividade enzimática foram mais evidentes para atividades hidrolíticas. 
Dentre os 32 fungos avaliados, 31 apresentaram atividade para a sonda de esterase 
(3), 31 para a de lipase (4) e 21 para epóxido-hidrolase (5). Apenas 1 fungo apresentou 
atividade frente à sonda 6.
PALAVRAS-CHAVE: triagem de alto desempenho; atividade enzimática; sondas 
fluorogênicas; hidrolases. 

BIOPROSPECTING OF ENZYMES PRODUCED BY DECOMPOSER FUNGI 

ISOLATED FROM PLANT DETRITUS OF RIVERS IN THE REGION OF FOZ DO 

IGUAÇU-PR

ABSTRACT: On the Foz do Iguaçu region, in Paraná, is located the biggest 
semideciduous tropical forest in Brazil. Associated to this ecosystem, it is possible 
to find a biodiversity arrising from volcanic spills, with a still unexplored microbiota 
and with promissing enzymatic potential suitable to contribute with biothecnological 
processes of interest. In this sense, fungi that are decomposers of organic matter, 
isolated from plant detritus on the rivers of this region may represent a promissing 
genetic resource. This happens mostly due to the lotic characteristics of this ecosystem. 
Thus, studies involving enzymatic screenings of the existing microbiota in theses 
systems are necessary, since they constitute a core foundation to the development 
of future researches geared towards application of enzymes. In this context, this work 
presents a brief, sensible and miniaturized study of the enzymatic potential of fungi 
isolated from plant detritus in this region, using, for this purpose, umbelliferone as a 
fluorescent sensor of the enzymatic activity. To do so, fluorogenic probes, specific for 
the detection of hydrolases (3, 4 and 5) and monooxygenases (6), were used. The 
results of enzymatic activity were more evident to the hydrolytic activities. Among the 
32 evaluated fungi, 31 presented activity to the esterase probe (3), 31 to the lipase (4) 
and 21 to the epoxide hydrolise (5). Only 1 fungi exhibited activity to the probe 6.
KEYWORDS: high-throughput screening; enzymatic activity; fluorogenic probes; 
hydrolysis.

1 | 	INTRODUÇÃO

A crescente demanda por novos compostos bioativos, alimentos funcionais, 
biomaterias e biocombustíveis tem aumentado o interesse pela busca de novas 
tecnologias e de processos industriais sustentáveis (REETZ, 2013). De modo a 
acompanhar esta tendência, o uso de enzimas como catalisadores alternativos 
aos catalisadores químicos convencionais, apresenta-se como uma alternativa 
promissora de inserção de metodologias verdes nos âmbitos acadêmico e industrial 
(CHAMPMAN; ISMAIL; DINU, 2018). Corroborando com esta afirmativa, em 2016, 
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o mercado mundial de enzimas atingiu a marca de 5,0 bilhões de dólares, podendo 
ultrapassar os 6,3 bilhões em 2024. Isto mostra uma previsão de crescimento de 
4,7% ao ano do uso de enzimas no espectro mundial (GONÇALVES; FONSECA, 
2018).

As enzimas são biocatalisadores altamente versáteis, seletivos (de forma 
régio, enantio e quimiosseletiva) e aptos a catalisarem diferentes reações orgânicas, 
mesmo quando presentes em concentrações muito baixas (10-3 a 10-4% em mol de 
enzima). Estas macromoléculas podem apresentar potenciais redox e valores de pKa 
pouco usuais e são reconhecidas por sua capacidade de catalisar reações químicas 
em condições reacionais brandas (temperatura ambiente, pressão atmosférica 
e pH próximo ao neutro) (BOMMARIUS, 2015; FABER, 2011). Com base nas 
reações que catalisam, as enzimas classificam-se em 7 classes distintas ordenadas 
segundo a Enzyme Commission (E.C.), sendo a sétima classe, a das Translocases, 
recentemente descoberta no ano de 2018, de acordo com a International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology (2018). Vale ressaltar que, embora existam estas 
diferentes classes, as hidrolases e as oxidoredutases são as que mais se destacam 
no setor industrial, sendo estas as responsáveis por, respectivamente, 60 e 20% 
das biotransformações em uso (TAO; LIN; LIESE, 2009). As especificidades de cada 
classe estão apresentadas no Quadro 1.

 

E.C. Classes de 
enzimas Reação catalisada

1 Hidrolases Reações de hidrólise em água.
2 Oxidoredutases Oxidações e reduções.

3 Transferases Transferências de grupos de uma molécula 
para outra.

4 Liases Adição-eliminação de pequenas moléculas em 
ligações C=C, C=N e C=O.

5 Isomerases Isomerizações como racemização, 
epimerização e rearranjos.

6 Ligases Formação e clivagem de ligações com 
concomitante clivagem de trifosfato.

7 Translocases Catalisam o movimento de íons ou moléculas 
pelas membranas

Quadro 1. Classificação das enzimas de acordo com suas reações específicas.
Fonte: Elaborado pelos autores com informações de Faber (2011) e de International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology (2018).

Por muitas décadas, a aplicação comercial de enzimas baseou-se em processos 
fermentativos, aplicados primordialmente em indústrias alimentícias, têxteis, de 
papéis e de detergentes. Contudo, nos últimos vinte anos, este cenário mostrou 
uma mudança significativa, sendo cada vez mais frequente a comercialização e o 
desenvolvimento de novos bioprocessos industriais. Tal crescimento é atribuído aos 
avanços contínuos em áreas como engenharia de enzimas, engenharia metabólica, 



Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias 2 Capítulo 13 131

biologia sintética e biologia de sistemas (GREEN; TURNER, 2016; CHOI; HAN; KIM, 
2015). Assim, a utilização de enzimas em processos cada vez mais específicos, 
como a síntese de intermediários quirais, de compostos bioativos e também a 
biotransformação de produtos naturais têm se destacado (PATEL, 2011; PATEL, 
2018; TRUPPO, 2017; SHELDON; WOODLEY, 2018).

Associada ao aumento da utilização de biocatalisadores há uma crescente 
necessidade da descoberta de novas enzimas, de forma a suprir as especificidades 
dos mais diversos processos industriais (em termos de atividade, seletividade, 
custo e estabilidade). Neste contexto, os micro-organismos apresentam-se como 
importantes fontes de biocatalisadores, pois suas enzimas são, em geral, mais 
estáveis e mais ativas do que as de plantas e animais. Além disso, eles podem ser 
cultivados em larga escala e a manutenção das coleções é relativamente barata 
(SINGH, 2016; ANBU et al., 2017; PAUL et al., 2005).

Para a descoberta de novas enzimas, é interessante investigar os mais 
diferentes tipos de ambiente (solos, petróleo, lodo, rejeito de mineração, por 
exemplo), uma vez que o habitat influencia diretamente na microbiota existente e no 
metabolismo por ela desenvolvido. Neste contexto, ecossistemas lóticos, como os 
rios, riachos e córregos, podem ser promissores quanto à variedade e complexidade 
de microrganismos que ali habitam. Neste tipo de ecossistema, encontra-se uma 
associação direta entre a matéria orgânica decomposta a microbiota que ali habita. 
Dentre os fungos responsáveis pela decomposição da matéria orgânica em ambientes 
aquáticos, estão os fungos pertencentes ao filo Ascomycota e algumas espécies 
de Zygomycota e Basidiomycota (DIX; WEBSTER, 1995; SHEARER; WEBSTER, 
1991).

Grande parte dessa matéria orgânica decomposta é de origem vegetal. Assim, 
a parede celular dos substratos vegetais em decomposição apresenta uma estrutura 
complexa de polissacarídeos, proteínas e lignina, diferindo entre espécies vegetais 
em sua composição monomérica e em suas ligações. Isto torna a sua decomposição 
altamente resistente e difícil de ser realizada por organismos não especializados. Os 
microrganismos capazes efetivamente de degradar esses polissacarídeos realizam 
esses processos através da secreção de enzimas que clivam sacarídeos complexos 
para liberar oligo-, di- e monossacarídeos (PAULY; KEEGSTRA, 2008). Devido a 
isto, estes organismos podem apresentar recursos enzimáticos altamente eficientes. 

No entanto, apesar dessas características promissoras, cerca de 99% da 
diversidade microbiana ainda não é passível de cultivo em laboratório e permanece 
inexplorada (MADHAVEN et al., 2017), o que prejudica o acesso a um material 
genético promissor no âmbito biotecnológico. No entanto, para os micro-organismos 
cultiváveis em laboratório, a descoberta e a investigação de novas enzimas tornam-
se possíveis e envolvem técnicas cuidadosas de cultivo de micro-organismos e 
métodos de bioprospecção enzimática focados na triagem de uma determinada 
atividade ou propriedade (GONÇALVES et al., 2014).
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Dentre os métodos de triagem enzimática, os que utilizam sondas fluorogênicas 
como sensores apresentam merecido destaque, uma vez que, devido à sensibilidade 
deste tipo de técnica, são necessárias quantidades ínfimas do biocatalisador e do 
substrato. Isto ajuda a contornar possíveis efeitos citotóxicos que o substrato venha 
a ter sobre as células, além de tornar possível a miniaturização dos ensaios. Este 
modelo experimental toma como inspiração as triagens de alto desempenho (do 
inglês, high-throughput screening - HTS), onde a ideia central é sempre miniaturizar 
e agilizar resultados confiáveis e de fácil obtenção (REYMOND et al., 2008).

Assim, nos ensaios envolvendo sondas fluorogênicas, a sinalização da atividade 
enzimática resultará de uma série de reações químicas e biológicas desencadeadas 
pela ação enzimática de interesse (LIMA et al., 2018; GONÇALVES et al., 2016). 
Dentre os ensaios de modelo HTS baseados em fluorescência, aqueles que utilizam 
a umbeliferona como sensor estão entre os mais importantes, uma vez que este 
composto, além de ser fluorescente, apresenta boa aceitabilidade biológica. Isto torna 
possível a sua aplicação na confecção de sondas específicas para detecção única 
das atividades enzimáticas de epóxido hidrolases, lipases, esterases, fosfatases, 
álcool desidrogenase e Baeyer-Villiger Monoxigenase (BVMO) (REYMOND et al., 
2008). Vale ressaltar que ensaios envolvendo a detecção simultânea da umbeliferona 
a outro fluoróforo já foram relatados como processos multienzimáticos de detecção. 
Tal metodologia já torna possível a detecção de mais de uma atividade enzimática 
simultaneamente (LIMA et al., 2018). 

	  

2 | 	METODOLOGIA UTILIZADA

Os ensaios foram elaborados de forma miniaturizada, em placas pretas de 96 
poços. As sondas foram preparadas em uma concentração padrão de 2,0 mol.L-1 
em H2O/Acetonitrila 1:1 como solvente. A solução de BSA (albumina de soro bovino) 
foi preparada utilizando tampão borato pH 7,4 como solvente, a uma concentração 
de 5 g.L-1. Já o periodato de sódio (NaIO4) foi preparado em água milli-Q, a uma 
concentração de 20 mmol.L-1. Os fungos avaliados foram previamente cultivados 
em placas de Petri contendo extrato de malte e 5% de ágar (MEA) em BOD a 30 
°C por 48 horas. Após crescimento, os fungos foram cuidadosamente raspados e 
transferidos para tubos Falcon, onde solução tampão borato pH 7,4 foi adicionada 
a fim de que a suspensão celular final resultasse em 1,0 g.L-1. Todos os fungos 
utilizados neste trabalho são pertencentes à Coleção de Cultura de Microrganismos 
da UNILA.

Os experimentos foram elaborados como segue em ordem de adição e 
quantidade de soluções:

•	 Ensaios de detecção da atividade enzimática 

1º) NaIO4, 20mmol/L (10 μL); 2º) BSA, 5,0 mg/mL (80 μL); 3°) sonda fluorogênica, 
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1,0 mmol/L (10 μL); 4°) suspensão microbiana, 1,0 mg/mL (100 μL).
• Controle negativo:

1º) NaIO4, 20mmol/L (10 μL); 2º) BSA, 5,0 mg/mL (80 μL); 3°) sonda fl uorogênica, 
1,0 mmol/L (10 μL); 4°) tampão borato pH 7,4 (100 μL).

• Controle positivo:

1º) NaIO4, 20mmol/L (10 μL); 2º) BSA, 5,0 mg/mL (80 μL); 3°) produto da sonda 
fl uorogênica, 1,0 mmol/L (10 μL); 4°) tampão borato pH 7,4 (100 μL).

Para o experimento que determina a atividade de monoxigenases, o NaIO4 não é 
utilizado, podendo este ser removido do experimento sem prejuízo para os resultados 
obtidos. Os experimentos foram realizados em triplicatas miniaturizadas, com as 
microplacas incubadas em agitadora Shaker a 180 rpm e 28 °C. As leituras foram 
realizadas nos tempos 0, 24 e 48 horas em leitor de placas multimodal EnSpireTM, 
para monitoramento dos comprimentos de onda de emissão da umbeliferona                   
(λex = 370 nm e λem = 470 nm). Os percentuais de conversão em cada tempo foram 
calculados segundo a equação a seguir:

Onde RFU corresponde à intensidade de fl uorescência medida.

3 |  AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES CATALÍTICAS COM SONDAS 

FLUOROGÊNICAS

Neste trabalho, o perfi l enzimático de 32 fungos decompositores isolados de 
detritos vegetais de riachos da região de Foz do Iguaçu-PR foi avaliado frente a 
sondas fl uorogênicas específi cas para a detecção de hidrolases e monoxigenases 
que utilizam a umbeliferona como sensor da atividade. Nas sondas fl uorogênicas 
utilizadas, a umbeliferona encontra-se conectada a substratos enzimáticos 
específi cos, resultando em compostos não fl uorescentes (por isto, a denominação 
sondas fl uorogênicas). Para as sondas utilizadas na determinação de atividades 
hidrolíticas (3, 4 e 5), a umbeliferona e o grupo funcional encontram-se conectados 
através de um espaçador de três carbonos. Assim, após a ação enzimática sobre o 
grupo funcional, ocorre a liberação do diol (2) e, em seguida, a clivagem oxidativa 
com NaIO4. Por fi m, o produto formado sofre uma β-eliminação, catalisada pela BSA, 
caracterizando assim uma cascata quimio-enzimática que culmina na liberação do 
ânion fl uorescente umbeliferila (1). Ele pode pode ser detectado a 470 nm e, assim, 
revelar a atividade enzimática de interesse. Princípio similar é aplicado na detecção 
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das atividades catalíticas de monoxigenases (sonda 6), sendo observada a liberação 
do ânion umberiferila (1) após oxidação enzimática, seguida de β-eliminação.

Figura 1. Reações em cascata quimio-enzimática que tornam possíveis as identificações das 
enzimas de interesse. Fonte: Elaborado pelos autores. 

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 1. Considerando-se positivos 
aqueles que apresentaram um percentual de conversão maior ou igual à 5%.

MICRO-ORGANISMO
SONDAS

3 4 5 6
0h 24h 48h 0h 24h 48h 0h 24h 48h 0h 24h 48h

M1ANG5* 17 90 91 0 59 71 0 8 7 0 0 1
M1BNG4* 14 87 89 0 64 76 0 11 10 -1 0 1
M1AE4* 15 83 85 0 46 64 0 4 1 0 0 0
M1BE1* 3 86 87 0 27 45 0 7 6 -1 0 0

M1BNG2* 12 87 88 0 70 81 0 9 8 -1 0 0
M1BN5* 5 86 87 0 52 66 0 5 5 -1 0 0
M1CEA* 0 77 83 0 6 15 0 1 0 -1 0 1

M1CNG1* 6 88 88 0 52 66 0 8 6 -1 0 0
M1BNG1* 2 87 88 0 59 73 0 7 6 -1 0 0
M1CNG2* 3 88 89 0 56 70 0 7 6 -2 0 0
M1CNG4* 0 77 92 0 74 93 0 4 3 0 0 1
M1BNG5 0 73 66 0 14 21 0 4 -5 0 1 2
M1AN4 0 10 29 0 33 57 0 7 8 0 0 0
M1BN1* 0 84 83 4 25 41 0 2 2 0 0 1
M1BN3* 0 90 91 0 10 26 0 5 11 -3 0 0
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M1CE2 0 2 8 0 2 5 0 3 3 -2 0 0
M1AN1 0 1 2 0 2 3 0 9 18 1 0 0
M2BN2* 0 77 68 0 35 52 0 7 -2 0 3 4
M2CE5* 0 82 85 0 8 21 0 0 0 -1 0 0
M2CN1* 0 82 81 0 48 65 0 14 9 -2 4 4

M2CNG22 0 56 68 0 7 13 0 0 -1 -1 0 0
M2AB11 0 7 28 0 3 6 0 2 2 -2 0 2

M2ANG5* 0 41 76 0 20 36 0 4 4 -1 1 4
M2BN32 0 29 61 0 12 20 0 4 4 -1 0 0
M2AE12 0 13 39 0 14 28 0 7 9 -2 0 0
M2AN1 0 10 34 0 4 6 0 6 7 -1 0 0
M2AN3* 0 28 61 0 83 97 0 12 16 -1 0 0
M2AE1 0 0 5 0 30 66 0 9 13 -2 0 0

M2BN31 0 48 73 0 24 41 0 4 16 -1 0 0
M2CNG1* 0 69 83 0 3 11 0 5 13 2 0 -1

M2CE7 0 10 37 0 7 17 0 7 19 4 1 1
M2CE1* 2 100 100 2 55 83 0 4 7 7 5 8

Tabela 1. Percentuais de conversão para as sondas 3, 4, 5 e 6 nos tempos 0, 24 e 48 horas.
FONTE: Os autores, 2019.

Observou-se uma grande incidência de enzimas hidrolíticas, em especial para 
lipases (sonda 3) e esterases (sonda 4). O percentual de conversão da sonda 4 
pelos microrganismos variou de 29% a 100%, sendo que somente dois fungos 
apresentaram valores de conversão igual ou inferior a 5%. Para a sonda 4 também foi 
observada uma elevada atividade enzimática, com apenas oito fungos apresentando 
valores de conversão inferiores a 20%. Três fungos (M1BNG2, M1CNG4, M2CE1) 
apresentaram valores de conversão superiores a 85% para as sondas 3 e 4, mas 
mostraram-se praticamente inativos frente a sonda 5, específica para epóxido-
hidrolase. 

Contrariamente, as taxas de conversão para a sondas 6, específica para 
monoxigenases, foi irrisória, sendo apenas 1 único fungo (M2CE1) a apresentar 
atividade. No total, 31 fungos apresentaram atividade frente para lipase, 31 para 
esterases e 21 para epóxido-hidrolases, prevalecendo as atividades hidrolíticas.

4 | 	CONCLUSÕES	

Os fungos isolados de detritos vegetais de riachos da região de Foz do Iguaçu 
– PR apresentaram-se promissores quanto à presença de enzimas hidrolíticas, 
com destaque para as lipases e esterases. Apenas 1 fungo apresentou atividade 
para monoxidases. A metodologia mostrou-se rápida e eficiente ao tornar possível a 
detecção de atividades enzimáticas via ensaios miniaturizados que necessitam de 
baixas concentrações celulares e do substrato a ser avaliado.
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