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APRESENTAÇÃO
A microbiologia tem sido um assunto recorrente nos últimos anos, desde os corredores 

universitários aos locais informais, as conversas vão desde as bactérias multirresistentes, 
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de 
pandemia viral que marcará na história o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui 
o estudo dos seres vivos microscópicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, 
estrutura, fisiologia, reprodução, genética, taxonomia, interação com outros organismos e 
com o ambiente além de aplicações biotecnológicas. 

Como ciência, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atrás, e tem passado 
por constantes avanços graças a descobertas e inovações tecnológicas. Sabemos que 
os microrganismos são encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de 
conhecimento que havia antes da invenção do microscópio hoje não é mais um problema 
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, 
vírus, fungos e protozoários.

A grande importância dessa temática se reflete no material de qualidade já publicado 
na Atena Editora e mais uma vez recebe os nossos holofotes com o tema “Projetos 
Inovadores e Produção Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas 
desenvolvidas em diversos institutos do território nacional contendo análises de processos 
biológicos embasados em células microbianas ou estudos científicos na fundamentação 
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saúde/doença.

Temas ligados à inovação e tecnologia microbiana são, deste modo, discutidos 
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos 
aqueles que de alguma forma se interessam pela saúde em seus aspectos microbiológicos. 
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados práticos obtidos 
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais 
pesquisadores de outras subáreas da microbiologia. 

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A bioprospecção é a forma ou 
método de localizar, avaliar e explorar de 
maneira organizada e legal a biodiversidade 
de um determinado local visando a busca de 
recursos genéticos e bioquímicos para fins 

econômicos. Com a crescente consciência da 
importância e do valor da biodiversidade usada 
como matéria-prima, o objetivo desse trabalho 
foi realizar, inicialmente, a coleta de fungos 
filamentosos no Bosque do Jardim Botânico, no 
município de Araraquara-SP. Foram coletadas 
11 amostras, sendo estas de solo, tronco e 
formigueiro. Este material foi inoculado em 
placas de Petri contendo meio sólido de aveia, 
para o isolamento dos fungos filamentosos. 
Parte dos fungos (14 isolados escolhidos das 11 
amostras) foi identificada até gênero através de 
técnicas de microcultivo, mediante a observação 
microscópica de estruturas morfológicas. Em 
seguida, foram identificados na Micoteca URM, 
Universidade Federal de Pernambuco. Os 
resultados foram comparados usando novamente 
a técnica de microcultivo no Laboratório de 
Microbiologia e Biologia Celular do Departamento 
de Biologia da FFCLRP-USP. Os gêneros 
identificados foram Trichoderma, Acremonium, 
Absidia, Rhizopus e Mucor. A seguir, foram 
verificadas as produções de amilase e pectinase 
por meio de experimentos de cultivo dos fungos 
em meios sólidos. Após o crescimento dos fungos 
por 2 dias, os meios foram corados com solução 
de lugol e vermelho de rutênio para amilase e 
pectinase, respectivamente. Foram identificados 
poucos fungos bons produtores. Desta forma, foi 
realizado um screening em cultivos submersos 
para a produção das enzimas supracitadas. 
Nessas condições observou-se que, comparado 
à literatura, não havia fungos bons produtores 
de amilases, mas o contrário foi verificado para 
pectinases, onde pelo menos, dois fungos do 
gênero Trichoderma produziram altos níveis 
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enzimáticos. Desta forma conclui-se que o estudo de prospecção foi bastante satisfatório 
para fins de degradação de biomassa e possibilidade de produção de biocombustíveis e 
outras aplicações biotecnológicas na indústria.
PALAVRAS - CHAVE: fungos; amilase; pectinase; aplicação industrial; bioprospecção.

FILAMENTOUS FUNGI BIOPROSPECTION AIMING STUDIES ON AMYLASES 
AND PECTINASES SUITABLE FOR INDUSTRIAL PROCESSES

ABSTRACT: Bioprospecting is the method of locating, assessing, and exploring the 
biodiversity of a given location in an organized and legal manner, with the aim of seeking 
genetic and biochemical resources for economic purposes. With the growing awareness of the 
importance and value of the biodiversity used as raw material, the objective of this work was 
to collect filamentous fungi at Bosque do Jardim Botânico, in the municipality of Araraquara-
SP. Eleven samples of soil, trunk, and anthill were collected. This material was inoculated in 
Petri dishes containing solid oat medium and then the isolation of the filamentous fungi was 
carried out. Part of the fungi (14 isolates chosen from 11 samples) was identified up to the 
genus employing microculture techniques, through microscopic observation of morphological 
structures. Then, they were identified by the URM Culture collection, from the Federal 
University of Pernambuco. The results were compared again by the microculture technique 
at the Laboratory of Microbiology and Cell Biology of the Department of Biology at FFCLRP-
USP. The identified genera were Trichoderma, Acremonium, Absidia, Rhizopus, and Mucor. 
The amylase and pectinase production were verified using fungi cultivation experiments in 
solid medium. After the growth of the fungi for 2 days, the media were stained with lugol 
solution for amylase, and ruthenium red for pectinase. Few good producing fungi have been 
identified. Therefore, a screening was carried out on submerged cultures for the production of 
the mentioned enzymes. In these conditions, it was observed that, compared to the literature, 
there were no good amylase-producing fungi, but the opposite was verified for pectinases, 
where at least two Trichoderma produced high enzymatic levels. Thus, it is concluded that 
the prospection study was quite satisfactory for the purpose of biomass degradation, biofuel 
production, and other biotechnological applications in the industry.
KEYWORDS: fungi; amylase; pectinase; industrial applications; bioprospecting.

1 |  INTRODUÇÂO 

1.1 Bioprospecção e Os Fungos Filamentosos
A bioprospecção pode ser definida como a busca por materiais biológicos, sejam 

eles os próprios seres vivos ou partes desses, tais como enzimas, material genético e 
outros compostos que possam ser úteis para a humanidade. Uma das áreas que mais 
usufrui da bioprospecção é a biotecnologia com a ação direta ou indireta na produção 
farmacêutica, fitoterápica, alimentícia, têxtil, agrícola, entre tantos outros setores (Meteo et 
al., 2014; de Almeida et al., 2015).

Fungos podem ser prospectados e possuem uma enorme gama de atividades – como 
patógenos de plantas de lavoura ou humanos, como organismos decompositores, como 
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modelos em experimentos de investigação genética e biologia celular, e como produtores 
de vários metabólitos importantes, entre eles, as enzimas. Em termos de biodiversidade, 
existem cerca de 140.000 espécies descritas, no entanto, estimativas apontam que essa 
riqueza possa chegar de 2,2 a 3,8 milhões de espécies (Hawksworth e Lücking, 2017; 
Lücking et al., 2020). 

Quanto ao habitat, podem ser aquáticos de água doce ou marinhos, mas a maioria 
é terrestre. Habitam o solo e a matéria vegetal morta e desempenham papéis cruciais na 
mineralização do carbono orgânico. Podem crescer em ambientes extremos de baixo pH 
ou temperaturas elevadas e esse fato, associado à facilidade de dispersão dos esporos, 
torna esses organismos contaminantes comuns de produtos alimentícios, meios de 
cultura microbianos e superfícies de todos os tipos. Em geral são quimiorganotróficos, 
apresentando exigências nutricionais simples, sendo a maioria aeróbia. Alimentam-
se por meio da secreção de enzimas que digerem polissacarídeos e proteínas em seus 
constituintes monoméricos (Madigan et al., 2016). 

1.2 Principais Fungos com Aplicação na Indústria
Um gênero conhecido de fungos é o Aspergillus, que foi descrito pela primeira vez 

em 1729 pelo padre e cientista italiano Pier Antonio Micheli, que o nomeou assim pela 
semelhança do formato típico dos seus conídios com um aspersório (aspergillum, em 
latim). A morfologia do conidióforo, correspondente à estrutura de esporos assexuados, 
é a mais importante utilizada na taxonomia de Aspergillus (Bennett, 2010). As espécies 
de Aspergillus estão entre os grupos de maior sucesso, com papéis importantes nos 
ecossistemas naturais e na economia humana. A maioria das espécies é adaptada para a 
degradação de polímeros vegetais complexos, mas podem também forragear substratos 
tão diversos quanto esterco, tecidos e pergaminho (Cerqueira et al., 2013). Além disso, 
estão envolvidos em muitos processos industriais, incluindo a produção de enzimas nas 
indústrias farmacêuticas e de bebidas alcóolicas, produtos químicos de base (por exemplo, 
ácido cítrico) e alimentos (por exemplo, molho de soja) (Polizeli et al., 2005). 

Outro exemplo de gênero é o Trichoderma, cosmopolitas nos solos e na 
decomposição de madeira e matérias vegetais. As espécies de Trichoderma são 
frequentemente componentes dominantes da Funga do solo em habitats muito variados. 
Isso pode ser atribuído às diversas capacidades metabólicas desse gênero e sua natureza 
agressivamente competitiva. Substâncias produzidas por esses fungos são utilizadas, por 
exemplo, como fármacos pós-transplantes para evitar rejeição (Chong et al., 2009), além 
de serem usados em diversas outras atividades humanas, incluindo aplicações comerciais 
na produção de enzimas e controle biológico de doenças de plantas, pois algumas espécies 
são micoparasitas (Polizeli et al., 2005).

Os fungos do gênero Acremonium contém cerca de 150 espécies. A maioria das 
espécies são sapróbios, sendo isolada de material vegetal em decomposição e do solo, 
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desempenhando um papel vital na ciclagem de nutrientes. Outros são patógenos de plantas, 
insetos e outros fungos (Perdomo et al., 2011). O antibiótico cefalosporina foi derivado do 
Acremonium, que era chamado de Cephalosporium (Dorland, 2010).

Alguns fungos do filo Mucoromycota são bem conhecidos em aplicações industriais, 
tais como Rhizopus, Mucor e Absidia. Rhizopus é um gênero saprofítico comum em plantas 
e que age como parasita em animais. Pode ser encontrado em uma grande variedade 
de substratos orgânicos, incluindo frutas, legumes, pães, couro e tabaco (Damasio et al., 
2011; Peixoto et al., 2003, Peixoto-Nogueira et al., 2008). Dentro desse gênero, destaca-
se a espécie Rhizopus stolonifer, que tem considerável importância industrial, e outras 
espécies são responsáveis por doenças em plantas e animais. 

Mucor é um gênero bastante comum e difundido na natureza, aparecendo no solo, 
vegetação em processo de decomposição, esterco e vários outros habitats com considerável 
umidade onde fungos com crescimento rápido possuem vantagens. Morfologicamente esse 
gênero distingue-se de Rhizopus pela ausência de rizóides. Representantes do gênero 
destacam-se pela capacidade de produção de amilase, lipase, poligalacturonase e protease 
(Alves et al., 2002).

O gênero Absidia é cosmopolita, habitando o solo da maior parte do planeta. As 
principais características são os esporângios piriformes, presença de uma apófise abaixo 
dos esporângios e os estolões de onde surgem os esporangióforos (van Tieghem, 1876). 
O gênero comporta espécies mesofílicas com ampla importância biotecnológica, vista na 
biotransformação de esteroides e síntese de compostos semelhantes à renina (Hoffmann 
et al., 2007). 

1.3 Enzimas: aspectos gerais
As enzimas são há muito tempo utilizadas pelo ser humano, como na fabricação 

de cerveja e outras bebidas, queijos e laticínios, pães, fármacos, dentre outros (Pinho 
et al., 2020). Pode-se encontrar no mercado enzimas de proveniência animal, vegetal 
e microbiana. Nos dois primeiros casos, a produção é dificultada devido as variações 
climáticas que devem ser controladas, pelo tempo de crescimento e desenvolvimento do 
produtor, a área de cultivo, maior facilidade de contaminação e por maior complexidade 
de extração. Por isso, as mais utilizadas são as enzimas microbianas, que podem ser 
manipuladas geneticamente mais facilmente e possuem menor custo de produção (Polizeli 
et al., 2005, Pinho et al., 2020). 

Em 2017, o mercado global de enzimas foi avaliado em $7,082 bilhões. Já em 2018, 
esse setor foi estimado para alcançar $10,519 bilhões em 2024; tendo esse mercado uma 
taxa de crescimento anual composta de 5,7%, o que demonstra que as enzimas constituem 
um grande trunfo da indústria e do mercado, no futuro. O segmento que vem se destacando 
é o das carboidrases, que englobam as amilases e pectinases (Allied Market Research, 
2018), enzimas abordadas neste trabalho. 
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As pectinases usam como substrato o polissacarídeo pectina, que está presente nas 
paredes celulares dos vegetais juntamente com celulose e hemicelulose. Quimicamente, 
as substâncias pécticas são coloidais complexas, constituídas por polissacarídeos ácidos, 
com um esqueleto de resíduos de ácidos monogalacturônicos unidos por ligações α-1,4. 
As ramificações da molécula de pectina consistem em L-ramnose, arabinose, galactose e 
xilose. 

Com base no tipo de modificações da cadeia principal, as substâncias pécticas 
são classificadas em protopectina, ácido péctico, ácido pectínico e pectina. A protopectina 
após hidrólise produz pectina ou ácido pectínico; os ácidos pécticos são os galacturonanos 
que contêm quantidades insignificantes de grupos metoxílicos; os ácidos pectínicos 
são galacturonanos com várias quantidades de grupos metoxílicos. Quatro diferentes 
tipos de polissacarídeos pécticos podem ser encontrados: ramnogalacturonano I, 
ramnogalacturonano II, homogalacturonano e xilogalacturonano (Figura 1) (Polizeli et al., 
2013). 

As substâncias pécticas são hidrolisadas pelas pectinases, que incluem: 
polimetilgalacturonases (PMG) que catalisam a clivagem hidrolítica de ligações α-1,4-
glicosídicas. Endo-PMG realiza a clivagem aleatória das ligações α-1,4-glicosídicas 
da pectina, preferencialmente pectina altamente esterificada; Exo-PMG que provocam 
clivagem sequencial da ligação α-1,4-glicosídica da pectina a partir da extremidade não 
redutora da cadeia da mesma. Poligalacturonases (PG) catalisam a hidrólise de ligações 
α-1,4-glicosídicas do ácido péctico (ácido poligalacturônico), sendo de dois tipos: Endo-
PG, também são conhecidas como poli (1,4-α-D-galacturonideo) glicanohidrolase, que 
catalisa a hidrólise aleatória de ligações α-1,4-glicosídicas em ácido péctico; Exo-PG, 
também conhecida como poli (1,4-α-D-galacturonideo) galacturonohidrolase, que catalisa 
a hidrólise de forma sequencial de ligações α-1,4-glicosídicas.

Figura 1: Estrutura esquemática da pectina com seus quatro polissacarídeos componentes 
(Harholt et al., 2010).
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As pectinases possuem diversas aplicações biotecnológicas, tais como nas 
indústrias de produção de sucos, têxtil, chás e algodão. Os organismos mais usados como 
produtores dessas enzimas são os fungos filamentosos. A ação das pectinases resulta 
no afrouxamento/solubilização da pectina junto às paredes celulares da planta. Quando 
o tecido é moído, a pectina é encontrada na fase líquida (pectina solúvel) causando um 
aumento na viscosidade, que acontece, por exemplo quando as frutas são espremidas 
para a fabricação de sucos. Com a adição de pectinases a viscosidade do suco diminui e 
aumenta o rendimento do produto (Kashyap et al., 2001, Damasio et al., 2011). 

As amilases agem em ligações glicosídicas, que utilizam como substrato o amido, o 
principal carboidrato de reserva energética das plantas. Amido é o segundo polímero mais 
abundante da natureza, atrás apenas da celulose, e tem função de reserva energética 
vegetal. É formado unicamente por D-glicose, e quando degradado pode gerar glicose, 
maltose e xarope de oligossacarídeos menores (Polizeli et al., 2016). O amido está presente 
nos vegetais em forma de grânulos, que podem ser compostos a partir de dois polímeros: a 
amilose, que é formada por cadeias lineares helicoidais formadas por ligações glicosídicas 
α-1,4 e a amilopectina, que apresenta grande número de ramificações de ligações α-1,6 
partindo da cadeia principal de ligações α-1,4. Um esquema desse polímero pode ser 
visualizado na Figura 2.

Figura 2. Estrutura do amido. a) Polímero linear de amilose. b) Polímero ramificado de 
amilopectina. A seta vermelha aponta uma ligação α-1,4; enquanto a seta azul indica uma 

ligação α-1,6 (adaptado de Mariano, 2013).

Diferentes tipos de amilase agem em distintas partes e ligações da cadeia de amido: 
α-amilase hidrolisam ligações α-1,4 liberando oligo e sacarídeos de variados tamanhos; 
a β-amilase hidrolisa ligações α-1,4, porém especificamente a penúltima extremidade 
não-redutora, liberando β-maltose; a pululanase age no pululano; a isoamilase atua sobre 
glicogênio, amilopectina e oligossacarídeos; e a glucoamilase que atua em ambas as 
ligações citadas, podendo ocasionar a sacarificação, que é a hidrólise total do polímero. 

Amilases são enzimas com grande potencial para aplicações industriais e 
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biotecnológicas, representando cerca de 25% do total daquelas comercializadas em 
todo o mundo. Possuem aplicação em áreas como indústria têxtil, papel, alimentícia, 
biocombustíveis, açúcar, xaropes, produtos de limpeza, além de reaproveitamento de 
resíduos e em técnicas biomoleculares (Polizeli et al., 2016).

2 |  OBJETIVOS E RESULTADOS OBTIDOS
O objetivo da presente pesquisa foi realizar a prospecção de fungos filamentosos 

coletados e isolados na região de Araraquara, SP, identificá-los, e apresentar um screening 
da produção de enzimas pectinolíticas e amilolíticas dos mesmos, a fim de obter fungos 
bons produtores das enzimas alvos. 

As coletas foram realizadas no Bosque do Jardim Botânico do município de 
Araraquara (SP W 48° 10’ 839” a 978” e longitude S 21° 45’ 498” a 584”, com elevação 
mínima de 593 e máxima de 674 metros). Foram coletadas amostras de tronco, coqueiro 
e folhas de bambu em decomposição, formigueiro, cogumelos orelha de pau, totalizando 
11 amostras. Estes materiais foram inoculados em placas de Petri contendo meio sólido de 
aveia 4%, para o isolamento dos fungos filamentosos. 

Catorze isolados foram identificados, no mínimo, até gênero, mediante a observação 
microscópica de estruturas morfológicas, através de técnicas de microcultivo. O resultado 
obtido mostrou a presença de: B1: Trichoderma sp.; B2: Acremonium sp.; B4: Mucor luteus; 
B7: Trichoderma pseudokoningii; B8: Rhizopus sp.; B10: Trichoderma koningii (Figura 3A), 
entre outros mais dez fungos identificados como D1a: Rhizopus sp.; D1b: Trichoderma 
sp.; D2: Mucor sp.; D3: Absidia pseudocylindrospora; D4: Trichoderma pseudokoningii; D5: 
Mucor circinelloides; D6: Trichoderma pseudokoningii; D7: Trichoderma pseudokoningii  e 
D9: Mucor luteus (Figura 3B).
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Figura 3. Micrografias dos fungos isolados a partir do material bruto coletado (A), da esquerda 
para a direita, de cima para baixo: B1, B2, B4, B7, B8 e B10, e do material coletado diluído (B), 

da esquerda para a direita, de cima para baixo: D1 (a+b), D2, D3, D4, D5, D6, D7 e D9.

Seguidamente à identificação, empregaram-se técnicas com corantes para detecção 
de atividade pectinolítica (Figura 4). Os fungos não apresentaram atividade amilolítica 
representativa em placas. 

A produção de amilase e pectinase também foi estudada em fermentação 
submersa, por meio da determinação dos açúcares redutores pelo método de Miller (Miller, 
1959), usando como substrato amido reagen 1% e ácido poligalacturônico sal sódico, 
respectivamente. Uma unidade de atividade enzimática (U/mL) correspondeu a hidrólise 
de 1 µmol de áçucares redutores formados em 1 minuto, nas condições de ensaio, a 50°C. 
Dosou-se também as proteínas pelo método de Bradford (1976), para que fosse possível o 
cálculo da atividade específica em U/mg prot. 
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Figura 4. Fotografias do reverso das placas de Petri após banho com Vermelho de Rutênio 
para atividade pectinolítica, da esquerda para a direita: D2, B8, D7, D9, B4, D4, B10, D3, D6, 

D5, D1(a+b), B7 e B2.

Com relação à produtividade de amilase com os respectivos níveis proteicos (Figura 
5) destacaram-se dois isolados de Trichoderma: B10 e D7, com cerca de 30 U/mg de 
proteína secretada. 
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Figura 5. Atividade amilolítica específica extracelular (A). Os fungos correspondem a B1, B2, 
B4, B7, B8, B10, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7 e D9.

 
Com relação às pectinases secretadas (Figura 6), referenciadas em atividades 

específicas, o Trichoderma B10 superou largamente os demais alcançando os níveis de 
5554 U/mg. Esse isolado foi o resultado mais destacado da pesquisa.

Figura 6. Atividade pectinolítica específica extracelular. Os fungos identificados pelo gênero 
correspondem respectivamente às amostras B1, B2, B4, B7, B8, B10, D1, D2, D3, D4, D5, D6, 

D7 e D9.

Do ponto de vista filogenético, membros de dois grandes grupos de fungos foram 
isolados e tiveram a atividade analisada, sendo dos filos Ascomycota e Mucoromycota. 
Assim, os gêneros Absidia, Mucor e Rhizopus são representantes do filo Mucoromycota, 
enquanto Acremonium e Trichoderma fazem parte do filo Ascomycota. Tem-se então que os 
melhores produtores de pectinases dentre os isolados analisados são do filo Ascomycota. 
Dentre as classes componentes deste, Acremonium e Trichoderma fazem parte do 
mesmo grupo (Sordariomycetes) e também da mesma família (Hypocreaceae), próximos 
filogeneticamente e distantes dos demais isolados, representantes do filo Mucoromycota.



 
Projetos Inovadores e Produção Intelectual na Microbiologia Capítulo 8 75

Pela dosagem proteica, amilolítica e pectinolítica extracelulares conclui-se então 
que os fungos do gênero Trichoderma isolados foram os que apresentam alta atividade 
pectinolítica, o que é bastante satisfatório por poderem ser utilizados em processos 
bioquímicos importantes para as indústrias química, alimentícia, farmacêutica e 
biotecnológica. Quanto às enzimas amilolíticas, nenhum isolado apresentou atividade 
relevante quando comparadas ao que se tem na literatura.

Alguns Trichoderma apresentaram elevadíssimos valores em atividade pectinolítica, 
porém não todos, o que sugere uma diversidade coletada dentro desse gênero. Assim 
como ele, o representante do gênero Acremonium, que apresentou alguns bons valores, 
encontra-se também no filo Ascomycota, sendo próximos filogeneticamente além de 
serem os melhores produtores coletados. Mesmo os isolados que não apresentaram bons 
resultados podem ser bons produtores enzimáticos, entretanto uma caracterização mais 
aprofundada dos fungos e das enzimas para obter as condições ótimas de crescimento, 
produção e reação pode revelar melhores resultados no futuro.
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