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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 utilização de microrganismos 
como fontes produtoras de enzimas tem se 
mostrado promissora, pois estes compõem um 
dos maiores recursos genéticos disponíveis no 
planeta. Considerando o avanço industrial global 
crescente e a demanda por fontes de produção 
de qualidade e baixo custo, a investigação de 
fungos filamentosos no processo de produção 
de enzimas se faz necessária e pode contribuir 
com o desenvolvimento e expansão de produtos 
biotecnológicos, especialmente na região 
Amazônica, onde, apesar da sua biodiversidade, 

ainda tem estes recursos pouco explorados. O 
presente estudo teve como objetivo investigar 
a capacidade de fungos filamentosos para a 
produção de enzimas de interesse industrial e 
biotecnológico: proteases, amilases, celulases 
e lipases. Para isto, foram selecionados oito 
fungos da Coleção de Fungos da Amazônia 
(CFAM) Fiocruz – AM: CFAM 0027 Aspergillus 
oryzae, CFAM 234 Aspergillus sp., CFAM 959 A. 
subolivaceo, CFAM 39 Penicillium janthinellum, 
CFAM 59 P. fellutanum, CFAM 462 Penicillium 
sp., CFAM 592 e CFAM 47 P. citrinum. As 
culturas foram reativadas em meio de cultura 
Àgar Saboraud (SAB). A obtenção dos extratos 
enzimáticos foi feita por fermentação submersa 
durante 7 dias em solução de Manachini 
suplementado com 0,5% do substrato indutor 
para cada enzima, sendo: gelatina para protease, 
amido para amilase, CMC (carboximetil-celulase) 
para celulase e Tween 80 para lipase. Para os 
testes enzimáticos, utilizou-se o método de cup-
plate. Diante disso, observou-se que todos os 
microrganismos foram capazes de produzir pelo 
menos três das enzimas estudadas, enquanto 
que duas espécies apresentaram atividade 
para todas as enzimas avaliadas: CFAM 47 
P. citrinum e CFAM 59 P. fellutanum. Entre os 
isolados, 37,5% revelaram resultados positivos 
para protease, 100% para amilase e lipase, e 
87,5% para celulase. Desta forma, os resultados 
obtidos podem ser considerados promissores, 
uma vez que demonstram a potencialidade da 
aplicação biotecnológica de fungos da Amazônia 
em diferentes setores da indústria.
PALAVRAS - CHAVE: amilase; celulase; fungos; 
lipase; protease
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INVESTIGATION OF FUNGI PRODUCERS OF ENZYMES OF 
BIOTECHNOLOGICAL INTEREST

ABSTRACT: The use of microorganisms as enzyme-producing sources has shown promise, 
as they make up one of the largest genetic resources available on the planet. Considering 
the increasing global industrial advance and the demand for quality and low-cost production 
sources, the investigation of filamentous fungi in the enzyme production process is necessary 
and can contribute to the development and expansion of biotechnological products, especially 
in the Amazon region, where, despite its biodiversity, it still has these little explored resources. 
The present study aimed to investigate the capacity of filamentous fungi for the production 
of enzymes of industrial and biotechnological interest: proteases, amylases, cellulases 
and lipases. For this, eight fungi from the Amazon Fungi Collection (CFAM) Fiocruz - AM 
were selected: CFAM 0027 Aspergillus oryzae, CFAM 234 Aspergillus sp., CFAM 959 A. 
subolivaceo, CFAM 39 Penicillium janthinellum, CFAM 59 P. fellutanum, CFAM 462 Penicillium 
sp., CFAM 592 and CFAM 47 P. citrinum. The cultures were reactivated in Ágar Saboraud 
(SAB) culture medium. The enzymatic extracts were obtained by submerged fermentation 
for 7 days in Manachini’s solution supplemented with 0.5% of the inducing substrate for each 
enzyme: gelatin for protease, starch for amylase, CMC (carboxymethyl cellulase) for cellulase 
and Tween 80 for lipase. For enzymatic tests, the cup-plate method was used. Therefore, 
it was observed that all microorganisms were able to produce at least three of the studied 
enzymes, while two species showed activity for all evaluated enzymes: CFAM 47 P. citrinum 
and CFAM 59 P. fellutanum. Among the isolates, 37.5% showed positive results for protease, 
100% for amylase and lipase, and 87.5% for cellulase. In this way, the results obtained can be 
considered promising, since they demonstrate the potential of biotechnological application of 
fungi from the Amazon in different sectors of the industry.
KEYWORDS: amylase; cellulase; fungi; lipase; protease

1 |  INTRODUÇÃO
O termo enzima foi empregado pela primeira vez pelo fisiologista alemão Wilhelm 

Kuhne em 1878 para descrever a atividade fermentativa em leveduras (Food Ingredients 
Brasil, 2011). Estas podem ser definidas como moléculas orgânicas de natureza proteica 
(com exceção das ribozimas), que atuam como catalisadores e aceleram a velocidade dos 
processos químicos, sem alterar a sua composição (Fernandes et al., 2010). Na ausência 
das enzimas, os processos biológicos seriam extremamente lentos e o fornecimento de 
produtos para o metabolismo seria insuficiente para a sua demanda (Leopoldo, 2009).

As enzimas são divididas por grupos, em conformidade com o tipo de reação química 
a ser catalisada. As oxirredutases promovem reações de oxidação-redução ou transferência 
de elétrons; as transferases atuam na transferência de grupos funcionais como amina 
e fosfato; as hidrolases promovem a hidrólise e ligação covalente; as liases atuam na 
quebra de ligações covalentes; as isomerases atuam nas reações de interconversão entre 
isômeros óticos ou geométricos e as ligases promovem a formação de novas moléculas a 
partir da ligação entre duas pré-existentes (Coelho et al., 2008).
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Dois métodos podem ser utilizados para a produção de enzimas, um deles é 
conduzido em meio líquido, chamado de Fermentação submersa (FSm) e outro em meio 
sólido, a Fermentação em estado sólido (FES). A escolha do processo fermentativo deve 
levar em consideração o ambiente físico ao qual o microrganismo está habituado (Oliveira 
et al., 2013). A Fermentação Submersa consiste na solubilização dos nutrientes em água 
livre para a fermentação do microrganismo, com controle de agitação, temperatura e pH. 
Propicia melhores condições de crescimento para bactérias e leveduras, devido a sua 
facilidade em absorver nutrientes neste estado. Já a Fermentação em estado sólido define 
o cultivo de microrganismos em um substrato sólido, isento de água livre e com baixa 
umidade. Nestas condições, o crescimento de fungos é mais eficiente (Couto e Sanromán, 
2006).

As enzimas podem ser obtidas a partir de fontes vegetais, animais ou de 
microrganismos e aplicadas em diversos processos industriais, como nas indústrias 
farmacêutica, têxtil, alimentícia e também na medicina (Singhania et al., 2009). Dentre 
as principais enzimas de interesse comercial, podem ser destacadas as amilases, que 
catalisam a hidrólise da amilopectina, da amilose e do glicogênio e são utilizadas na 
produção de pães, cervejas e xaropes (Fernandes, 2007); as proteases, que são enzimas 
que promovem a quebra das ligações peptídicas entre os aminoácidos das proteínas e 
são aplicadas na produção de queijos e fabricação de detergentes (Rao et al., 1998); as 
celulases, que catalisam a hidrólise da celulose e são utilizadas na liquefação de frutas 
para a produção de sucos (Castro e Pereira Jr., 2010); e as lipases, que tem como função 
catalisar a hidrólise de triglicerídeos em glicerol e ácidos graxos livres e são aplicadas em 
biotecnologia para realçar o sabor e o aroma em produtos como o queijo (Hasan et al., 
2006).

Atualmente, a aplicação de enzimas industriais representa cerca de 60% do 
mercado mundial de enzimas. As indústrias de alimentos, rações e detergentes são as 
maiores responsáveis por essa demanda, gerando cerca de U$ 5 bilhões para a economia 
global em 2020 (Monteiro e do Nascimento Silva, 2009; Souza, 2015; EMBRAPA, 2017). 

A crescente demanda por enzimas para a aplicação industrial motivou a busca por 
novas linhagens de fungos e bactérias capazes de produzir essas moléculas (Silva, 2018). 
A utilização de fungos filamentosos como fontes produtoras de enzimas tem se mostrado 
promissora, pois estes microrganismos compõem um dos maiores recursos genéticos 
disponíveis no planeta (Oyelekeet al., 2010). Além de serem facilmente adaptáveis a 
variados ambientes e condições adversas, podem ser clonados e reproduzidos em larga 
escala e são capazes de produzir um grande número de metabólitos (Orlandelli, et al., 
2012). Algumas espécies possibilitam a produção de enzimas diversificadas, muitas das 
quais podem ser utilizadas em biotecnologia (Pereira e de Freitas, 2012). 

Considerando os avanços industriais globais crescentes e a demanda por fontes de 
produção de qualidade e de baixo custo, a avaliação de microrganismos no processo de 
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produção de enzimas de interesse se faz necessária e pode contribuir com o desenvolvimento 
e expansão de produtos biotecnológicos, especialmente na região Amazônica, onde, 
apesar da sua biodiversidade, ainda tem estes recursos pouco explorados.

O presente estudo teve como objetivo investigar a capacidade de fungos filamentosos 
para a produção de enzimas de interesse industrial e biotecnológico.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Microrganismos 
Os microrganismos foram obtidos da Coleção de Fungos da Amazônia (CFAM) 

Fiocruz – AM. Para a realização dos experimentos foram selecionados oito fungos 
filamentosos: CFAM 0027 Aspergillus oryzae, CFAM 234 Aspergillus sp., CFAM 959 
Aspergillus subolivaceo, CFAM 39 Penicillium janthinellum, CFAM 59 Penicillium fellutanum, 
CFAM 462 Penicillium sp. e CFAM 592 e CFAM 47 Penicillium citrinum.

2.2 Reativação das Culturas 
As culturas foram reativadas em meio de cultura Ágar Saboraud (SAB) em placas 

de Petri (Ø = 100 mm x 15 mm) e os cultivos foram mantidos a 25º C por 7 dias (cultura 
estoque). 

2.3 Condições de Cultivo para Obtenção das Enzimas
A obtenção dos extratos enzimáticos foi feita por fermentação submersa. A partir 

das culturas-estoque foram feitos 3 plugs de 8 mm e transferidos para frascos Erlenmeyer 
 contendo 30 ml de solução de Manachini, suplementado com 0,5% do substrato indutor de 
cada enzima, sendo eles: amido para amilase, gelatina para protease, carboximetilcelulose 
(CMC) para celulase e Tween 80 para lipase (Teixeira et al., 2011). Os cultivos foram 
submetidos a agitação constante a 150 rpm, por 7 dias à 28oC. O extrato foi separado 
da biomassa por filtração à vácuo utilizando papel de filtro Whatman no1 e em seguida 
membrana filtrante (0,45µm). Nos extratos brutos recuperados foram determinadas as 
atividades enzimáticas.

2.4 Testes Enzimáticos
O método utilizado foi de cup-plate, o qual consistiu na confecção de 3 poços em 

cada placa com os meios de cultivo respectivos para cada enzima. Em cada poço, foram 
aplicados150 μl de cada extrato obtido da filtração, em seguida eles foram identificados e 
incubados à 28oC por 24 horas. 

A atividade enzimática foi determinada a partir da média dos diâmetros (mm) dos 
halos de degradação que se formaram ao redor dos poços. 
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2.4.1 Revelação da Atividade Enzimática

2.4.1.1. Protease

A atividade proteolítica foi observada pela formação de um halo translúcido ao redor 
de cada cup-plate. 

2.4.1.2. Lipase

A presença de lipases ocasionou a formação de pequenos cristais ao redor de cada 
cup-plate.

2.4.1.3. Amilase

Para a constatação dos halos de amilase foi utilizado vapor de iodo como reagente. 
A placa contendo o extrato enzimático foi vertida sobre o iodo ressublimado. A presença 
das enzimas amilolíticas pôde ser avaliada pela coloração azulada no meio sólido e a ação 
enzimática foi observada pela formação dos halos translúcidos ao redor de cada cup-plate.

2.4.1.4. Celulase

A revelação da atividade de celulase foi realizada com o auxílio de uma solução de 
vermelho do Congo a 0,1 % (p/v) e NaCl 1M. Primeiramente foi adicionada a solução de 
vermelho do Congo de modo a cobrir toda a superfície do meio, por 20 minutos. Em seguida 
a solução foi descartada e adicionada a solução de NaCl 1M, por mais 20 minutos. Após 
o descarte da solução de NaCl 1M, a presença das enzimas celulolíticas foi observada 
pela coloração vermelha em meio sólido e a atividade enzimática pela formação do halo 
alaranjado ao redor de cada cup-plate.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Foram realizados quatro testes enzimáticos com os oito fungos selecionados a partir 

do extrato das culturas obtidos por fermentação submersa. Os resultados das atividades 
enzimáticas estão apresentados na Tabela 1. Observou-se que todos os microrganismos 
foram capazes de produzir pelo menos três das enzimas estudadas, enquanto duas 
espécies apresentaram atividade para todas as enzimas avaliadas: CFAM 47 P. citrinum e 
CFAM 59 P. fellutanum.
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Fungos isolados
Enzimas

Protease Lipase Amilase Celulase
0027 Aspergillus oryzae - 20,0 17,3 22,3

234 Aspergillus sp. - 18,3 18,3 19,0
959 Aspergillus subolivaceo 15,3 20,3 14,3 -

47 Penicillium citrinum 12,0 20,7 14,3 17,0
39 Penicillium janthinellum - 17,7 17,3 18,3
59 Penicillium fellutanum 14,3 18,7 10,3 16,0

462 Penicillium sp. - 19,7 17,0 18,7
592 Penicillium citrinum - 18,7 13,3 18,0

Tabela 1. Média dos tamanhos dos halos (mm) em meio sólido.

Entre os isolados, 37,5% revelaram resultados positivos para protease. A Figura 2 
apresenta o resultado obtido da degradação do substrato pela atividade proteolítica, dos 
extratos dos fungos CFAM 59 P. fellutanum e CFAM 47 P. citrinum.

Figura 2. Atividade proteolítica de CFAM 59P. fellutanum (A) e CFAM 47 P. citrinum (B).

A capacidade de produção de enzimas proteolíticas por P. fellutanum e P. citrinum 
pôde ser observada por Rodarte (2005). Estudos realizados por Chrzanowska et al. (1993) 
e Durand-Poussereau e Fevre (1996) também corroboram com a literatura na eficiente 
secreção de proteases pelo gênero Penicillium. Quanto aos isolados CFAM 47 e CFAM 592, 
embora correspondam à mesma espécie (P. citrinum), apresentaram resultados diferentes, 
sendo 47 positivo para protease e 592 negativo. Isto significa que a produção de proteases 
é específica para cada isolado e não para determinada espécie, o que pode ou não ser 
ativado dependendo do meio de cultivo. Essas divergências reafirmam que a produção de 
proteases depende diretamente da sua linhagem, conforme descrito por outros autores 
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(Ellaiah et al., 2002; Koka e Weimer, 2000; Agrawal et al., 2004 e Germano et al., 2003). As 
enzimas proteolíticas obtidas de espécies dos gêneros A. sp. e P. sp. são utilizadas para o 
processo de coagulação do leite na fabricação de queijos e na hidrólise de substâncias de 
sopas e alimentos salgados (Food ingredients Brasil, 2011).

A atividade amilolítica pôde ser observada em 100% dos isolados. A Figura 3 
apresenta os maiores halos, produzidos pelo fungo CFAM 234 Aspergillus. sp.

Figura 3.Atividade amilolítica de CFAM 234 A. sp.

A frequência dos microrganismos isolados produtores de amilases foi semelhante à 
encontrada por Saleem e Ebrahim (2014). Os resultados desse estudo são superiores aos 
encontrados por Lima et al. (2015) que testaram a produção de amilases com isolados de 
algumas espécies de Aspergillus, Penicillium e Rhizopus em diferentes concentrações. Sob 
concentração de 0,5% de amido, a produção máxima dos halos de amilase para Aspergillus 
foi de 10,0 mm e para Penicillium 6,0 mm. Conforme Amin et al. (2011), a concentração 
do substrato é proporcional à atividade enzimática. A. oryzae é amplamente utilizado 
na indústria alimentícia, para a produção de alimentos como molho de soja e enzimas 
comerciais como α-amilase (Kammoun, et al., 2008).

Com relação aos resultados obtidos para lipase, 100% dos isolados foram 
produtores da enzima. O fungo que produziu os maiores halos foi CFAM 959 A. subolivaceo, 
representado pela Figura 4.
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Figura 4.Atividade lipolítica deCFAM 959 A. subolivaceo.

Sharma et al. (2001) citam diversas cepas fúngicas como boas produtoras de lipases, 
entre elas, Aspergillus e Penicillium. Outros autores corroboram com a eficiência destes 
dois microrganismos como secretores de enzimas lipolíticas (Rapp e Backhaus, 1992; 
Carvalho et al., 2005; Hasan, et al., 2006; Castro, 2010; Mendes, 2005). Roveda et al. (2010) 
avaliaram a produção de lipases por diferentes cepas de microrganismos isolados a partir 
de efluentes de laticínios e concluíram que os fungos dos gêneros Aspergillus e Penicillium 
tiveram as maiores atividades enzimáticas. No presente estudo, os isolados CFAM 0027 
A. oryzae; CFAM 959 A. subolivaceo e CFAM 47 P. citrinum obtiveram atividades lipolíticas 
acima do índice descrito por Stamford et al. (1998) os quais determinaram que, para um 
fungo filamentoso ser considerado um bom produtor de enzimas, o valor da atividade 
enzimática deve ser igual ou maior a 2,0. Assim, este estudo corrobora com o potencial 
promissor da utilização de espécies dos gêneros de Aspergillus sp. e Penicillium sp. para a 
produção e aplicação biotecnológica das enzimas de interesse, tendo função relevante em 
setores industriais como alimentos e de cosméticos (Hasan et al., 2006). 

No que se refere às atividades celulolíticas, 87,5% dos fungos foram capazes de 
secretar celulase quando cultivados em meio líquido.  A Figura 5 representa a atividade 
enzimática produzida pelo fungo CFAM 0027 A. oryzae e apresenta os maiores halos.
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Figura 5.Atividade celulolítica de CFAM 0027 A. oryzae.

A zona mais clara ao redor das colônias corresponde ao halo indicador da degradação 
por atividade celulolítica. A visualização do halo depende de diversos fatores, incluindo 
a adição de algumas substâncias químicas do meio de cultura, que podem interferir no 
corante e gerar resultados falso-positivos, provocar sua precipitação ou inibir a ligação 
deste aos polissacarídeos (Neirotti e Azevedo, 1988). CRAGG et al. (2015) afirmam que 
a cristalinidade da celulose configura um obstáculo para a ação das enzimas, dificultando 
o acesso das mesmas. IRFAN et al. (2012) relatam que a natureza insolúvel e a estrutura 
cristalina da celulose dificultam a sua degradação. O halo formado pelo fungo CFAM 0027 
A. oryzae exposto neste estudo, é maior do que o halo formado pelo fungo Aspergillus 
foetidus MTCC 10367 (1,8 cm), investigado por Pasha et al. (2013). Griebeler et al., (2015) 
investigaram uma seleção de fungos filamentosos dos gêneros Aspergillus e Penicillium 
com potencial para a produção de amilases, proteases, celulases e pectinases e obtiveram 
resultados da atividade celulolítica para A. sp. entre 1,4 cm e 1,7 cm, inferiores ao presente 
estudo. Segundo Singhania et al. (2010), os fungos filamentosos são as maiores fontes 
de celulases e hemicelulases. Para Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), a maior parte das 
celulases comerciais são produzidas por fungos filamentosos do gênero Trichoderma, 
Penicillium e Aspergillus. As enzimas celulolíticas obtidas a partir de fungos tem sido cada 
vez mais investigados devido a sua aplicabilidade em diversas áreas comerciais, como na 
indústria têxtil e de detergentes (Souza et al., 2008) e na indústria alimentícia, algumas 
espécies do gênero Aspergillus são empregadas no processo de liquefação de frutas para 
a produção de sucos (Food Ingredients Brasil, 2011).

Embora a maioria dos resultados de degradação enzimática estejam abaixo 
do descrito por Stamford et al. (1998), alguns padrões para otimização da produção de 
enzimas ainda precisam ser observados, uma vez que variações de pH, temperatura e 
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concentrações do substrato podem interferir na capacidade catalítica das enzimas. 
Lehninger et al.(2002) propuseram que as enzimas possuem um pH ótimo no qual a 
atividade catalítica é maximizada, ou seja, a variação no pH (mais ácido ou mais alcalino), 
pode levar a desnaturação e consequente perda da atividade biológica. A temperatura é 
outro fator determinante da atividade enzimática: quanto maior for a temperatura, maior 
será a velocidade da reação. No entanto, existe uma temperatura limite para que não 
ocorra a desnaturação da enzima. Essa temperatura na qual ocorre a atividade máxima 
é denominada temperatura ótima (Lehninger et al., 2002). Para Amin et al. (2011), a 
concentração do substrato é proporcional à atividade enzimática, ou seja, o aumento da 
concentração leva à uma maior produção da enzima. 

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os fungos depositados 

na Coleção de Fungos da Amazônia foram capazes de produzir amilases, celulases, 
proteases e lipases, sendo estas, biomoléculas de grande importância comercial. Estes 
resultados podem ser considerados promissores, uma vez que evidenciam a potencialidade 
da aplicação biotecnológica de fungos da Amazônia em diferentes setores da indústria.
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