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RESUMO 
 
 

As amilases são enzimas que hidrolisam moléculas de amido liberando glicose e dextrinas, 

possuindo caráter muito importante em diversos setores industriais. As amilases de origem 

microbiana se destacam no mercado de enzimas devido possibilidade de produção em 

grande quantidade por processos fermentativos. Com isso, pesquisas têm buscado pela 

bioprosprecção de novas amilases com menor custo de produção e características como 

termoestabilidade e estabilidade ao pH. O presente trabalho teve como objetivo prospectar 

o potencial biotecnológico para produção de novas enzimas amilolíticas a partir de fungos 

filamentosos isolados de alimento larval de abelhas sem ferrão, pertencentes a Coleção de 

Micro-organismos Isolados de Abelhas sem Ferrão (CoMISBee) da Universidade Federal 

de Uberlândia. Para isto, foi realizado um screening primário em 8 fungos, a partir de testes 

em placa e determinação do Índice Enzimático (IE), para seleção do melhor fungo produtor 

de amilase. O fungo MS30B apresentou o maior IE e foi classificado como fortemente 

produtor da enzima. A fermentação em estado sólido em farelo de arroz foi conduzida para 

produção do extrato enzimático bruto utilizando o fungo MS30B, e a atividade enzimática 

das amilases contidas no extrato foi avaliada a partir do teste de liberação de açúcares 

redutores pela hidrolise do amido, utilizando o reagente DNS (ácido dinitrosalicílico). 

Após diversas análises, pode-se observar uma atividade máxima da enzima em 3 minutos 

antes da sua fase estacionária, obtendo resultados significativos quanto a sua atividade. 

Ademais, devido ao seu alto desempenho na atividade qualitativa, há necessidade de 

estudos futuros a fim de visualizar o padrão ótimo de condições físicas destas amilases 

fúngicas. 

 
Palavras-chave: amilase, fungo filamentoso, abelhas sem ferrão 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 

O maior grupo de abelhas sem ferrão do mundo são denominadas como 

melíponas. Dentre os 29 gêneros diferentes de abelhas sem ferrão conhecidos no Brasil, 

os que compreendem maior número de espécies são Melipona, Plebeia, Scaptotrigona, 

Trigona e Trigonisca. Destes, sabe-se que as melíponas são o maior grupo que assistem as 

flores de diversas plantas em ecossistemas naturais e/ou agrícolas nas regiões tropicais 

(CARVALHO et al., 2018). Mais de 200 espécies de Melipona spp. já foram descritas 

no Brasil (LAVINAS et al., 2019) e cerca de vinte por cento das abelhas sem ferrão, 

compreendidas na região tropical do planeta, são endêmicas no país (DOS SANTOS et 

al., 2021). 

As melíponas são as principais abelhas polinizadoras de ambientes tropicais, com 

destaque para o bioma amazônico (KERR et al., 1996), revelando importância ecológica 

em relação a polinização de plantas nativas, garantindo um equilíbrio biológico terrestre 

(FELIPE NETO, 2015). Além da polinização, o impacto a socioeconômico dessas abelhas 

se dá devido aos diversos produtos obtidos a partir da meliponicultora, como mel, 

geoprópolis e cera (MARÇAL, 2017). 

Assim como na maioria dos organismos vivos, as melíponas possuem interações 

simbióticas e mutualísticas com diversos micro-organismos, que influenciam 

principalmente na digestão e saúde do inseto (MARÇAL, 2017). A microbiota associada 

às abelhas sem ferrão inclui bactérias, leveduras e fungos filamentosos em simbiose com 

a colônia. Esses micro-organismos contribuem com a fermentação do néctar e maturação 

do pólen, além da produção de substâncias nutritivas e antimicrobianas para as abelhas 

(SANTOS, 2022). 

Neste sentido, dado à alta relevância destas abelhas do ponto de vista ecológico, 

muitas pesquisas lhes foram direcionadas ao longo dos anos, o que permitiu também 
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novas descobertas sob a perspectiva biotecnológica, com destaque para o potencial dos 

fungos filamentosos na produção de enzimas com aplicação industrial (BUDHIRAJA et 

al., 2013). Estes fungos, associados às abelhas sem ferrão, normalmente são 

caracterizados como saprófitos, no entanto, também já foram relatados como patógenos 

oportunistas em diversas abelhas (De PAULA et al., 2021). 

Do ponto de vista biotecnológico, a característica heterotrófica e nutrição por 

absorção dos fungos filamentosos os tornam agentes com grande destaque para a 

produção de enzimas extracelulares (ALVES et al., 2020). As enzimas de origem 

microbiana encontram grande demanda industrial em detrimento daquelas oriundas de 

plantas e animais, por sua produção ser menos dispendiosa e menos prejudicial ao meio 

ambiente, além de sua atividade ser facilmente regulada, como nível de concentração, pH e 

temperatura (ALVES-CAMPOS et al., 2017).  Hoje, diversas enzimas microbianas estão 

disponíveis comercialmente, tendo ampla variedade de aplicação industrial (DE SOUZA 

OLIVEIRA, 2019).  Dentre estas, as amilases são amplamente estudadas devido a sua 

importância na hidrólise do amido encontrado em sementes de cereais, como milho, trigo, 

arroz, e em tubérculos ou raízes, como batata e mandioca. São consideradas as enzimas 

mais importantes na hidrólise de glicídios, quebrando as ligações glicosídicas presentes 

nas cadeias de amilose e amilopectina (JOHN, 2017). Com isso, as amílases possuem 

aplicação principalmente na indústria alimentícia, para produção de ração animal, 

cervejas, bebidas destiladas, panificação, cereais, entre outros produtos (KAN et al., 2019; 

PELLEGRINI et al., 2020). 

Adicionalmente, as amilases são amplamente úteis às indústrias de papel e celulose, 

têxtil, química, farmacêutica e de biocombustíveis (BAZZO et al., 2022). Nestes setores, 

as amilases são aplicadas em formulações de detergentes, nos quais desempenham função 

de remoção de manchas causadas por amido e para trazer suavidade ao produto têxtil. Já 

no segmento de combustíveis, são essenciais para liquefação e sacarificação do amido 
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utilizado no mosto (KIRK, BORCHERT e FUGLSANG, 2002; JEAN-BAPTISTE et 

al.,2020). 

De acordo com Alves e colaboradores (2020), as enzimas amilolíticas mais 

utilizadas são aquelas produzidas por fungos filamentosos, com destaque para α-amilase, 

β- amilase, amiloglucosidase e dextrinase. No entanto, embora as amilases microbianas 

sejam essenciais à diversos setores industriais, sua comercialização ainda apresenta certas 

limitações, como baixa termoestabilidade, faixa estreita de pH, atividade catalítica lenta, 

entre diversas outras limitações que elevam o custo final do produto e demandam maior 

tempo de processo em escala industrial (MIHAJLOVSKI et al., 2016; NETO FILHO 

2017). 

Neste contexto, este trabalho visa prospectar o potencial biotecnológico na 

produção de novas enzimas amilolíticas a partir de fungos filamentosos isolados de 

alimento larval de abelhas sem ferrão, um microambiente com grande diversidade 

microbiana ainda pouco explorada. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 
O mercado mundial de enzimas foi avaliado em US$ 10,6 bilhões em 2020 e deverá 

chegar a US$ 14,9 bilhões em 2027. Atualmente, 70% dessa quota global se refere à 

produção, comercialização e aplicação de enzimas de origem microbiana. No entanto, o 

mercado de enzimas no Brasil é essencialmente importador, apesar do seu grande 

potencial para a produção, tendo em vista a abundância de matéria orgânica e diversidade 

biológica do país. Com isso, considerando o avanço industrial global de amilases e a 

demanda por fontes de produção de qualidade e de baixo custo, a investigação de fungos 

filamentosos utilizados para o bioprocesso de produção dessas enzimas se faz necessária 

e relevante ao desenvolvimento e expansão de produtos biotecnológicos, além de 

contribuir para a autonomia do Brasil no mercado de enzimas. 



4  

 
3. OBJETIVO 

 
3.1. Objetivo geral 

 
Avaliar o potencial biotecnológico de fungos filamentosos isolados do 

alimento larval de abelhas sem ferrão quanto à produção de amilases. 

 
3.2. Objetivos específicos 

 
 

• Analisar as características microscópicas e macroscópicas de 8 espécies 

de fungos filamentosos isolados do alimento larval de abelhas sem ferrão; 

• Avaliar a capacidade de produção de amilase pelos fungos filamentosos 

por meio de análise qualitativa em placa; 

• Produzir amilase a partir do método Sacarificação Simultânea à 

Fermentação (SSF) utilizando o fungo com melhor desempenho pelo 

teste qualitativo; 

• Determinar a atividade da amilase a partir do extrato enzimático bruto 

produzido em fermentação, por meio do método de quantificação de 

glicose liberada com a hidrólise do amido. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Micro-organismos 
 

Oito fungos filamentosos foram selecionados, de forma aleatória, da Coleção de 

Micro-organismos Isolados de Abelha sem Ferrão do Laboratório de Genética 

(CoMISBee) da Universidade Federal de Uberlândia, onde encontram-se preservados 

em Ultra freezer a -80°C. Estes micro-organismos foram reativados no Laboratório de 

Processos Biotecnológicos (LABBIO) da UFU, onde foram conduzidos os testes 

posteriores. Para reativação, os fungos foram descongelados e inoculados em meio Batata 

Dextrose Ágar (BDA), composto por batata (200g/L), glicose (20g/L) e ágar (20g/L); e 

incubados à temperatura ambiente durante 120 horas. Após isso, foram mantidos em 

placa a 4ºC e subcultivados a cada 15 dias para manutenção das culturas. 

 
 

4.2. Análise qualitativa da produção de amilase 
 

Placas de Petri contendo Ágar Amido Caseína (extrato de levedura 10g/L, 

peptona de caseína 20g/L, amido solúvel 10g/L, ágar 20g/L, pH 6,5) foram inoculados 

blocos de gelose, retirados das placas com meio BDA, com os fungos filamentosos 

incubados a 30°C por cinco dias. Após o período de incubação, as placas foram reveladas 

com lugol e os halos de hidrólise foram medidos com auxílio de um paquímetro. O 

diâmetro do halo (DH) e da colônia (DC) foram mensurados para o cálculo do Índice 

Enzimático (IE) de acordo com a equação: Índice enzimático (IE) = Diâmetro do halo 

(DH) / Diâmetro da colônia (DC) (BAZZO et al., 2022). O teste foi conduzido em 

triplicata e o isolado com maior nível de produção de amilase em função do Índice 

Enzimático foi selecionado para a produção do extrato enzimático bruto. 
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No presente trabalho, seguiu-se a escala do índice enzimático estabelecido por 

Silva e colaboradores (2015) e os fungos filamentosos foram classificados, quanto à 

intensidade de produção de amilase, em isolados: fracamente produtores (1,0 ≤ IE < 1,5), 

moderadamente produtores (1,5 ≤ IE < 2,0), fortemente produtores (IE ≥ 2) e não 

produtores (IE = 0). 

 

4.3. Microscopia dos fungos filamentosos 

Para a microscopia, fez-se a raspagem das células fúngicas crescidas em meio 

BDA seguida de transferência para a lâmina de visualização. As células foram coradas 

com uma gota de corante azul de metileno e foram lamínulas foram sobrepostas sobre 

essas lâminas com as células. A visualização no microscópio foi conduzida em lentes de 

4x, 10x, 40x e 100x, sendo as imagens retiradas a partir da lente de 100x.  

 
 
 

4.4. Produção do extrato enzimático por Fermentação em Estado Sólido 

(FES) 

A produção da enzima foi feita por FES. Previamente, um pré-inóculo foi 

produzido   a partir dos micro-organismos obtido em meio sólido (BDA), os quais foram 

inoculados em Erlenmeyers de 250mL contendo 100mL de meio czapek (sacarose 30g/L, 

nitrato de sódio 2g/L, fosfato dipotássico 1g/L, sulfato de magnésio 0,5g/L, cloreto de 

potássio 0,5g/L e sulfato ferroso 0,010g/L), por um período de 48 horas a 100 rpm e 

temperatura ambiente. Prontamente, as células fúngicas foram separadas do meio líquido 

com auxílio de uma peneira e ressuspendidas em 100mL de água ultrapura previamente 

esterilizada em autoclave. 

Para a FES e produção do extrato bruto enzimático, 10mL das células fúngicas 

ressuspensas foram inoculados em Erlenmeyer de 250mL contendo 10 gramas de farelo 
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de arroz esterilizado por autoclave. O tempo de incubação foi de 72 h à temperatura 

ambiente. Para recuperação do extrato enzimático, foram adicionados 50mL de água 

destilada, e após mistura manual com auxílio de um bastão de vidro, os frascos foram 

agitados a 110rpm por 1 hora. O extrato enzimático foi recuperado por meio de filtração 

em peneira e centrifugação a 8000 x g por 10 minutos.  

 

 
 

4.5. Avaliação da atividade enzimática por quantificação dos açúcares 

redutores utilizando reagente DNS (Ácido dinitrosalicílico) 

A reação baseia-se na atividade sacarificante das amilases por quantificação dos 

açúcares redutores liberados pela hidrolise do amido, utilizando o reagente DNS. Para 

isso, a atividade amilolítica foi quantificada através da adição de 0,5mL de uma solução 

contendo 1,6% de amido solúvel em tampão acetato 2N pH 4,3 em 0,5mL do extrato 

enzimático, seguido de incubação à 60°C por 3, 6, 9, 12 e 15 minutos. A leitura da 

absorbância foi conduzida a 540nm e os resultados foram analisados segundo a curva 

padrão de glicose (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimática corresponde 

à quantidade de enzima capaz de liberar 1μmol de açúcar redutor por minuto 

(EISENTHAL e DANSON, 2002). 
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4.4.1 Preparo do reagente dinitrosalicílico (DNS) 
 
 

Para o preparo do reagente DNS, 10g de ácido 3,5-dinitrosalicílico foram 

dissolvidos em 200mL de hidróxido de sódio 2M (NaOH), caracterizando a solução “A”. 

Outra solução (B) foi preparada dissolvendo-se 300g de tartarato de sódio e potássio (Sal 

de Rochelle) em 500mL de água destilada, sob aquecimento e agitação constante. 

Seguindo essas condições, adicionou-se a solução A sobre a B até a dissolução completa 

do DNS. Por fim, após resfriamento, a mistura teve o volume final completado para 

1000mL com água destilada (VASCONCELOS, PINTO e DE ARAGÃO, 2013).  

 

4.4.2. Curva padrão analítica de açúcares redutores 
 

A montagem da curva para padronizar a metodologia em relação à quantidade de 

açúcares redutores presentes na amostra (Figura 1) foi realizada a partir do método DNS 

(ácido 3,5- dinitrosalicílico) descrito na literatura como padronizado, adequado e que 

apresenta sensibilidade de detecção de 1 a 20μmol de glicose (MILLER, 1959). Neste 

trabalho, as concentrações de glicose utilizadas para calibrar a curva foram de 0,0; 0,1; 

0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0g/L (Figura 2). 

 
 

Figura 1. Curva padrão de glicose (Concentração de açúcares redutores versus absorbância). Fonte: 

Autoria própria. 
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A correlação foi feita considerando o eixo das ordenadas “y” como a absorbância 

em 540nm obtidas pela reação com DNS e o eixo das abcissas “x” como a concentração 

de glicose (g/L) a partir da solução padrão de glicose a 1,0g/L (INFORSATO e PORTO, 

2016; MILLER, 1959). 

 
 

Sendo assim, através do gráfico da figura 3, foi obtida a seguinte equação: 

y = 0,3143x (Equação 1); 

ou melhor, ABS = 0,3143 *AR, onde AR corresponde aos açúcares redutores e ABS a 

absorbância observada. O R2 obtido foi de 0,9953, considerado bom, confiável e de 

acordo com a literatura. Segundo Martins (2014), um R2 considerado relevantemente bom 

é o mais próximo de 1, sendo assim, o coeficiente angular encontrado neste estudo de 

0,9953 pode ser considerado um resultado válido. Ademais, é defendido por Callegari- 

Jacques (2003) que valores entre 0,9 e 1 de coeficiente de correlação apresentam forte 

assimilação entre as variáveis. 

 

 
 
Figura 2. Concentrações crescentes de glicose em reação com DNS; coloração variando do menos 

concentrado, mais claro, para maior concentração de glicose, coloração acentuada. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

5.1. Cultivo do micro-organismo e análise macro e microscópica 
 

Oito fungos filamentosos isolados de diferentes espécies de abelhas sem ferrão 

foram selecionados da CoMISBee, conforme demonstrado na Tabela 1, sendo 

reativados para o crescimento micelial em meio BDA conforme demonstrado na figura 

4. 

 
Tabela 1. Codificação dos fungos filamentosos da Coleção de Micro-organismos Isolados de 

Abelhas sem ferrão do CoMISBee e suas respectivas abelhas sem ferrão 

 

 

Abelhas sem ferrão Código do fungo filamentoso 

Frieseomelitta varia Fv-Sab 01; Fv-Sab 02; Fv-Sab 05; Fv-Sab 10 

Melipona scutellaris Ms30B; Ms13B 

Tetragonisca angustla Fungo 26; Fungo 21 
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Figura 3. Fungos filamentosos cultivados em meio BDA e microscopia com corante azul de metileno. 

(A-B) Fungo MS30B; (C-D) Fungo MS13B; (E-F) Fungo 26; (G-H) Fungo 21; (I-J) Fungo Fv-Sab 01; 

(K-L) Fungo Fv-Sab 02; (M-N) Fungo Fv-Sab 05 e (O-P) Fungo Fv-Sab 10. Fonte: Autoria própria.  
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Com base nas imagens capturadas em laboratório durante os experimentos, os 

fungos filamentosos isolados do alimento larval de abelhas sem ferrão apresentaram 

semelhanças macroscópicas entre os fungos MS13B, 26 e Fv-Sab 10, como a coloração 

branca e à medida que esporulam admitem a cor verde, possuem uma superfície peluda e 

o tom reverso branco-amarelado, o que sugere uma possível igualdade de gênero. 

Paralelamente o mesmo ocorreu em questão de semelhança de características entre os 

fungos MS30B, Fv-Sab 01, Fv-Sab 02 e Fv-Sab 03, possuindo uma coloração de verde 

mais intenso após a esporulação, superfície aveludada e bordas brancas com um reverso 

branco-amarelado.  Já o fungo “21”, apresenta uma característica única quando comparado 

com os outros fungos utilizados neste trabalho, possuindo coloração mais amarronzada e 

a formação de micélios com coloração mais clara e o reverso branco. 

 
Em relação a microscopia dos fungos, em dois deles – fungo 21 e Fv-Sab 10 – foi 

possível a visualização dos conídios íntegros, enquanto nas outras microscopias apenas 

hifas/micélios e esporos isolados foram visualizados. Considerando as características 

macro e microscópicas analisadas neste trabalho, sugere-se que os fungos apresentados 

seriam principalmente pertencentes ao filo Ascomycota. 

 
Estudos recentes relatam a importância da diversidade microbiana associada às 

abelhas sem ferrão nativas do Brasil e suas colmeias, demonstrando que existe uma forte 

relação de dependência entre eles (De PAULA et al., 2021). Em M. scutellaris já foram 

encontrados os gêneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. (GOIS et al., 2010), em F. varia 

foi identificado a espécie Cladosporium exasperatum, além das leveduras do gênero 

Saccharomyces e Wickerhamiella; e em T. angustla foram detectados gêneros de fungos 

como Cladosporium sp., Erysiphe sp., e Penicillium sp. (SANTOS et al., 2023). Barbosa e 

colaboradores (2017) registraram a presença de cinco espécies de Monascus sp. em mel, 

pólen e superfície da colmeia de M. scutellaris, e relataram três espécies novas, sendo elas 
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M. flavipigmentosus, M. mellicola e M. recifensis. Noutro estudo, evidenciaram uma 

diversidade de espécies de Penicillium sp. e Talaromyces sp., reportando 27 espécies, 

sendo sete novas (BARBOSA, 2018). 

 

5.2. Nível de produção de amilase em função do Índice Enzimático 

 
A bioprospecção enzimática de origem fúngica é considerada uma opção mais 

rentável em comparação com a bacteriana, pois os fungos filamentosos produzem enzimas 

extracelulares com alto teor de pureza e em altas concentrações (SANCHEZ; DEMAIN, 

2017). Diversos estudos realizam um screening primário para selecionar os micro-

organismos potencialmente produtores da enzima, a partir da inoculação do fungo 

filamentoso em meio sólido contendo o substrato enzimático (OLIVEIRA, FERREIRA e 

DA SILVA BENTES, 2022; PERAZA-JEMÉNEZ et al., 2021; SANTOS e SILVA, 

2020). 

Neste estudo, o teste qualitativo avaliou o nível de produção de amilase em função 

do Índice Enzimático (IE), muito utilizado em diversos estudos como metodologia de 

seleção primária que economiza tempo e custos para a busca de novas enzimas com 

potencial biotecnológico (SANTOS et al., 2020; ZHANG et al., 2006; CHIMATA, 

CHETTY e SURESH, 2011; FARIAS 2008). Os resultados do IE e as classificações dos 

micro-organismos quanto a produção de amilase, encontram-se na tabela 2. 

A microbiota presente nas abelhas sem ferrão é de grande importância para 

manutenção de suas colmeias, existindo forte relação de dependência entre as abelhas e 

os micro-organismos associados (SOUZA et al., 2021). Estes micro-organismos fornecem 

suprimentos alimentares; protegem as colônias do ataque por patógenos, pela produção
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de substâncias antimicrobianas; e auxiliam na digestão de alimentos de difícil degradação a 

partir da produção de diferentes enzimas hidrolíticas (De PAULA et al., 2021). Apesar da 

literatura demonstrar que há grande diversidade microbiana associada às colônias de 

abelhas sem ferrão, a maioria das pesquisas têm focado em estudos taxonômicos, 

filogenéticos e de composição da comunidade microbiana, e o grande potencial 

biotecnológico desses micro-organismos, como a produção de enzimas, permanece pouco 

elucidado (De PAULA et al., 2021; SANTOS et al., 2023; BARBOSA, 2018). Nosso 

estudo teve como principal estímulo encontrar novas amilases potenciais para uso em 

diversos setores industriais, como o alimentício, têxtil, de biocombustível, de detergentes, 

entre outros (PELLEGRINI et al., 2020). 

 
 
Tabela 2. Nível de produção de amilase pelos fungos filamentosos isolados de abelhas sem ferrão em função 
no Índice Enzimático. 
 
 

Fungos 
filamentosos 

Diâmetro 
do  halo 

(cm) 

Diâmetro da 
colônia  (cm) 

IE 
(DH/DC) 
 

Classificação   do IE 
 

MS30B 2,85 r  0,15   1,0        2,85 Fortemente produtor 

MS13B 2,35 r  0,15   1,0        2,35 Fortemente produtor 

26    2,4 r  0,1   1,0         2,4 Fortemente produtor 
 

21 
 

             1,8 r  0,0 
 

  1,0 
 

        1,8 Moderadamente produtor 

Fv-Sab 01      1,6 r  0,1             1,0 1,6 
Moderadamente produtor 

Fv-Sab 02    0 1,0 0 
Não produtor 

Fv-Sab 05      1,8 r  0,0 1,0 1,8 
Moderadamente produtor 

Fv-Sab 10       2,5 r  0,0 1,0 2,5 
Fortemente produtor 
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De acordo com o Índice Enzimático, 4 fungos filamentosos foram fortemente 

produtores de amilase, sendo 2 isolados de abelhas M. scutellaris, 1 de F. varia e 1 de T. 

angustla. Apenas um fungo foi não produtor, não observando-se halo de degradação do 

amido, e os demais foram classificados como moderadamente produtores de amilase. 

Nenhum fungo foi fracamente produtor da enzima. Assim foi possível observar grande 

potencial para produção de amilases a partir desses fungos isolados de abelhas sem ferrão, 

no qual o nível de produção da enzima em função do IE foi de fortemente produtor para 

50% (4/8) dos fungos analisados, com valores superiores a 2,0. 

Oliveira, Ferreira e da Silva Bentes (2022) analisaram, a partir de uma 

amostragem de 269 isolados fúngicos, o potencial enzimático de amilase a partir do IE, e 

concluíram que, a partir de uma seleção prévia de 10 maiores produtores da enzima, 

apenas dois foram considerados como fortemente produtor, com IE de 3,35 e 2,75, 

aproximadamente. Peraza-Jiménez e colaboradores (2021), descrevem apenas valores de 

até 2,5 para o fungo com maior característica produtora em termos de índice de potência 

de atividade enzimática, após a análise de 150 isolados fúngicos de diferentes origens. 

Resultados esses que, mesmo com um maior número de amostras de diferentes fungos, 

corroboram para os resultados obtidos neste presente trabalho, visto que o maior IE 

encontrado foi de 2,85 dentre oito isolados fúngicos diferentes em relação a mais de 400 

estudados entre Oliveira, Ferreira e da Silva Bentes (2022) e Peraza-Jiménez e 

colaboradores (2021).  

 
Santos e Silva (2020) fizeram a bioprospecção de fungos a partir de quatro 

superfícies, sendo elas amostras de folhas, casca de caule, xilema e raízes. Destas 

amostras, foram adquiridos 60 isolados fúngicos e apenas 23,3% destes apresentaram 

halo de hidrólise de amido, e o maior IE descrito foi de 1,8.  Soares e colaboradores 

(2010) determinaram o IE em situações do crescimento fúngico com e sem 
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refrigeração, e meios com e sem glicose, a fim de analisar as diferenças do fungo 

Aspergillus nidulans. Os resultados obtidos demonstraram que sob refrigeração 

apenas sete dos dezesseis inóculos tiveram crescimento entre um IE de 0,2- 1,32 o 

que, segundo os autores, pode ser devido ao estresse gerado pela baixa temperatura, 

fazendo com que esses fungos produzissem amilase como forma de sobrevivência. 

Dentre as situações sem refrigeração observou-se uma máxima de IE de 1,55 dentre 4 

tipos de linhagens diferentes e as quatro situações de meio, totalizando um total 

de 16 cepas analisadas. É válido ressaltar que o meio que mais teve sucesso na 

produção qualitativa de amilase foi o meio completo (PONTECORVO et al., 1953) a 

2% de amido e sem adição de glicose, validando ainda mais o grande potencial visto 

dentre os fungos estudados neste presente trabalho. 

 

5.3. Avaliação da atividade enzimática pela quantificação de açúcares 
redutores 

 
5.3.1. Fermentação em Estado Sólido (FES) em farelo de arroz 

 
Pela análise qualitativa anterior, o fungo MS30B apresentou maior IE (2,85) e foi 

selecionado para FES e produção do extrato enzimático, utilizando o farelo de arroz como 

substrato indutor da produção de amilases em um tempo de fermentação de 72 horas. O 

cultivo dos fungos em FES apresenta vantagens quando comparada à fermentação 

submersa (líquida), visto que a quantidade de água livre presente no meio sólido é 

reduzida, aproximando-se das condições encontradas no meio ambiente, resultando em 

melhor desenvoltura dos micro-organismos. Além disso, é válido destacar também que a 

disponibilidade diminuta de água livre no meio diminui as chances de contaminação por 

outros micro-oganismos indesejados (CASTRO et al., 2010). 

Neste trabalho, a FES foi conduzida utilizando o farelo de arroz, de fácil obtenção, 
 
baixo custo, elevados teores de amido e ainda apresenta um caráter altamente vantajoso 
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em relação a outros substratos para o crescimento fúngico e produção enzimática de 

amilase quando comparado com outros substratos como farelo de trigo (PURI et al., 

2013).  

 

 
 
 

Figura 4. Fermentação em Estado Sólido para produção do extrato enzimático em duas situações. A) 

hora 0, farelo de arroz estéril inoculado com as células fúngicas; B) Após 72 horas de fermentação. Fonte: 

Autoria própria. 
 

O tempo de fermentação foi previamente verificado em diferentes estudos e, por 

um consenso técnico, a marca de 72 horas foi a que se mostrou mais produtiva em relação 

as amilases. Segundo Gusmão e colaboradores (2014), dois de três isolados fúngicos 

obtiveram maior resultado de atividade amilolítica após três dias de fermentação, com 

resultados de 96,69U/g e 161,7U/g. Outro estudo que demonstrou maior atividade 

enzimática da amilase em 72 horas foi em De Faria et al. (2017), onde foi demonstrado 

um valor de 0,47U/mL, demonstrando o maior valor entre as 144 horas avaliadas. 

 
5.3.2. Obtenção da curva padrão de glicose por método DNS (Ácido 
dinitrosalicílico) 

 
Neste estudo, a curva analítica de açúcar redutor liberado pela degradação da 

glicose administrada em diferentes concentrações, resultante das diluições, foi obtida a 

partir do método de DNS, como é demonstrado na Figura 4. Com a equação da reta e o 

coeficiente angular de correlação da reta (R2) adquiridos foi possível correlacionar a 
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concentração de substrato com a absorbância lida em espectrofotômetro e, assim, analisar 

o grau de associação entre as duas variáveis (MARTINS, 2014).  

A determinação de açúcares redutores possibilita a quantificação da atividade das 

amilases totais presente no extrato bruto, filtrado a partir da fermentação, visto que a 

conformação da molécula dos açúcares redutores garante uma possibilidade de oxidação, 

já que são carboidratos com carbono carbonila livre, ou seja, não inclui em sua estrutura 

uma ligação glicosídica. Caracteriza-se como sendo estes açúcares monossacarídeos 

como glicose, galactose e frutose que, na presença do reagente DNS, em pH alcalino, são 

oxidados em açúcares com a presença do grupo carboxil, como o ácido D-glucônico 

(SANTOS et al., 2017; AHMED, 2013). 

No teste utilizando o DNS como agente oxidante, a mudança de coloração no 

líquido da solução se dá pela reação do carbono carbonílico reduzindo-se a um composto 

nitroamido análogo – ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, fazendo com que a coloração 

amarela inicial passe a cor avermelhada escura do nitroamido. Neste sentido, ao medir 

com um comprimento de onda de 540nm no espectrofotômetro a absorção dos ácidos 3- 

amino-5-nitrosalicílico é possível determinar a quantidade de conversão de açúcar redutor 

na amostra analisada (AHMED, 2013; INFORSATO e PORTO, 2016), que neste trabalho 

se apresenta como glicose. 

Sendo assim, a relevância em quantificar os monômeros de glicose é dada pela 

sua relação direta com a atividade enzimática das amilases fúngicas presente no extrato 

enzimático do fungo MS30B, visto que a relação de caráter universal utilizada para a 

conversão é: 1U (unidade enzimática) é equivalente a quantidade de enzima necessária 

para liberar 1μmol de glicose por minuto (MANERA et al., 2008; EISENTHAL e 

DANSON, 2002). 
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5.3.3. Atividade enzimática do fungo MS30B 
 
 

A quantificação da atividade amilolítica no extrato enzimático bruto é importante 

para avaliar a ação das amilases e a eficiência que a enzima consegue converter o amido 

em moléculas de glicose (PEREIRA, 2014). Quando foi analisada a atividade enzimática 

do extrato enzimático bruto do fungo MS30B nos pontos 0, 3; 6; 9; 12 e 15 minutos 

obteve-se uma distribuição como se a enzima entrasse no estado estacionário de ação em 

entre aproximadamente 3 e 4 minutos (figura 5).  

 

 

 
 

Figura 5. Atividade amilolítica do extrato enzimático bruto produzido por Fermentação em Estado Sólido 

a partir do fungo MS30B (Tempo versus Concentração de Açúcares Redutores).  
 
 

Deste modo, os testes seguintes foram conduzidos a 3,5 minutos de reação para a 

amílase do isolado MS30B, o que se conclui uma velocidade muito rápida de atividade 

quando comparado com outros artigos (ALMEIDA, 2015; LIRA, 2022), visto que para 

uma produção industrial o menor tempo de reação significa maior sucesso de produção e 

menor gasto envolvido (IIDA e BUARQUE, 2021). Assim, utilizando a Equação 1 da 

curva padrão de glicose, obteve-se um valor específico de concentração de glicose, onde 
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considerando que cada 1U da enzima libera 1μmol/min de glicose, a unidade enzimática 

encontrada neste estudo foi de 15,4μmol/mL em 3,5 minutos de reação, ou seja, dividindo 

pelo tempo de duração, obteve-se uma atividade por minuto de 4,4U/mL. 

 
A atividade enzimática apresentada pela literatura é calculada e apresentada de 

maneiras diferentes, o que dificulta a discussão quanto aos valores obtidos. O valor de 

atividade encontrado por De Faria Silva e colaboradores (2017) foi de 0,47U/ml em um 

tempo de fermentação de 72h, no entanto o estudo foi conduzido por uma fermentação 

submersa, estática e sob agitação. É importante destacar que os autores consideraram 

como uma unidade enzimática a capacidade em liberar 0,1μmol de açúcar redutor por 

minuto, o que se fosse considerado em nosso trabalho, a atividade amilolítica apresentada 

seria de 44U/mL. 

Já em outro estudo, demonstrado por Rodrigues (2022), verificou-se uma maior 

atividade pela quantificação de açúcares redutores, também após 72h de fermentação, 

com valor de 10,10U/mL como máximo de atividade utilizando uma equação que 

considera os volumes de extrato bruto utilizado no experimento. Neste sentido, trazendo 

para a realidade deste trabalho, obteríamos uma atividade de aproximadamente 

17,59U/mL, atingindo um valor maior do que a máxima apresentada pelo autor. 

Quando as variáveis foram trabalhadas de maneira semelhante a este estudo, 

como temperatura para atividade enzimática de 60ºC e pH de 4,5, foi encontrada uma 

atividade média de 2,94U/mL (ALMEIDA, 2015). No entanto, há divergências quanto à 

atividade amilolítica em função da temperatura ótima, visto que há influência direta do 

seu produtor, no caso, os fungos filamentosos. Nesta perspectiva, há relatos onde as 

enzimas amilolíticas produzidas por Fusarium sp. demonstraram uma alta atividade 

enzimática numa faixa de temperatura de 40 a 70ºC, com a máxima observada em 50ºC 

(NWAGU, 2011). Já Pereira (2014) verificou que as amilases produzidas pelo fungo 
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estudado tiveram uma perda significativa em sua atividade a partir de 60ºC. Neste estudo, 

não foi possível avaliar variações de condições físicas, o que ficará como perspectivas 

para estudos futuros, visto que a atividade enzimática poderá ser melhorada. 

Por fim, observa-se uma boa atividade apresentada pelo fungo filamentoso MS30B, 

isolado da abelha sem ferrão M. scutellaris, porém são necessários estudos futuros para 

elucidar a otimização de sua ação, a partir de variações de temperatura, pH e tempo de 

reação, permitindo assim, melhor caracterização da enzima. 

 

 

6. CONCLUSÃO 
 

A partir das análises macro e microscópicas foi possível visualizar 8 fungos com 

características semelhantes de crescimento, bem como esporos externos (exósporos) e 

micélio vegetativo septado, o que indicaria gêneros principalmente pertencentes ao filo 

Ascomycota. O screening inicial a partir do nível de atividade amilolítica em função do 

Índice Enzimático demonstrou que a maioria dos fungos são capazes de produzir amilase, 

sendo que 50% deles foram fortemente produtores da enzima, demonstrando grante 

potencial biotecnológico desses micro-organismos. O fungo MS30B demonstrou 

produzir um extrato enzimático com atividade de 4,4U/mL, o que pode ser considerado 

uma boa atividade, no entanto, a caracterização da enzima quanto aos fatores que 

influenciam essa atividade poderá resultar otimização de sua produção e alcançar valores 

de atividade ainda maiores. Este estudo representa o início para produção de uma nova 

amilase, um produto biotecnológico com alto valor e aplicabilidade importante para as 

indústrias brasileiras. 
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