
The Journal of Engineering and Exact Sciences – jCEC, Vol. 09 N. 05 (2023) 
journal homepage: https://periodicos.ufv.br/jcec 

eISSN: 2527-1075 
ISSN: 2446-9416 

1 

Production of β-D-fructofuranosidases by Aspergillus sp. M2.4 and biochemical 

characterization 

Produção de β-D-frutofuranosidases por Aspergillus sp. M2.4 e caracterização 

bioquímica 

Article Info: 

Article history: Received 2023-03-03 / Accepted 2023-06-20 / Available online 2023-06-21 

doi:  10.18540/jcecvl9iss5pp15943-01e 

 

 
Mayanne Tatielle Silva  

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6839-8495  

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brazil 

E-mail: annetatielle@yahoo.com.br 

Paulo Henrique Silva Lopes 

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1461-0208 

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brazil  

E-mail: paulo.lopes@ufvjm.edu.br 

Thiago Machado Pasin 

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3100-1674 

University of Texas at San Antonio, Texas, United States of America 

E-mail: thiago.machadopasin@utsa.edu 

David Lee Nelson 

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7435-3675 

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brazil 

E-mail: dleenelson@gmail.com 

Vivian Machado Benassi 

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6030-0473 

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brazil 

E-mail: vivian.benassi@ict.ufvjm.edu.br 

 

Resumo  

As enzimas microbianas, como as β-D-frutofuranosidases catalisadoras da hidrolise da sacarose, são 

uma alternativa limpa de catalisadores para as indústrias de fabricação de bens consumíveis de 

melhor qualidade, pois apresentam um alto grau de especificidade, permitem a regulação da 

atividade e são sintetizadas em condições simples de cultivo. Neste trabalho foi estudada a produção 

de invertases a partir do fungo filamentoso Aspergillus sp. M2.4, bem como a caracterização 

bioquímica, uma vez que cada processo depende de parâmetros específicos, e cada micro-organismo 

sintetiza invertases com determinadas características.  Para tal, realizou-se o isolamento de fungos 

filamentosos de matéria orgânica em decomposição, os quais não apresentaram como bons 

produtores da invertase. Dessa forma, analisou-se quatro fungos filamentosos do banco de fungos 

do laboratório, selecionando-se o Aspergillus sp. M2.4, tendo como melhores padrões o crescimento 

em meio de cultura submerso Carvalho-Peixoto, durante cinco dias, a 30ºC, de forma estacionária, 

utilizando-se como fonte de carbono o farelo de trigo, e fonte de nitrogênio o extrato de levedura, 

assim como a própria solução de sais do meio CP, os quais proporcionaram um aumento da atividade 

de 35 U totais para 290 U totais, representando um aumento de 8 vezes. Além disso, a invertase 

produzida apresentou ponto ótimo no pH 4.5 e a 65ºC, o qual proporcionou um aumento na atividade 

para mais de 400 U totais, superior cerca de 12 vezes. Vale citar que, a enzima apesentou boa 

estabilidade ao pH, mantendo atividade superior a 69% nos pH de 4.5 a 7.0, durante 120 minutos, 

https://orcid.org/0000-0003-1461-0208
https://orcid.org/0000-0001-7435-3675
https://orcid.org/0000-0002-6030-0473


The Journal of Engineering and Exact Sciences – jCEC 

2 

além de uma excelente termoestabilidade, nas temperaturas de 50ºC a 55°C, com atividade residual 

superior a 80%. Esses resultados sugerem uma possível aplicação industrial da invertase estudada 

em bioprocessos, tendo como foco a redução da cristalização da sacarose na produção do etanol da 

cana-de-açúcar e síntese de frutooligossacarídeos. 

Palavras-chave: Aspergillus. Bioprospecção. Enzimas. Fungos Filamentosos. Invertase. 

 

Abstract  

Microbial enzymes, such as β-D-fructofuranosidases that catalyze the hydrolysis of sucrose, are a 

clean alternative to catalysts for industries that manufacture better quality consumables, as they have 

a high degree of specificity, allow the regulation of activity and are synthesized under simple 

cultivation conditions. In this work, the production of invertases from the filamentous fungus 

Aspergillus sp. M2.4, as well as the biochemical characterization, since each process depends on 

specific parameters, and each microorganism synthesizes invertases with certain characteristics. To 

this end, filamentous fungi were isolated from decomposing organic matter, which were not good 

producers of invertase. Thus, four filamentous fungi from the laboratory's fungal bank were 

analyzed, selecting Aspergillus sp. M2.4, having as the best standards the growth in submerged 

culture medium Carvalho-Peixoto, for five days, at 30ºC, in a stationary way, using wheat bran as a 

carbon source, and yeast extract as a nitrogen source, as well as the CP medium salt solution itself, 

which provided an increase in activity from 35 total U to 290 total U, representing an 8-fold increase. 

In addition, the produced invertase showed an optimal point at pH 4.5 and 65ºC, which provided an 

increase in activity for more than 400 total U, about 12 times higher. It is worth mentioning that the 

enzyme showed good stability at pH, maintaining activity greater than 69% at pH 4.5 to 7.0, for 120 

minutes, in addition to excellent thermostability, at temperatures from 50ºC to 55°C, with activity 

residual greater than 80%. These results suggest a possible industrial application of the invertase 

studied in bioprocesses, focusing on the reduction of sucrose crystallization in the production of 

ethanol from sugarcane and the synthesis of fructooligosaccharides. 

Keywords: Aspergillus. Bioprospecting. Enzymes. Filamentous fungi. Invertase. 

 

1. Introducão 

As enzimas são encontradas em todas as células desempenhando a função de catalisadores de 

reações que compõem as vias anabólicas e catabólicas do metabolismo celular. Em função à 

possibilidade da produção enzimática por meio de processos fermentativos em grande escala com 

eficiência na regularidade exigida, simplicidade nutricional e grande variedade de atividades 

catalíticas, os microrganismos são as principais fontes enzimáticas na aplicação industrial (Da 

Fonseca et al., 2022; Wani et al., 2022). A tecnologia enzimática foi uma alternativa 

ambientalmente correta juntamente com a busca por tecnologias mais eficientes, esta veio para 

substituir gradativamente os processos químicos, gerando produtos como biocombustíveis e 

produtos farmacêuticos (Cioni et al., 2022; Da Fonseca et al., 2022). 

Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos são os mais utilizados na produção de 

enzimas interessantes em processos industriais, como alimento rico em proteínas, na produção de 

frutooligossacarídeos (FOS), na hidrólise de carboidratos, como a sacarose, produção de ácidos 

orgânicos, antibióticos, dentre diversas outras aplicações (Barzee et al., 2021; Madhavan et al., 

2022; Singh et al., 2022). Neste contexto, fungos filamentosos dos mais variados gêneros, como o 

Aspergillus, são constituídos de hifas tubulares, as quais secretam enzimas pelas suas pontas e 

formam o micélio (Lübeck and Lübeck, 2022; Sakekar et al., 2021). O gênero Aspergillus está entre 

os fungos filamentosos de maior importância econômica devido à diversidade de enzimas 

importantes sintetizadas pelos mesmos, usadas em amplos processos industriais, podendo destacar 

a β-D-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26) ou invertase, pelo seu potencial biotecnológico (Danmek et 

al., 2022; Taşar et al., 2022). 

A invertase é uma enzima que torna o açúcar não redutor em açúcar redutor ou invertido, por 

meio da degradação da sacarose, obtendo um xarope de glicose e frutose. A preferência da hidrólise 

enzimática à hidrólise ácida (química) é devido à eficácia em não resultar sabor indesejável, obtendo 
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um produto de maior qualidade por não gerar subprodutos (Danmek et al., 2022; Huang et al., 2022; 

Taşar et al., 2022). Essa enzima pode ser aplicada na indústria sucroalcooleira para minimizar a 

cristalização da sacarose na produção do etanol da cana-de-açúcar e na síntese de FOS por meio da 

sacarose e unidades de frutose (Bhadra et al., 2022; Kwai et al., 2022). 

Dessa forma, esse trabalho objetivou isolar fungos filamentosos a partir de matéria orgânica 

em decomposição e verificar a produção de invertase a partir dos microrganismos isolados e do 

banco de fungos do laboratório de Biologia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e 

Mucuri campus Janaúba, MG, Brasil. Por fim, realizar a padronização do cultivo do fungo para uma 

maior atividade enzimática e caracterizar bioquimicamente o biocatalisador visando futura 

aplicação em indústrias de etanol e produção de frutooligossacarídeos. 

 

2. Material e Métodos 

As análises foram realizadas no Laboratório de Biologia do Instituto de Engenharia, Ciência 

e Tecnologia (IECT), da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM) 

campus Janaúba, Minas Gerais, Brasil. Os microrganismos foram cadastrados no Sistema Nacional 

de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), número 

A64AD93. 

 

2.1 Coleta de material orgânico 

Coletou-se material orgânico para o isolamento dos fungos filamentosos possíveis produtores 

da enzima invertase. A coleta foi realizada na cidade de Serranópolis de Minas, situada na 

latitude 15° 48' 45'' Sul e Longitude 42° 52' 11'' Oeste, e na empresa Usina São Judas Tadeu na 

cidade de Jaíba, ambas cidades no norte de Minas Gerais (Brasil).  

Para a escolha do tipo de material a ser coletado levou-se em consideração, a umidade e a 

temperatura do local e se o material se encontrava em contato com o solo. Portanto, o material 

coletado tratou-se de casca de coco em decomposição (amostra 1), ração de folha de coqueiro 

(amostra 2) e bagaço de cana-de-açúcar (amostra 3), conforme a Figura 1.  

A coleta ocorreu sem que suas propriedades naturais fossem modificadas, para isso, utilizou-

se luvas cirúrgicas estéreis; pinça metálica e um frasco de vidro, com volume aproximado de 50 

mL, previamente autoclavados a 120ºC, 1.0 atm, durante 30 minutos. O material coletado foi 

mantido a 4ºC, até a sua posterior análise (Silva et al., 2022 and Souza et al., 2020). 

 

                             A                                 B                                   C 

 
 

Figura 1 – Material orgânico coletado para isolamento de fungos filamentosos: (A) Amostra 

1, (B) Amostra 2 e (C) Amostra 3. 

 

2.2 Isolamento, Manutenção e Caracterização das Cepas 

Isolamento e caracterização: Preparou-se meios de cultura sólidos compostos por aveia 

Quaker® e ágar conforme Emerson (1941), sendo autoclavados a 120ºC, 1 atm, durante 30 minutos, 

vertidos 20 mL de meio em placas de Petri, anteriormente autoclavadas. Após a solidificação do 

meio, as amostras coletadas foram postas sobre o meio de cultura, com o auxílio de pinças 

autoclavadas, e mantidos em estufa bacteriológica, a 30ºC (amostras 1 e 2) e 50ºC (amostra 3), no 

decorrer de 96 horas, sendo analisada a cada 24 horas o crescimento de fungos filamentosos, com 

base nas características morfológicas macroscópicas, tais como: tamanho, textura, pigmentação, 

superfície, borda, coloração, aspecto e fundo. À medida que os microrganismos se desenvolveram 
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foi realizado o isolamento pontual ao centro de outra placa de Petri contendo o mesmo meio de 

cultivo e mantidos nas mesmas condições (Lopes et al., 2016). 

Manutenção das cepas: Os fungos isolados foram mantidos em meio sólido Emerson (1941), 

inclinados em tubos de ensaio. Os repiques foram realizados periodicamente, sendo mantidos a 

30 °C em estufa bacteriológica durante sete dias e, posteriormente, armazenados em a 4 ºC (Lopes 

et al., 2016). As amostras do fungo também foram mantidas a 4 ºC em sílica gel, segundo 

metodologia de Michelin (2009). 

 

2.3 Influência da temperatura no crescimento micelial em meio de cultivo sólido 

Realizou-se o inóculo dos fungos isolados pontualmente em triplicata na placa de Petri 

contendo meio de cultivo sólido aveia (Emerson, 1941; Lopes et al., 2016), posteriormente, as 

placas foram colocadas em estufa bacteriológica a diferentes temperaturas, que variaram de 30°C a 

45°C, com intervalo de 5°C. A medição do raio micelial dos fungos filamentosos foi realizada após 

48 horas de crescimento dos microrganismos, sendo calculada a taxa de crescimento em 

centímetros/hora. 

 

2.4 Identificação de Gênero pela Técnica de Microcultivo 

Através da técnica de Ridel (Lacaz et al., 1991) foi realizado o microcultivo dos fungos 

isolados para analisar suas características microscópicas e com base no formato do corpo de 

frutificação e dos seus esporos, identificar o possível gênero que o fungo pertence. 

 

2.5 Inóculo, Extração e Determinação da Atividade das Invertases do Extrato Bruto 

Inóculo: Os esporos dos fungos filamentosos isolados e do banco de fungos, mantidos em 

tubos contendo meio de cultura inclinados, foram suspensos com 3 mL de água destilada 

esterilizada, e um volume de 1 mL da suspensão de esporos (123 x 104 esporos mL-1) foi inoculada 

em 25 mL do meio de cultura, contidos em Erlenmeyer de 125 mL.   

Extração do exrato bruto: O extrato bruto foi obtido através de filtração a vácuo com auxílio 

de um funil de Büchner e papel de filtro Unifil® 12.5 cm de diâmetro. Os filtrados contendo as 

enzimas extracelulares foram submetidos à dosagem enzimática para a determinação da atividade 

invertásica (Lopes et al., 2016). 

Determinação da atividade enzimática: A determinação da atividade enzimática foi realizada 

a 60ºC, utilizando-se como substrato a sacarose Vetec® 1% (m/v) em tampão acetato de sódio 100 

mM, pH 5.0, utilizando-se o ácido 3’,5’-dinitrosalicílico (DNS) como reagente colorimétrico 

(Miller, 1959), sendo as leituras realizadas à 540 nm em espectrofotômetro Fento®. O método foi 

previamente padronizado por uma curva padrão de glicose (0.1 a 1.0 mg mL-1), sendo a unidade de 

atividade (U mL-1) definida como a quantidade de enzima que hidrolisou um µmol de substrato por 

minuto por mL, nas condições de ensaio. A atividade total (U total) = µmol mL-1 x volume do 

filtrado.    

 

2.6 Triagem de Fungos Produtores de Invertases 

Juntamente com as espécies isoladas, testou-se quatro espécies do banco de fungos do 

laboratório identificados como M1.8, M2.4, M2.5 e L1, isolados em trabalhos anteriores (Silva et 

al., 2022 and Souza et al., 2020) com o intuito de escolher o melhor produtor de invertases.  

Dessa forma, preparou-se 25 mL de meio de cultura submerso Carvalho-Peixoto (CP) 

(Peixoto et al., 2003) com farelo de trigo como fonte de carbono, contidos em Erlenmeyer de 125 

mL, sendo autoclavados a 120ºC, 1.0 atm, durante 30 minutos. Após o inóculo de 1 mL da suspensão 

de esporos dos microrganismos, os meios foram mantidos em estufa bacteriológica, de forma 

estacionária, a 30ºC, durante cinco dias. Decorrido o tempo de incubação, as culturas foram filtradas 

e a atividade enzimática determinada (Lopes et al., 2016). 
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2.7 Otimização da Produção de Invertases 

Avaliou-se as condições mais propícias para o cultivo e produção otimizada de invertass pelo 

Aspergillus sp. M2.4.  

Influência do meio de cultura: Diferentes meios de cultura foram analisados para o 

crescimento fúngico e produção de invertase contendo farelo de trigo como fonte de carbono, sendo: 

(1) Czapeck modificado, sem adição de NaNO3 (Wisemam, 1975); (2) SR modificado, sem adição 

de NH4H2PO4 (Rizzatti et al., 2001); (3) CP (Peixoto et al., 2003); e (4) Meio Khanna modificado, 

sem adição de NH4NO3, KCl, ZnSO4, MnSO4, FeCl3 e com adição de ZnCl2 e ZnCl3 (Khanna et al., 

1995). Após o inóculo, os meios foram mantidos em estufa bacteriológica, de forma estacionária, a 

30ºC, durante quatro dias. Decorrido o tempo de incubação, as culturas foram filtradas e a atividade 

enzimática determinada.   

Efeito do tempo de cultivo: Para determinar a quantidade de dias necessários para a máxima 

produção enzimática pelo microrganismo em estudo, prepararam-se 25 mL do meio submerso CP 

(Peixoto et al., 2003) contendo farelo de trigo como fonte de carbono, inocularam-se os esporos do 

Aspergillus sp. M2.4, sendo mantidos em estufa bacteriológica, de forma estática, a 30ºC, durante 

dez dias, sendo a análise da atividade enzimática do extrato extracelular realizada a cada 24 horas 

(Lopes et al., 2016). 

Efeito da fonte de carbono: Foram analisadas quinze diferentes fontes de carbono na 

concentração de 1% (m/v) no meio submerso CP (Peixoto et al., 2003), sendo: farelo de trigo (Fito 

Alimentos®), amido de milho (Maizena®), sacarose (Vetec®), glicose (Isofar®), palha de cana-de-

açúcar (coletada na SADA), farinha de linhaça (Pachá®), farelo de aveia (Fito Alimentos®), farinha 

de linhaça marrom (Fito Alimentos®), farinha de trigo integral (Fito Alimentos®), farinha de chia 

(Fito Alimentos®), aveia®, galactose (Vetec®), frutose (Isofar®), lactose® e maltose (Isofar®).   

Efeito da fonte de nitrogênio: Analisaram-se três diferentes fontes de nitrogênio na 

composição do meio submerso CP (Peixoto et al., 2003), contendo farelo de trigo como fonte de 

carbono: (1) 0.48% (m/v) de extrato de levedura, (2) 0.48% (m/v) de peptona e (3) 0.24% (m/v) de 

extrato de levedura acrescido de 0.24% (m/v) de peptona.   

Efeito da solução de sais no meio: A influência do efeito de diferentes soluções de sais do 

meio de cultura submerso CP foi realizada utilizando-se as soluções de sais: (1) do próprio meio CP 

(Peixoto et al., 2003); (2) apenas 0.05 g de sais Wesson; (3) sais CP acrescido de 0.05 g de sais 

Wesson e (4) meio sem solução de sais. 

 

2.8 Caracterização Bioquímica das Invertases Brutas e Solúveis 

Temperatura e pH ótimo da enzima: A atividade enzimática em função da temperatura e pH 

foi analisada de 40ºC a 70ºC, com intervalos de 5ºC, com o substrato sacarose 1% (m/v) em tampão 

acetato de sódio 100 mM, nos pHs 4.5; 5.0 e 5.5; e sacarose 1% (m/v) em tampão fosfato de sódio 

100 mM nos pHs 6.0; 6.5 e 7.0 (Silva et al., 2022 and Souza et al., 2020). 

Estabilidade ao pH: Com o intuito de avaliar a estabilidade da enzima a diferentes pHs 

adicionaram-se soluções tampão com diferentes pHs, sendo tampão acetato de sódio 100 mM nos 

pHs 4.5; 5.0 e 5.5 e tampão fosfato de sódio 100 mM nos pHs 6.0; 6.5 e 7.0. Manteve a mistura 

enzima-tampão no gelo por diferentes tempos de 30 minutos 120 minutos. Decorrido o tempo de 

incubação, determinou-se a atividade invertásica com o substrato sacarose 1% (m/v) em tampão 

acetato de sódio 200 mM pH 4.5, na temperatura de 65ºC (Silva et al., 2022 and Souza et al., 2020). 

Estabilidade à temperatura: A estabilidade à temperatura foi avaliada através da incubação da 

enzima durante o tempo de 30, 60, 90 e 120 minutos, na ausência de substrato, nas temperaturas de 

50ºC a 70ºC, com intervalo de 5ºC. Posteriormente, fez-se a dosagem a 65ºC, utilizando-se o 

substrato sacarose 1% (m/v) em tampão acetato de sódio 100 mM pH 4.5 (Silva et al., 2022 and 

Souza et al., 2020). 
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2.9 Reprodutibilidade e Análise Estatística 

Todos os experimentos foram realizados de forma independente e em triplicata, os resultados 

apresentados são a média dos valores obtidos (Lopes et al., 2016). Os resultados estão 

acompanhados do desvio padrão quando nas tabelas e o erro quando nos gráficos. Os gráficos e 

cálculos foram realizados com o auxílio do software licenciado Origin 8.0 e de planilhas eletrônicas, 

respectivamente. A análise estatística foi avaliada com o auxílio do software de acesso livre Sisvar 

5.8, em que o teste de médias utilizado foi o Tukey, com α = 0,05. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Isolamento, caracteríticas macroscópicas e taxa de crescimento dos isolados  

Isolamento: Isolou-se, dos distintos materiais coletados, três fungos filamentosos 

identificados como M1, M3 e M6. O microrganismo M1 foi isolado da ração de folha de coqueiro, 

enquanto os fungos M3 e M6 da casca de coco em decomposição. Dessa forma, verificou-se 

que a amostra que obteve maior quantidade de fungos filamentosos foi a da casca de coco em 

decomposição, uma das possíveis explicações está associada ao fato das características do material 

e do local onde o mesmo foi coletado, uma vez que se sabe que matéria orgânica em decomposição 

e locais úmidos são um dos principais habitats dos microrganismos (Al Haboubi and Matloob, 

2022). Enquanto que o bagaço de cana-de-açúcar não apresentou nenhum isolado na temperatura de 

crescimento avaliada. Isto ocorre, pois algumas espécies de fungos necessitam de temperaturas mais 

baixas ou mais altas para se desenvolverem, ou seja, cada micro-organismo possui uma temperatura 

adequada em que começa o seu desenvolvimento, o que pode estar relacionado ao caso observado 

(Jiang et al., 2022).    

Caracterização macroscópica: Após o repique pontual ao centro da placa de Petri contendo 

meio aveia foi possível identificar que o fungo M1 possuiu textura algodonosa, o meio de cultivo 

não apresentou pigmentação, sendo a cepa com bordas irregulares, além de possuir coloração de 

esporos branco acinzentada com esporos pretos e fundo liso.  Enquanto que o fungo M3 possui 

textura algodonosa, o meio de cultivo apresentou no centro uma pigmentação levemente alaranjada 

e os arredores um amarelo escuro, tendo bordas irregulares, e coloração de esporos branco/verde, e 

fundo liso. Por sua vez, o fungo M6 possuiu textura algodonosa, o meio de cultivo não apresentou 

pigmentação, bordas irregulares, possuiu coloração de esporos branco acinzentada com esporos 

cinza escuro e fundo liso. As Figura 2A e Figura 2C, apresentam os fungos no estágio inicial, em 

que ainda não havia observado o surgimento dos esporos (pontos mais escuros na superfície do 

micélio). No entanto, a Figura 2B, apresenta pontos de cor verde, indicando o surgimento dos 

esporos, conforme a Tabela 1. 

A                                         B                                        C 

 
 

Figura 2 – Fungos isolados da casca e palha de coco: (A) M1, (B) M3 e (C) M6. 
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Tabela 1 – Análise das características morfológicas macroscópicas dos fungos isolados. 

Características M1 M2 M6 

Textura Algodonosa Algodonosa Algodonosa 

Pigmentação Ausente  Presente  Ausente  

Bordas Irregular  Regular  Irregular  

Esporos Branco acinzentado  Branco e verde Branco acinzentado  

Fundo Liso  Liso  Liso 

 

Os fungos apresentam diferentes características morfológicas macroscópicas a depender da 

espécie estudada, como se observa na literatura para fungos pertencentes aos gêneros Aspergillus, 

Rhizopus, Penicillium, Cladosporium, dentre outros (Ouili et al., 2022). Com isto, uma das 

características mais marcantes é a presença do micélio, composto por hifas septadas ou cenocíticas, 

as quais conferem sustentação, captura de nutrientes e reprodução. Uma das formas de reprodução 

é o surgimento dos esporos, os quais podem ter diferentes colorações. Além disso, as colônias 

podem produzir pigmentos no meio, bem como apresentar diferentes texturas, como algodonosa e 

aveludada (Elfita et al., 2022; Sari et al., 2022).   
Taxa de crescimento: Observando a Tabela 2, percebe-se que a temperatura apresentou 

significativa influência sobre a taxa de crescimento dos fungos isolados, e conforme o teste 

estatístico de comparação de médias, o fungo M1 possui melhor temperatura de crescimento a 30ºC 

(0.095 cm h-1), conforme o índice a. Enquanto, para os fungos M3 e M6 foi a 35ºC, conforme o 

índice a, com taxa de crescimento de 0.058 cm h-1 e 0.085 cm h-1, respectivamente.   

 

Tabela 2 – Taxa de crescimento dos fungos filamentosos isolados a diferentes temperaturas. 

Fungos Taxa de crescimento / cm h-1 

30ºC 35ºC 40ºC 45ºC 

M1 0.095 ± 2E-4a
 0.091 ± 2E-4b

 0.081 ± 2E-4c
 0.00d

 

M3 0.035 ± 1E-4b
 0.058 ± 3E-4a

 0.00c
 0.00c

 

M6 0.031 ± 2E-4b
 0.085 ± 3E-4a

 0.030 ± 2E-4c
 0.00d

 

Nota: Em (0.00) significa ausência de taxa de crescimento. As médias foram avaliadas com o teste Tukey, com α de 0.05. O teste 

de médias foi avaliado separadamente para cada fungo isolado. 

 

Os fungos sofrem significativa influência da temperatura, pois ela afeta a germinação dos 

esporos presentes no substrato, bem como a reprodução destes. Com isto, cada espécie possui um 

comportamento intrínseco em determinadas faixas de temperaturas, como observado neste trabalho, 

onde há uma temperatura ótima em que eles possuem taxa de crescimento máxima. Sendo assim, 

há espécies que possuem seu crescimento inibido em altas temperaturas, e há espécies que 

necessitam de temperaturas mais elevadas para se desenvolverem.  O crescimento do Aspergillus 

flavus foi avaliado a 20 e a 37ºC, e foi observado que em temperaturas mais elevadas a taxa de 

crescimento foi mais significativa (0.047 cm h-1). Por outro lado, os fungos do solo pertencentes aos 

filotipos Endogonomycetes e Taphrinomycetes são conhecidos por serem sensíveis a alterações 

abruptas de temperatura (Feng et al., 2022; Jiang et al., 2022; Natarajan et al., 2022). 

 

3.2 Triagem da Produção de Invertases em Meio de Cultivo Submerso 

Os fungos isolados, bem como do banco de fungos foram utilizados para a triagem de 

produção de invertases. Dessa forma, estatisticamente a cepa M2.4 (425.182 U totais) apresentou a 

atividade estatisticamente mais significativa dentre os fungos avaliados. Por outro lado, constatou-

se que o M1, M3 e M6 apresentaram atividade de 0.100 U totais, 0.109 U totais e 0.127 U totais, 

respectivamente, relativamente baixas e menos significativas, conforme a Tabela 3. 
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Tabela 3 – Análise da produção de invertase pelos fungos selecionados no cepário do 

laboratório. 

Fungos Atividade / U totais 

M1 0.100 ± 0.011g 

M3 0.109 ± 0.041f 

M6 0.127 ± 0.152e 

M1.8 1.554 ± 0.067d 

M2.4 35.182 ± 0.890a 

M2.5 12.993 ± 1.436b 

L1 2.866 ± 0.188c 

 

As invertases podem ser produzidas por uma gama de fungos, os quais utilizam resíduos 

agroindustriais, como cascas, para a produção do catalisador (Rasbold et al., 2022). Na literatura foi 

relatado que nas condições otimizadas, os fungos Cunninghamella echinulata PA3S12MM, 

Aspergillus niger (45.87 U mL-1), A. brasiliensis ATCC 9642 (5.84 U mL-1), A. carbonarius PC-4 

(9.4 U mL-1) e outras espécies do gênero são industrialmente interessantes para produzir invertases 

com alto potencial catalítico (Batista et al., 2021; Guerrero-urrutia et al., 2021; Rasbold et al., 2022; 

Taşar and Taşar, 2022). Por sua vez, o M2.4 não cultivado nas suas melhores condições, apresentou 

atividade de invertase igual a 21.259 U mL-1, revelando considerável significância da cepa para a 

produção das enzimas. Determinadas espécies de fungos são especializadas em produzir invertases 

com elevado potencial de aplicação industrial, para a conversão da sacarose em açúcar invertido e 

frutooligossacarídeos (FOS) (Batista et al., 2021).  O A. niger A42 (ATCC 204447) foi avaliado 

quanto a produção de invertases, e verificou-se que no quinto dia de fermentação, a atividade 

invertásica foi superior 100 U mL-1, indicando que o gênero é potencialmente um bom produtor da 

enzima (Gürler et al., 2021). 

 

3.3 Otimização da Produção de Invertases 

Meio de cultivo: Conforme descrito anteriormente, o fungo M2.4 é potencialmente do gênero 

Aspergillus (Souza et al., 2020), como observado na Figura 3A. Sendo assim, o cultivo dessa cepa 

nos quatro diferentes meios de cultura, revelou produção ótima de invertase no meio CP (420.610 

U totais), estatisticamente mais significativo conforme o índice a expresso na Figura 3B.   

                                 A                                                                              B 

  

Figura 3 – Resultados para a cepa M2.4: (A) Microscopia da cepa Apergillus sp. M2.4 com 

aumento de 100x, (B) Análise do melhor meio de cultivo submerso para produção da 

invertase pelo Aspergillus sp. M2.4. 
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A composição do meio de cultivo é um fator altamente significativo para a expressão da 

atividade de invertases, como foi evidenciado no estudo com o A. niger OZ-3 (Taşar and Taşar, 

2022). Foi relatado que a produção de invertases por Saccharomyces cerevisiae é melhorada em 

presença de extrato de levedura (1.15 U mL-1), peptona e caseína, todas fontes orgânicas de 

nitrogênio. Por outro lado, em presença de fontes inorgânicas de nitrogênio (nitrato de potássio e 

nitrato de sódio) a atividade invertásica foi mínima (0.39 U mL-1) e menos significativa (Mahendran 

et al., 2022) O A. carbonarius (IOC 4612) foi utilizado para produzir invertases, e nas condições 

ótimas a atividade alcançada foi superior a 39 U mL-1 (Barros et al., 2022). Além disso, o tipo de 

sal e sua concentração influencia na produção de invertases, como observado com o cultivo nas 

condições ótimas do S. cerevisiae, com atividades maiores em presença de 0.5% de sulfato e sódio 

(0.89 U mL-1), cloreto de magnésio e sulfato ferroso. Por outro lado, em presença de sulfato de 

zinco, sulfato de magnésio e fosfato de potássio, a atividade foi mínima (< 0.5 U mL-1) (Laroute et 

al., 2021; Mahendran et al., 2022). Isto não foi observado no presente trabalho, pois em presença 

das baixas concentrações dos sais sulfato de magnésio e fosfato de potássio (sais CP), obteve-se em 

média uma atividade invertásica de 21.030 U mL-1. 

Tempo de cultivo: Estatisticamente, o Aspergillus sp. M2.4 no quinto dia de cultivo produziu 

a maior e mais significativa atividade invertásica (548.785 U totais), cerca de 22% superior ao 

quarto dia, e, aproximadamente, 11% maior que o sexto dia. Além disso, a partir do sexto dia de 

cultivo observou decréscimo na atividade enzimática, conforme Figura 4.   

 

 
Figura 4 – Análise do tempo de crescimento do Aspergillus sp.M2.4 para uma maior 

produção enzimática. 

 

O perfil de crescimento dos micro-organismos, inicia-se com a ambientação da cepa ao meio 

de cultivo (fase lag), seguida pela fase log, que é o crescimento exponencial, acompanhado do 

consumo dos nutrientes disponíveis e liberação de metabólitos primários, como as enzimas. Por fim, 

há as etapas de decréscimo, que representa a morte da cepa e a produção de metabólitos secundários, 

o que reprime a as enzimas extracelulares (Jeennor et al., 2022; Rodrigues et al., 2022). Foi relatado 

que no terceiro dia de cultivo de S. cerevisiae, nas condições ótimas, produziu-se invertases com 

atividade de 1.73 U mL-1, enquanto no quinto dia houve um dos menores valores expressos (1.2 U 

mL-1) (Mahendran et al., 2022). Outros autores determinaram que o cultivo de A. niger A42 (ATCC 

204447) revelou atividade de quase 1000 U mL-1 em 14 dias de cultivo, observando uma fase inicial 
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com baixa atividade, seguida por uma fase de aumento exponencial e decréscimo (Germec and 

Turhan, 2020). 

Influência da fonte de carbono: Estatisticamente, o farelo de trigo dentre as quinze fontes de 

carbono testadas, foi a mais significativa para produção de invertases, apresentando atividade de 

495.958 U totais. Além disso, a aveia e a sacarose proporcionaram maiores valores de atividade. 

Por outro lado, a lactose proporcionou a menor atividade expressada (34.462 U totais), conforme a 

Figura 5. 
 

 
 

Figura 5 – Efeito indutor da fonte de carbono na produção de invertase pelo Aspergillus sp. 

M2.4 em cinco dias de cultivo em meio de cultura submerso. 
Note: Fontes de carbono 1,5%: 1- Farelo de trigo; 2- Aveia; 3- Sacarose; 4- Amido de milho; 5- Farelo de aveia; 6- Farinha de 

linhaça; 7- Farinha de trigo integral; 8- Farinha de chia; 9- Farinha de linhaça marrom;10- Maltose; 11- Glicose; 12- Frutose; 13- 

Galactose; 14- Palha de cana-de-açúcar; 15- Lactose. 

 

Estudos com o A. carbonarius PC-4 demonstraram que o farelo de trigo proporcionou a 

induziu a produção de invertases em presença de farelo de trigo (< 1.0 U mL-1) e açúcares simples 

(< 3.0 U mL-1), como glicose, frutose, sacarose, maltose e lactose (Nascimento et al., 2019). Foi 

relatado que em presença de sacarose, o A. brasiliensis ATCC 9642 produziu invertases com 

atividade máxima de 41.69 U mL-1 (Guerrero-Urrutia et al., 2021). O farelo de trigo, assim como 

outras fontes de carbono complexas e à base de celulose, hemicelulose e lignina, são excelentes 

alternativas para a produção de enzimas, pois a hidrólise desses polímeros libera açúcares como a 

manose, xilose, arabinose e outros. Os farelos e cascas são compostos por substâncias complexas, 

ricas em proteína e outros, com elevado potencial para produção de enzimas hidrolíticas (Arya et 

al., 2022; Tuysuz et al., 2020).   

Influência da fonte de nitrogênio: Dentre as fontes de nitrogênio analisadas para a produção 

invertásica, o meio contendo apenas extrato de levedura foi estatisticamente mais significativo, 

apresentando uma atividade enzimática de 493.797 U totais, de acordo a Figura 6.  
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Figura 6 – Efeito da fonte de nitrogênio na produção de invertase por Aspergillus sp. M2.4 

em meio de cultura submerso tendo farelo de trigo como fonte de carbono. 

 

Estudos prévios com A. niger OZ-3 demonstram que a produção de invertase é menos 

evidenciada em presença do extrato de levedura (entre 21.0 e 34.0 U mL-1), por outro lado é 

promovida em presença de peptona (entre 23.0 e 44.0 U mL-1) (Taşar and Taşar, 2022). O estudo 

com o A. carbonarius PC-4 evidenciou que o extrato de levedura é capaz otimizar a produção de 

invertases, as quais apresentaram atividade de 9.7 U mL-1 (Batista et al., 2021). Além disso, foi 

constatado que a concentração da fonte de nitrogênio também é um fator decisório, pois as invertases 

produzidas pelo A. niger IBGE 01 em presença de maiores concentrações do extrato de levedura foi 

superior (4.58 U mL-1) às concentrações inferiores do composto (3.81 U mL-1) (Ahmed et al., 2021). 

Com isto, nota-se que a composição proteica e os nutrientes do extrato de levedura são essenciais 

para a otimização da produção de invertases, com atividade superior a 18.0 U mL-1. 

Efeito de sais no meio: Dentre as variações de sais do meio de cultura submerso, notou-se que 

os sais do próprio meio CP (Peixoto et al., 2003) foi o que mais induziu a atividade invertásica, 

290.473 U totais, seguido dos sais Wesson, 282.491 U totais, de acordo a Figura 7. 

 

 
Figura 7 – Efeito das soluções de sais do meio de cultura submerso CP para a produção 

enzimática pelo Aspergillus sp. M2.4. 
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Estudos prévios têm demonstrado que o uso de 1% de sulfato de magnésio e 0.75% de fosfato 

de potássio, demonstraram induzir a produção de invertases por Penicillium sp., com atividade 

superior a 10 U mL-1 (Nehad and Atalla, 2020). A S. cerevisiae foi utilizada para produzir invertases, 

e foi constatado que o fosfato de potássio e o sulfato de magnésio são bons indutores de síntese de 

invertase, com atividade superior a 0.4 U mL-1 (Mahendran et al., 2022). Esses sais, componentes 

do meio CP, foram utilizados para induzir a produção de outras enzimas pelo Aspergillus sp. M 

1.7.2, os quais se mostraram mais eficientes. O contrário foi observado em presença dos sais 

Wesson, revelando que a complexidade e alta concentração de sais no meio não é viável para a 

geração de enzimas como amilases (> 4000 U totais) pelo gênero Aspergillus (Souza et al., 2020). 

Diferentes espécies de Aspergillus apresentaram boa produção de enzimas hidrolíticas de sacarose 

quando foram incubadas em presença de sais fosfato e sulfato. A atividade das enzimas 

extracelulares para o A. awamori IOC 4142 foi de 14.45 U mL-1; A. carbonarius IOC 4612 de 15.55 

U mL-1; A. flavus IOC 4051 de 9.54 U mL-1; A. niger IOC 4591 de 63.95 U mL-1; e A. oryzae IOC 

3999 de 9.45 U mL-1, demonstrando alto potencial de produção desses catalisadores pelo gênero, 

quando incubados em meios de cultivo contendo sais CP (Barros et al., 2020). 

 

3.4 Caracterização Bioquímica das Invertases Brutas e Solúveis 

Determinação do pH e temperatura ótimos: Avaliando a estatística das médias gerais para os 

diferentes pH, percebeu-se que no pH 4.5 obteve-se as maiores atividade médias (à cima de 300 U 

totais). Com isto, observando os resultados para o pH 4.5, nota-se que a temperatura de 65ºC foi 

estatisticamente mais significativa, alcançando uma atividade invertásica de quase 450 U totais. Os 

outros pH foram expressivos (entre 4.5 e 5.5), mas não proporcionaram a melhor atividade 

invertásica, conforme a Figura 8.   

 

 
Figura 8 – Efeito da temperatura e do pH na atividade da invertase. 

Nota: A análise estatística foi realizada com base no teste de médias Tukey (α = 0.05). A primeira etapa foi realizar o desdobramento 

no pH, com isto avaliou-se qual o pH médio foi estatisticamente mais significativo (pH: 4.5a – 303.502 U totais; 5.0b – 254.948 U 

totais; 5.5c – 231.061 U totais; 6.0d – 172.359 U totais; 6.5e – 63.698 U totais; 7.0f – 63.698 U totais). O índice a representa a média 

mais significativa. 
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As enzimas são compostas por aminoácidos em seus sítios ativos e interações eletrostáticas, 

as quais necessitam de um pH e temperatura máxima adequados para evitar a desnaturação e perda 

da atividade. Isto pois, concentrações de H+ podem afetar a forma como ocorre as interações com o 

substrato e os aminoácidos presentes na estrutura proteica (Paul et al., 2021). Estudos com o A. 

niger LP5 mostram que a invertase possui ponto ótimo de atividade no pH 6.0 e a 60ºC (1.13 U mL-

1). Além disso, o perfil da invertase nos diferentes pH mostrou que a atividade é crescente até pH 

6.0 e decrescente a partir do pH 6.5. Em relação a temperatura, a atividade é crescente até os 60ºC 

e decrescente a partir dos 65ºC (Danmek et al., 2022). O Aspergillus sp. CSA 35 apresenta ponto 

ótimo no pH 6.0 e a 50ºC, com atividade máxima entre 18.0 e 8 U mL-1 (Aghogho et al., 2020). 

Com isto, pode-se afirmar que no ponto ótimo as invertases produzidas por fungos filamentosos do 

gênero Aspergillus são altamente eficientes na hidrólise da sacarose (Martínez-Ruiz et al., 2022). 

Os trabalhos citados, bem como os resultados do presente trabalho mostram que o ponto ótimo varia 

de espécie e cepa, no entanto, assim como os micro-organismos mencionados, as invertases do 

Aspergillus sp. M2.4 possuem grande potencial hidrolítico (> 22.22 U mL-1). 

Estabilidade ao pH e à temperatura: A enzima em estudo apresentou-se estável em todos os 

pH testados, de 4.5 a 7.0, até os 120 minutos, com atividade enzimática acima de 50%. Contudo, a 

enzima apresentou atividade relativa de 97 a 120% na faixa de pH de 5.5 a 7.0, por 30 minutos. Em 

tempos superiores, a enzima manteve sua atividade na faixa e 54 a 79%, como observado na Figura 

9A. A análise da termoestabilidade da enzima mostrou que a enzima manteve até 62% da sua 

atividade, quando incubada a 50 e 55ºC; além disso, foi capaz de manter sua conformação por 30 

minutos a 60ºC. Contrariamente, a 65 e 70ºC, a invertase perdeu mais de 80% da sua atividade, o 

que denota a importância de se analisar o comportamento termoestável do biocatalisador, como 

mostrado na Figura 9B. 

 

A                                                                                 B   

 

 

Figura 9 – Estabilidade: (A) diferentes pH e (B) diferentes temperaturas. 
Nota: A estabilidade foi avaliada quanto a capacidade da enzima manter até 50% da sua atividade nos tempos pré-estabelecidos. A 

atividade relativa foi calculada com base no ponto zero (±400 U totais). O erro dos pontos experimentais foi menor que o ícone 

referente a cada curva. 

 

Enzimas hidrolíticas de sacarose produzidas pelo A. oryzae S719 foram caraterizadas 

bioquimicamente, e constatou-se que a enzima tinha maiores atividades pH 6.0, mas manteve-se 

estável em todas as faixas de pH avaliadas, reduzindo apenas 10% da atividade máxima. Com isto, 

foi constatado que as enzimas podem possuir diferentes estados de dissociação, ou seja, em cada pH 

ela apresenta um comportamento diferente. No entanto, apenas o pH 6.0 a enzima se apresentou 
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num estado de dissociação que se mostrou eficiente para a ligação com o substrato e para a 

conformação catalítica da enzima (Han et al., 2020). 

O A. oryzae S719 produziu enzimas com máxima hidrolise da sacarose a 55ºC, mantendo sua 

estabilidade à cima de 50% em 24 horas de incubação nas temperaturas abaixo dos 50ºC. No entanto, 

a partir desse ponto as enzimas se manterão estáveis por menos de 12 horas, revelando que parte da 

estrutura proteica foi desnaturada, uma vez que as interações entre as cadeias poliméricas dependem 

da temperatura (Deng et al., 2020; Han et al., 2020). 

A temperatura e pH ótimos de ensaio das beta-frutofuranosidades solúveis produzidas pelo A. 

niger LBA 02 foram na faixa de 50 a 65ºC e pH de 3.5 a 4.0. Essa faixa ótima diz respeito a 

flexibilidade que a enzima livre possui, sendo necessário formas de estabilizar a enzima, 

protegendo-a da desnaturação (Da Cunha et al., 2022; Deng et al., 2020). Além disso, em se tratando 

da estabilidade bioquímica das enzimas produzidas, elas manterão até 50% da atividade por 4 horas 

a 50ºC, até 50% da atividade por 3 horas a 60ºC, e perdeu quase 100% da atividade a 70ºC. Em 

relação a estabilidade ao pH, elas manterão até 50% da atividade em duas horas de incubação da 

faixa de 4 a 5.0 (Da Cunha et al., 2022). 

Outras espécies de micro-organismos, como Yarrowia lipolytica A-101-B56-5, também 

produzem invertases termoestáveis e estáveis em diferentes pH. As invertases dessa cepa 

apresentam estabilidade (manteve mais de 50% da atividade) até os 60ºC e na faixa de pH de 3.0 a 

6.5, por até 3 horas de incubação (Szymański et al., 2022). Com isto, percebe-se que a estabilidade 

das invertases varia de espécie para espécie, e que a temperatura e pH interferem consideravelmente 

na hidrólise, interação com o substrato e conformação da enzima. 

 

4. Conclusões  

Através deste trabalho foi possível determinar que os melhores parâmetros para a invertase 

extracelular do Aspergillus sp. M2.4 foi o meio submerso CP, com cinco dias de cultivo, a 30°C, 

tendo como fonte de carbono o farelo de trigo, fonte de nitrogênio o extrato de levedura e solução 

de sais do próprio meio, os quais proporcionaram um aumento de mais de 8 vezes na atividade. 

Além disso, a invertase produzida apresentou ponto ótimo no pH 4.5 e a 65ºC, o qual proporcionou 

um aumento de 12 vezes à atividade inicial determinada. Em complemento, apesentou boa 

estabilidade ao pH, mantendo atividade superior a 69% nos pHs de 4.5 a 7.0, durante 120 minutos, 

além de uma excelente termoestabilidade, nas temperaturas de 50ºC a 55°C, com atividade residual 

superior a 80%. 
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