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RESUMO 

As invertases ou β-D-frutofuranosidases (EC 3.2.1.26) são responsáveis pela 

produção da mistura equimolar de glicose e frutose, conhecida como açúcar invertido, 

através da hidrólise da ligação β 2-1 da molécula de sacarose. Essa mistura apresenta 

sabor mais doce que a sacarose e é destinada à diversos fins na indústria alimentícia 

(doces, xaropes, leite condensado e bebidas). É importante destacar que o produto 

obtido por hidrólise enzimática é bastante superior ao obtido por hidrólise ácida. A 

hidrólise catalisada pela enzima β-D-frutofuranosidase produz um xarope de alta 

qualidade com ausência de hidroximetilfurfural e sem desenvolvimento de cor. Diante 

do interesse industrial e biotecnológico, e das diversas aplicações dessa enzima, o 

objetivo deste trabalho foi investigar a produção de β-D-frutofuranosidase extracelular 

pelo fungo filamentoso Aspergillus niveus através de Fermentação em Estado Sólido 

(FES) purificando-a e caracterizando-a bioquimicamente. Entre os substratos testados 

em FES, a maior produção β-D-frutofuranosidásica foi obtida em casca de mandioca, 

com granulometria de 10 mesh, umidificada na proporção de 1:1 com água de torneira, 

a uma temperatura de 30ºC com umidade relativa de 30%, por um período de 9 dias 

de incubação. A β-D-frutofuranosidase extracelular obtida em FES foi purificada 6,53 

vezes com recuperação de 5,27%, obtendo-se em SDS-PAGE 8% uma única banda 

protéica (37 kDa), e massa molecular nativa de 91,2 kDa estimada por Sepharose CL-

6B. A temperatura e pH ótimos de atividade foram 55ºC e 4,5, respectivamente. A 

enzima apresentou boa estabilidade em 50ºC e 60ºC por uma hora, e em ampla faixa 

de pH com atividade residual de 80% em pH 8,0 por uma hora. A atividade β-D-

frutofuranosidásica foi ativada principalmente na presença de Mn2+. A enzima foi 

resistente a maioria dos sais e solventes testados. Os valores de Km e Vmax utilizando 

a sacarose como substrato foram 22,98 mM e 120,48 U/mg de proteína, 

respectivamente. Na presença de Mn2+ os valores foram 16,31 mM e 0,30 U/mg de 

proteína, respectivamente. A enzima não foi capaz de hidrolisar a inulina, 

caracterizando uma β-D-frutofuranosidase verdadeira, e apenas glicose e frutose 

foram observadas como produtos de hidrólise da sacarose em alta concentração; não 

foi observada a produção de frutooligossacarídeos (FOS).  

Palavras – chave: β-D-frutofuranosidases; Aspergillus niveus; Fermentação em 

Estado Sólido. 



 
 

ABSTRACT 

The invertases or β-D-fructofuranosidases (EC 3.2.1.26) are responsible for the 

production of an equimolar mixture of glucose and fructose, known as invert sugar, by 

hydrolysis of β 2-1 bond of the sucrose molecule. This mixture is sweeter than sucrose 

and is intended for various purposes in the food industry (sweets, syrup, condensed 

milk and drinks). It is important to note that the product obtained by enzymatic 

hydrolysis is much higher than that obtained by acid hydrolysis. The hydrolysis 

catalyzed by β-D-fructofuranosidase enzyme produces a high-quality syrup without 

hydroxymethylfurfural and color development. Before the industrial and 

biotechnological interest, and the various applications of this enzyme, the aim of this 

study was to investigate the production of the extracellular β-D-fructofuranosidase by 

filamentous fungus Aspergillus niveus under Solid Fermentation State (SSF) purifying 

it and characterizing it biochemically. Among the substrates tested in the SSF, the 

highest yield of β-D-fructofuranosidase was obtained in cassava hulls with a particle 

size of 10 mesh, humidified in the ratio 1:1 with tap water and maintained at 30°C with 

a relative humidity of 30%, for 9 days of incubation. The extracellular β-D-

fructofuranosidase obtained in SSF was purified 6.53-folds with a recovery of 5.27%. 

A single protein band (37 kDa) was obtained in 8% SDS-PAGE and the native 

molecular mass was estimated as 91.2 kDa by Sepharose CL-6B. The optimum 

temperature and pH for activity was 55°C and 4.5, respectively. The enzyme showed 

good stability at 50°C and 60°C for one hour and 80% of activity was maintained at pH 

8.0 for one hour. The β-D-fructofuranosidase activity was primarily activated by Mn2+. 

In addition, the enzyme was resistant to most solvents and salts tested. The Km and 

Vmax values using sucrose as substrate were 22.98 mM and 120.48 U/mg, respectively. 

In the presence of Mn2+ the values were 16.31 mM and 0.30 U/mg respectively. The 

enzyme was not able to hydrolize inulin, characterizing a true invertase, and only 

glucose and fructose were observed as hydrolysis products at high sucrose 

concentration; production of fructooligosaccharides (FOS) was not observed.  

 

Keywords: β-D-fructofuranosidase; Aspergillus niveus; Solid-State Fermentation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As enzimas são catalisadores de reações que ocorrem nos sistemas biológicos, 

e são utilizadas para uma variedade de aplicações industriais. O mercado industrial 

de enzimas continua crescendo devido à implantação de novas tecnologias de 

produção, bem como ao uso da engenharia genética e ao surgimento de novos 

campos de aplicação. A função de um catalisador é acelerar a velocidade de uma 

reação, tendo alto grau de especificidade por seus substratos. Adicionalmente, as 

velocidades das reações enzimáticas são alteradas de acordo com diversos fatores 

como concentração de enzima ou substrato, temperatura e pH (NELSON; 

LEHNINGER; COX, 2008; COLLA; REINEHR; COSTA, 2013). Estes catalisadores 

constituem um dos grupos mais importantes de produtos biológicos de necessidade 

humana. Vários processos industriais, nas áreas de biotecnologia industrial, ambiental 

e de alimentos utilizam as enzimas em suas etapas. Além disso novas tecnologias 

possibilitaram o uso na produção de medicamentos, vitaminas e aromas (PANDEY et 

al., 1999; BORNSCHEUER et al., 2012). 

 É interessante evidenciar que os biocatalisadores, ou enzimas, não são 

tóxicos, são obtidos de fontes renováveis e são facilmente biodegradáveis. Além 

disso, os processos enzimáticos são seguros consumindo pouca energia 

(WOHLGEMUTH, 2010). As pesquisas para a obtenção de enzimas envolvem a 

otimização do processo e a produção com potencial industrial visando à diversificação 

do comércio mundial, tendo movimentado aproximadamente US$ 7 bilhões em 2013 

(MENDES et al., 2011). Outro fator importante é que 62% das enzimas produzidas 

são utilizadas por indústrias alimentícias, sendo empregadas basicamente na 

produção de xarope de açúcar invertido e de compostos aromatizantes. O uso 

controlado desses biocatalisadores pode levar ao aprimoramento do sabor, cor, 

textura, aparência e valor nutricional dos alimentos (BON et al., 2008; MENDES et al., 

2011; OLIVEIRA et al., 2015).  

Dentre as diversas enzimas conhecidas, tais como, lipases, tanases, fitases, 

trealases, xilanases, pectinases, amilases e celulases, as β-D-frutofuranosidases 

merecem atenção pelo seu potencial e uso industrial. Invertases ou β-D-

frutofuranosidases (EC 3.2.1.26) são enzimas capazes de catalisar a hidrólise de 
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ligações β 2-1 da molécula de sacarose produzindo uma mistura equimolar de D-

glicose e D-frutose. Trata-se de uma das mais simples carboidrases comerciais e é 

muito utilizada em função disso. O primeiro estudo sobre a atividade invertásica foi 

realizado em 1828 utilizando células de levedura, mas somente na década de 60 é 

que se conheceu de fato a sua natureza química. As β-D-frutofuranosidases podem 

ser encontradas em diferentes isoformas de acordo com o pH ótimo de atuação.  Estão 

incluídas na família GH32 das glicosidases, onde são encontradas 370 membros de 

origem vegetal, fúngica e bacteriana (ALBERTO et al., 2004). Diversos estudos 

mostram a produção, caracterização e aplicação destas enzimas em vários âmbitos 

industriais (KOTWAL; SHANKAR, 2009; CABAJ et al., 2012; ALVES; JORGE; 

GUIMARÃES, 2013).  

As principais aplicações industriais das β-D-frutofuranosidases estão 

relacionadas com a utilização do açúcar no estado dissolvido, tais como bebidas 

carbonatadas, sucos concentrados, xaropes medicinais, doces e molhos (TOMOTANI; 

VITOLO, 2006). É importante ressaltar que o açúcar invertido, é uma solução mais 

densa comparada à sacarose, capaz de minimizar a cristalização e o crescimento de 

microrganismos. Corresponde a uma mistura de açúcares em solução, constituída 

principalmente de glicose, frutose e sacarose residual, sendo 20% mais doce que a 

sacarose além de diminuir a temperatura de congelamento devido a sua afinidade 

com água (CADENA et al., 2010).  

As enzimas são fundamentais para o funcionamento biológico das células, 

sendo que os microrganismos são os principais produtores devido à grande 

diversidade de atividades catalíticas que exercem, e também ao fato da simplicidade 

dos requerimentos nutricionais para o seu desenvolvimento (BON et al., 2008). Os 

fungos são essenciais em grande parte dos processos biotecnológicos e os produtos 

obtidos estão presentes na panificação, fabricação da cerveja e do álcool, produção 

de antibióticos, enzimas, ácidos orgânicos, produtos farmacêuticos, processamento 

de frutas e legumes, clarificação de sucos de frutas, extração de cafés e na produção 

de adoçantes (GONÇALVES, 2013).  

Nas últimas décadas, um grande número de microrganismos não patogênicos, 

capazes de produzir invertases, tem atraído atenção da indústria. Os fungos 

filamentosos são microrganismos que se destacam devido à sua grande facilidade de 
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cultivo, além de secretarem suas enzimas diretamente no meio de produção, não 

sendo necessária, assim, a ruptura celular para sua liberação. Adicionalmente, 

apresentam elevados níveis de produção enzimática, com grande potencial para 

inúmeras aplicações industriais. Os fungos filamentosos de maior interesse no 

contexto biotecnológico incluem os gêneros Aspergillus, Mucor e Trichoderma, entre 

eles as espécies, A.  niger, A.  oryzae, A. nidulans, M. michie e T. reesei (VAN DEN 

HOMBERGH et al., 1997; BENNETT, 1998; POLIZELI et al., 2005; STROPARO et al., 

2012).  

 

1.1 Gênero Aspergillus 

 

Entre os fungos empregados na produção de enzimas destaca-se o gênero 

Aspergillus que apresenta um enorme potencial. É importante evidenciar que existem 

cerca de 200 espécies de Aspergillus, comumente isolados do solo, de plantas em 

decomposição e do ar. As espécies de Aspergillus produzem um grande número de 

enzimas extracelulares, sendo diversas aplicadas em âmbitos industriais e 

biotecnológicos. Dentre as espécies mais conhecidas encontram-se Aspergillus 

flavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e 

A. versicolor. Os Aspergillus spp. são anamórficos, pertencem ao reino Fungi, filo 

Ascomycota, ordem Eurotiales, subclasse Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes 

família Trichocomaceae. Pertencem também ao grupo dos “hyalihyphomyces”, os 

quais formam esporos (WAINWRIGHT, 1995; KLICH, 2007; SILVA, T. M., 2009).  

Sua reprodução é assexuada e caracteriza-se pela produção de fiálides e 

conídios em cadeia. O conidióforo de Aspergillus é simples, usualmente asseptado e 

termina numa vesícula, onde ficam inseridas as fiálides. Algumas espécies podem 

produzir células Hülle ou esclerócios. Muitas espécies de Aspergillus apresentam 

telemorfos e se reproduzem sexuadamente (KLICH, 2007).  

É fundamental ressaltar, que além de caracteres morfológicos, isolados de 

Aspergillus podem também ser caracterizados por seus perfis de metabólitos 

secundários, por sua taxa de crescimento em determinada temperatura e atividade de 

água, por seu crescimento em ágar sacarose-creatina e pela cor dos conídios. Em 

geral todas as espécies de Aspergillus fornecem uma combinação única de diferentes 
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tipos de compostos orgânicos pequenos como policetídeos, peptídeos não-

ribossomais, terpenoides, assim como diversos compostos de origem biossintética 

mista. Alguns destes compostos estão presentes em uma única espécie (GALAGAN 

et al., 2005; SAMSON et al., 2007). Suas colônias podem apresentar coloração 

branca, rosada, amarela, amarelo-esverdeada, amarronzada ou verde. A taxa de 

crescimento destes fungos varia de rápida a moderadamente rápida. Por ser um 

modelo biológico clássico, o gênero Aspergillus possui grande relevância industrial e 

farmacêutica por produzir diversos produtos de interesse comercial (WAINWRIGHT, 

1995; SILVA, T. M., 2009). A produção de β-D-frutofuranosidases foi descrita em 

diversas espécies de Aspergillus: Aspergillus casiellus (NOVAKI et al., 2010), 

Aspergillus phoenicis (RUSTIGUEL et al., 2010), Aspergillus caespitosus (ALEGRE et 

al., 2009), Aspergillus terreus (GIRALDO et al., 2014) e Aspergillus niveus 

(GUIMARÃES et al., 2009), entre outros. 

 

1.2 Aspergillus niveus 

 

A escolha da linhagem de interesse é etapa fundamental para o sucesso do 

processo de produção de enzimas microbianas. O microrganismo deve apresentar as 

seguintes características: ser seguro sob ponto de vista biológico, apresentar elevada 

capacidade de síntese e secreção da enzima, suportar condições ambientais 

adversas (pressão osmótica, temperatura, força iônica) e ser tolerante à presença de 

substâncias tóxicas (BON et al., 2008). Avaliando estas exigências, o microrganismo 

selecionado para o estudo foi o fungo filamentoso Aspergillus niveus (figura 1). 

A linhagem fúngica de A. niveus já foi descrita como boa produtora de β-D-

frutofuranosidases em fermentação submersa, onde a maior produção foi obtida em 

meio Khanna suplementado com bagaço de cana-de-açúcar como fonte de carbono 

(GUIMARÃES et al., 2009), mas não em Fermentação em Estado Sólido (FES) como 

está apresentado nesse trabalho. Dados da literatura tem mostrado que além de β-D-

frutofuranosidases, A. niveus apresenta potencial para produção de outras enzimas 

de interesse industrial, tais como amilases, xilanases, inulinases, poligalacturonases, 

pectinases, β-glicosidases e lacases (SOUZA-MOTTA et al., 2005; SUDAN; BAJAJ, 

2007; SILVA, T. M. et al., 2009a; MALLER et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2015). A. 
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niveus produziu lacase em farelo de trigo como fonte de carbono para clareamento de 

polpa de celulose. A enzima apresentou pH e temperatura ótimos de atividade de 5,0 

e 55ºC, respectivamente (NOGUEIRA et al., 2015).  

 

Figura 1 -  Aspergillus niveus (A) microscopia de luz (após 4 dias de incubação a 37ºC em 

meio Sabouraud). (B) ampliação de 1000x. 

 

Fonte: Auberger et al. (2008). 

 

A produção de inulinases por Aspergillus niveus Blochwitz 4128 URM foi 

avaliada em meio líquido contendo inulina como substrato nas concentrações de 10, 

15 e 20g L-1. As enzimas apresentaram pH ótimo de 4,0 e 4,8 e temperatura ótima de 

atividade de 45ºC, respectivamente (SOUZA-MOTTA et al., 2005). O fungo 

Aspergillus niveus RS2 foi cultivado em diferentes subprodutos agrícolas para 

produção de xilanase, a casca de arroz foi a fonte de carbono que propiciou as 

maiores atividades enzimáticas. A xilanase produzida apresentou pH e temperatura 

ótimos de atividade 7,0 e 50ºC, respectivamente (SUDAN; BAJAJ, 2007). Uma 

poligalacturonase também foi produzida por A. niveus, em fermentação submersa e 

fermentação em estado sólido. A casca de laranja como indutor em meio líquido 

favoreceu a produção da enzima. Já na fermentação sólida a casca de limão foi o 

melhor indutor. As enzimas apresentaram temperatura e pH ótimos de atividade de 

55ºC e 4,0, respectivamente (MALLER et al., 2011). A produção de uma glucoamilase 

em fermentação submersa em meio Khanna por A. niveus foi avaliada e a enzima 

obtida apresentou pH ótimo em 5,0 e 5,5 e temperatura ótima de atividade de 65ºC, 

respectivamente (SILVA et al., 2009a). 
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1.3 β-D-frutofuranosidases 

 

As β-D-frutofuranosidases (EC 3.2.1.26), também conhecidas como invertases, 

hidrolisam a ligação osídica (tipo α-β) de carboidratos possuidores de um radical β-

frutofuranosil não substituído, sendo a sacarose o substrato preferencial (figura 2). 

Esta reação catalítica geralmente ocorre em pH entre 4,5 e 5,0, e temperatura entre 

35ºC e 50ºC. A mistura de açúcares obtida após a inversão é denominada de açúcar 

líquido invertido, pois ocorre uma inversão do poder óptico rotatório da solução. Um 

feixe de luz polarizada ao atravessar uma solução de sacarose pura desvia o feixe de 

luz para a direita. Após a hidrólise a solução equimolar de glicose e frutose obtida 

passa a desviar o feixe de luz para a esquerda (SAID; PIETRO, 2004; CABRAL, 2012). 

A β-D-frutofuranosidase foi uma das primeiras enzimas estudadas na história. 

Foi publicado em 1890 um artigo de revisão sobre esta enzima. Naquele momento o 

grau de hidrólise da sacarose era medido pela rotação específica. Esse acontecimento 

foi observado pela primeira vez por Biot em 1836 que chamou a substância de açúcar 

invertido. É importante salientar que a β-D-frutofuranosidase foi utilizada no estudo 

que determinou o modelo cinético de Michaelis-Menten, usado atualmente para maior 

parte das enzimas. Somente em 1935 um método alternativo ao polarimétrico foi 

apresentado para a realização das análises de hidrólise, utilizando o ácido 

dinitrosalicílico, propondo então diminuir o tempo de ensaio que durava até 2 horas. 

Este método foi melhorado por Miller e é empregado até hoje (O’SULLIVAN; 

TOMPSON, 1890; MICHAELIS; MENTEN, 1913; JORDAN, 1924; SUMNER; 

HOWELL, 1935; MILLER, 1959). 

 

Figura 2 - Reação de hidrólise da sacarose catalisada pela β-D-frutofuranosidase. 

 

 Fonte: Modificado de NADEEM et al. (2015). 
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O mecanismo de ação da β-D-frutofuranosidase não é totalmente elucidado, 

mas estudos com a enzima tem sugerido o envolvimento de um ânion carboxilato e 

uma histidina residual na atividade catalítica (WISEMAN; WOODWARD, 1975). Na 

figura 3 pode-se observar que um catión de imidazólio protona o átomo de oxigênio 

glicosídico. A partida do grupo álcool vai deixar para trás um íon carbônico 

intermediário instável onde a deficiência de elétrons é espalhada sobre o átomo de C-

2, bem como o átomo de oxigênio do anel. O ânion carboxilato ativo funcionará 

durante esta fase e a anterior para estabilizar as espécies elétron-deficientes. A 

próxima etapa é o ataque sobre o cátion C-2 por um átomo de oxigênio nucleofílico 

de um álcool ou água para produzir um frutosídeo ou frutose (SHALL; WAHEED, 1971; 

KULSHRESTHA et al., 2013). 

As β-D-frutofuranosidases são amplamente distribuídas na biosfera. Estão 

presentes principalmente em plantas e microrganismos. A levedura Saccharomyces 

cerevisiae é a principal estirpe utilizada para a produção de β-D-frutofuranosidase 

comercial. Essas leveduras são encontradas em cascas de uvas e de outras frutas. A 

presença dessa enzima pode ser verificada na pera japonesa (Pyrus pyrifolia), ervilha 

(Pisum sativum L.) e aveia (Avena sativa), entretanto os microrganismos como S. 

cerevisiae, Candida utilis, A. niger são considerados ideais para o seu estudo 

(ROMERO-GÓMEZ et al., 2000; UMA et al., 2010). 

Diferentes isoformas de β-D-frutofuranosidases podem ser encontradas. Com 

base na solubilidade, pH ótimo, ponto isoelétrico e localização subcelular, as β-D-

frutofuranosidases nas plantas podem ser classificados em três subgrupos 

bioquímicos: vacuolar (ácido solúvel), citoplasmática (alcalino solúvel) e parede 

celular (ácido insolúvel). É interessante observar que a presença de múltiplas 

isoformas de β-D-frutofuranosidases na natureza têm funcionalidades benéficas para 

as plantas, principalmente nos estágios inicias de desenvolvimento dos vegetais, as 

isorformas atuam na sustentação de reações bioquímicas durante a fase de 

crescimento, sugerindo que existe uma estreita relação entre a taxa de crescimento e 

o nível de atividade de β-D-frutofuranosidase (BRANDÃO et al., 2002; HASHIZUME 

et al., 2003; KIM et al., 2011). 
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Figura 3 - Mecanismo sugerido de ação da β-D-frutofuranosidase. 

 

 

 Fonte: KULSHRESTHA et al. (2013). 

 

Ao contrário da maioria das enzimas as β-D-frutofuranosidases apresentam 

alta atividade em uma ampla faixa de pH, com pH ótimo próximo de 4,5. A atividade 

enzimática atinge um máximo a 55ºC. A enzima é uma glicoproteína, estável a 50ºC 

(VU; LE, 2008). Diversos microrganismos produzem diferentes tipos de β-D-

frutofuranosidases, porém os fungos têm se destacado como fontes importantes 

dessas enzimas para a biotecnologia como mostrado na tabela 1. É interessante 

evidenciar que a temperatura ótima depende do grau de purificação da enzima e da 

concentração do substrato, sendo que os valores relatados na literatura variam de 

23ºC a 60ºC. Outra característica relevante da maioria das β-D-frutofuranosidases é 

a estabilidade térmica devido a estrutura terciária da proteína, que contém interações 

carboidrato-proteína, com ligações cruzadas na cadeia polipeptídica (WISEMAN; 

WOODWARD, 1975). 

As β-D-frutofuranosidases são de grande importância para a indústria de 

alimentos, a mesma possui excelentes propriedades com potencial de aplicação em 

vários âmbitos industriais. Na produção de açúcar invertido, utilizando a β-D-

frutofuranosidase, elimina-se a necessidade de aquecimento da mistura a altas 

temperaturas, além disso o produto não precisará passar por neutralização com o uso 

de bases, o que resulta na economia de energia e de material. Isso demonstra a 
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importância da investigação de novas fontes e substratos/fontes de carbono para a 

produção dessa enzima que é uma das mais comercializadas industrialmente 

(GONÇALVES, 2013). É importante salientar que em pesquisas na área de produção, 

purificação e caracterização de enzimas, métodos que sejam rápidos, eficientes e 

pouco onerosos são de grande importância para o desenvolvimento desta área, 

principalmente para obter um produto capaz de ser disponibilizado ao mercado como 

alternativa de economia, geração de emprego e sustentabilidade. 
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Tabela 1 - Fungos produtores de β-D-frutofuranosidases. 

Fonte: Nadeem et al. (2015). 

 

 

 

 

Fungos 

 

Referências 

 

Fungos 

 

Referências 

Aspergillus 

caespitosus 

(ALEGRE et al., 2009) Emericela 

nidulans 

(JORGE E 

GUIMARÃES, 2013) 

Aspergillus 

casiellus 

(NOVAKI et al., 2010) Fusarium 

oxysporum 

(WOLSKA-MITASZKO 

et al., 2007) 

Aspergillus flavus (MATRAI et al., 2000) Neurospora sp. (ARANDA et al., 

2006) 

Aspergillus 

fumigatus 

(MATRAI et al., 2000; FLORES-

GALLEGOS et al., 2012) 

Paecylomyces 

variotii 

(GIRALDO et al., 

2012) 

Aspergillus 

japonicus 

(MUSSATTO et al., 2009) Penicillium 

chrysogenum 

(NUERO E REYES, 

2002) 

Aspergillus 

nidulans 

(MATRAI et al., 2000; SHANKAR et al., 

2013) 

Penicillium 

citrinum 

(FLORES-GALLEGOS 

et al., 2012) 

Aspergillus niger (MATRAI et al., 2000; NADEEM et al., 

2009; FLORES-GALLEGOS et al., 2012; 

ESAWY et al., 2014) 

Penicillium 

pinophilum 

(FLORES-GALLEGOS 

et al., 2012) 

Aspergillus 

ochraceus 

(GUIMARÃES et al., 2007) Penicillium 

purpurogenum 

(FLORES-GALLEGOS 

et al., 2012) 

Aspergillus oryzae (KURAKAKE et al., 2009) Rhizopus sp. (GOULART et al., 

2009) 

Aspergillus 

parasiticus 

(LUCCA et al., 2013) Rhodotorula 

dairenensis 

(GUTIÉRREZ-

ALONSO et al., 2009) 

Aspergillus 

phoenicis 

(RUSTIGUEL et al., 2010) Rhodotorula 

glutinis 

(CANLI et al., 2011) 

Aspergillus terreus (GIRALDO et al., 2014) Sclerotinia 

sclerotiorum 

(MOUELHI et al., 

2014) 

Cladosporium 

cladosporioides 

(UMA et al., 2012) Thermomyces 

lanuginosus 

(CHAUDHURI E 

MAHESHWARI, 1996) 

Aureobasidium 

pullulans 

(YOSHIKAWA et al., 2007) Fusarium solani (BHATTI et al., 2006) 
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1.4 Fermentação em Estado Sólido 

 

A Fermentação em Estado Sólido (FES) é um processo biotecnológico 

frequentemente empregado em países orientais visando a elaboração de diversos 

alimentos como tempeh, shoyu e koji. Essa fermentação é definida como um processo 

onde há uma cultura de microrganismos sobre ou dentro da matriz sólida (substrato 

ou material inerte), em que o substrato atua como fonte de carbono onde o conteúdo 

líquido ligado a ela está a um nível de atividade de água que, por um lado, assegure 

o crescimento e metabolismo das células e, por outro, não exceda a máxima 

capacidade de ligação da água com a matriz sólida. O substrato deve apresentar 

características que favoreçam o maior rendimento do processo. O principal aspecto 

está relacionado a acessibilidade do microrganismo a todo o meio, por esse motivo as 

características mais importantes da fermentação em estado sólido são: porosidade, o 

tamanho e o formato das partículas. É importante ressaltar que como essa 

fermentação é realizada na ausência de água livre, a recuperação de seus produtos 

requer a extração do sólido do meio fermentado. Um extrator muito utilizado é a água 

destilada ou deionizada (PANDEY et al., 2000; SCHMIDELL et al., 2001).  

A FES apresenta algumas vantagens que não são possíveis na Fermentação 

Submersa (FSbm), sobretudo pela simplicidade na composição dos meios de cultura, 

alta produtividade, concentração elevada do produto de interesse e dificuldade de 

contaminação, o que gera grande interesse para esse tipo de fermentação. Entretanto 

a FES possui algumas desvantagens como: problemas de transferência de calor, 

difícil regulação de pH e umidade do meio de cultura e pré-tratamento dos suportes 

(ASHOKKUMAR et al., 2001).  

Os microrganismos mais promissores, se tratando de FES são os fungos, 

principalmente pela variedade de produtos de seu metabolismo e devido ao 

desenvolvimento das hifas que permitem maior penetração no substrato e nas regiões 

porosas entre as partículas da matéria-prima (CORREA; ROCHA, 2009). 

A FES é muito utilizada para produção de β-D-frutofuranosidases por 

microrganismos. A sua facilidade de operação e possibilidade de aproximação do 

crescimento natural de diversos microrganismos, têm atraído bastante atenção. Outro 

aspecto considerável e vantajoso que implica na utilização da FES para produção de 
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β-D-frutofuranosidases, é que este método permite a utilização de substratos 

provenientes da agricultura ou subprodutos da agroindústria. Em um país como o 

Brasil, onde a agricultura é a principal atividade econômica, os resíduos e subprodutos 

agrícolas, agroindustriais e florestais são extremamente abundantes. A matéria prima 

deve apresentar peculiaridades específicas como, composição adequada para o 

crescimento do microrganismo e formação do produto de interesse, baixo custo de 

obtenção, beneficiamento, transporte e estocagem, apresentar elevada 

disponibilidade e facilidade de padronização dos componentes e não contribuir para 

dificultar os processos de separação do produto (SCHMIDELL et al., 2001; BON et al., 

2008). 

 A utilização desses resíduos como substrato é importante do ponto de vista 

industrial e ambiental, pois contribui para a redução de custos de produção e para o 

aproveitamento de resíduos cujo descarte no ambiente representa grande impacto 

negativo (SCHMIDELL et al., 2001; PIROTA et al., 2015). Como exemplos de 

linhagens fúngicas produtoras de β-D-frutofuranosidases em FES pode-se citar 

Aspergillus casiellus cultivado em FES contendo farelo de soja (NOVAKI et al., 2010) 

e Rhizopus sp. em FES contendo farelo de trigo (GOULART et al., 2009). Rustiguel et 

al. (2010) purificaram e caracterizaram a β-D-frutofuranosidase produzida por 

Aspergillus phoenicis, utilizando farelo de soja como fonte de carbono. Já Alegre et al. 

(2009) utilizaram farelo de trigo para cultivo em FES de Aspergillus caespitosus para 

produção de β-D-frutofuranosidases.  

Observa-se que os meios de cultura utilizados no processo, em sua maioria, 

são meios complexos advindos do setor agrícola. A utilização desses resíduos 

representa uma forma de agregar valor, pois a matéria-prima é um dos componentes 

mais relevantes nos custos de produção de uma enzima, representando cerca de 75% 

do custo total, sendo esta uma das razões para a aquisição de resíduos agroindustriais 

na formulação de meios de cultura (BON et al., 2008). 

 

1.5 Casca da mandioca como substrato para FES 

 

A mandioca (Manihot esculeta Crantz) é uma raiz rica em diversas substâncias 

nutritivas, originária do Brasil e presente na maioria dos países tropicais (PIGATTO et 
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al., 2015).  O que a torna a terceira maior fonte de alimento nessas regiões, atrás do 

arroz e milho. É importante destacar que o Brasil é o quarto maior produtor mundial, 

atrás da Nigéria, Tailândia e Indonésia (FAOSTAT, 2014). Dados da safra brasileira 

de 2014 mostram que foram colhidos 23.142.091 ton. de raízes numa área de 

2.345.797 ha, com uma produtividade média de 14,735 Kg/m² (IBGE, 2014). A parte 

mais importante da planta é a raiz, rica em fécula, utilizada tanto na alimentação 

humana e animal quanto como matéria-prima para diversas indústrias (TIRONI et al., 

2015). A mandioca é uma planta resistente nas mais adversas condições de cultivo 

do solo e condições climáticas. Apenas no Brasil, existem mais de oitenta espécies, 

as quais são divididas em duas grandes classes: a amarga ou brava (tóxica), de uso 

apropriado para industrialização e a doce ou mansa (atóxica), também chamada de 

aipim ou macaxeira, de uso mais frequente na culinária. O que realmente as 

diferenciam é o teor de Ácido Cianídrico (HCN). Ambos os grupos podem ser utilizados 

pela indústria de mandioca, sem haver diferença significativa no rendimento 

(SALOMAO et al., 1994).  

A mandioca é uma raiz extremamente calórica, sendo o amido o principal 

carboidrato, é composta basicamente de película parda, entrecasca e polpa. As raízes 

da mandioca apresentam em média 62% de umidade, 1,3 % de fibras, 34% de 

carboidratos e 1,1% de cinzas. A casca de mandioca é um resíduo da indústria de 

farinha, resultante da pré-limpeza da mandioca na indústria. É constituída da ponta da 

raiz, casca (pele gretada) e entrecasca (situada entre a película corticácea e o cilindro 

central), e representa 5,1% da raiz com umidade de 83,1%. A casca de mandioca 

desidratada apresenta 58,1% de amido, 3,4% de proteína e 28,6% de fibra em 

detergente neutro (PRADO et al., 2000). 

 As indústrias de farinha utilizam mais de 80% da mandioca brasileira, sendo 

seus resíduos encontrados em grande quantidade. Embora não existam dados 

absolutos a respeito da quantidade total de resíduos produzidos, sabe-se que cerca 

de 10% da mandioca total utilizada na fabricação de farinha é eliminada na forma de 

casca e aproximadamente 3% a 5% na forma de farinha de varredura (ZEOULA et al., 

2002). Os valores da composição química da raiz da mandioca e seus resíduos não 

são homogêneos e padronizados, isso ocorre devido às diferenças tecnológicas das 
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indústrias, qualidade da mão-de-obra, a metodologia de análise e principalmente as 

variedades da mandioca (CEREDA, 1994; PRADO, 2006). 

Neste cenário, a destacada posição do Brasil na produção de mandioca, onde 

grande parte é voltada para a produção de farinha e fécula, traduz também a elevada 

produção de resíduos gerados diariamente pelas indústrias. Na área do cultivo e 

processamento de mandioca, há muitos anos foi identificada uma forte demanda para 

transformação dos resíduos, subprodutos ou co-produtos, capazes de, ao mesmo 

tempo, reduzir impacto ambiental e gerar recursos. Além disso a literatura é escassa 

a respeito da utilização deste resíduo, cascas de mandioca, como matéria-prima para 

obtenção de produtos com maior valor agregado (CEREDA, 2001; TIRONI et al., 

2015). 

 

1.6 Aplicações das β-D-frutofuranosidases 

 

As β-D-frutofuranosidases apresentam um grande número de aplicações nas 

indústrias alimentícias e de produtos químicos. O principal emprego é na produção de 

açúcar invertido que é uma mistura de açúcares em solução, constituída 

principalmente de glicose, frutose e sacarose residual, obtida pela reação de hidrólise 

ou inversão da sacarose, utilizado em confecções de balas, compotas, doces, 

chocolates, biscoitos e refrigerantes, este açúcar não cristaliza, mesmo em altas 

concentrações. A utilização do açúcar invertido evita uma textura desagradável com 

característica arenosa ao produto e indesejável ao consumidor, além disso esse 

produto possui maior capacidade edulcorante, alta higroscopicidade, maior 

possibilidade de concentração, ponto de ebulição mais alto e ponto de congelamento 

mais baixo (KOBLITZ, 2008; BELCARZ et al., 2002; TALEKAR et al., 2010; NADEEM 

et al., 2015).   

Quando o açúcar invertido é comparado com o açúcar cristal, percebem-se as 

diversas vantagens do primeiro em relação ao segundo (MARQUEZ et al., 2008): 

- Melhoria do controle do processo de fabricação e da manutenção de condições 

higiênicas nas indústrias alimentícias;  

- Alta pureza química evitando a geração de precipitados indesejáveis em função de 

elevados teores de ferro, cobre ou cálcio;  
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- Alto controle microbiológico, devido à menor atividade de água, dispensando a 

necessidade de pasteurização;  

- Elimina a necessidade de investimentos em equipamentos para a dissolução e 

filtração do açúcar;  

- Maior solubilidade, evitando a cristalização e reduzindo custos com frete;  

- Reduz o ponto de congelamento, propriedade útil em produtos que são conservados 

em congeladores;  

- Em produtos com baixo teor de gordura, evita que esses comecem a quebrar e secar; 

- Possui viscosidade baixa, conferindo plasticidade a sorvetes, cremes e fondants;  

- Maior doçura relativa do que a sacarose. 

O açúcar invertido tem sido preferencialmente utilizado pela sua estabilidade 

em altas concentrações, e pela sua alta solubilidade, permitindo maior tempo de vida 

de prateleira se comparado com soluções de sacarose. É importante salientar que as 

qualidades do produto obtido por hidrólise enzimática são bastante superiores, 

quando comparadas àquelas do produto da hidrólise ácida. A hidrólise catalisada pela 

enzima β-D-frutofuranosidase produz um xarope de alta qualidade com ausência de 

hidroximetilfurfural e sem desenvolvimento de cor. Em contrapartida na hidrólise ácida 

o produto resultante é altamente colorido (de qualidade inferior) e a utilização de 

agentes corrosivos e altas temperaturas são grandes inconvenientes que 

comprometem a segurança e manutenção dos equipamentos em geral (AKGÖL et al., 

2001; SANTANA DE ALMEIDA et al., 2005; TOMOTANI; VITOLO, 2006).  

Além disso, as β-D-frutofuranosidases podem ser empregadas na produção de 

frutooligossacarídeos (FOS), importantes principalmente por suas propriedades 

funcionais, mais do que pela sua doçura. Os de origem microbiana obtidos por 

fermentação da sacarose têm atraído atenção especial. Atribuem-se diversos efeitos 

benéficos à saúde a sua ingestão como, por exemplo, prevenção de cáries dentárias, 

redução nos níveis séricos de colesterol total e lipídeos, além de estímulo do 

crescimento de bifidobactérias no trato digestório (PASSOS; PARK, 2003). 

A indústria farmacêutica utiliza as β-D-frutofuranosidases na fabricação de 

medicamentos e agentes plastificantes para a elaboração de cosméticos. Essas 
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enzimas podem ser aplicadas para a remoção da sacarose de resíduos líquidos, como 

em melaço de cana-de-açúcar ou beterrada, evitando que o melaço cristalize durante 

seu armazenamento. As β-D-frutofuranosidases podem ser utilizadas no processo de 

produção de etanol, ampliando a concentração de açúcares redutores na 

fermentação, fazendo proliferar microrganismos que não fermentam a sacarose 

(SAID; PIETRO, 2004; KULSHRESTHA et al., 2013).  

Pode-se concluir que as β-D-frutofuranosidases são enzimas necessárias em 

diversos âmbitos industriais, o que consolida a importância deste estudo. É uma das 

hidrolases mais vendidas, por esta razão é fundamental a busca por novas matérias-

primas, utilização de engenharia genética e outras ferramentas que buscam otimizar 

o processo (NADEEM et al., 2015). 
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5 CONCLUSÕES 

 

O fungo Aspergillus niveus mostrou ser um bom produtor de β-D-

frutofuranosidases extracelulares em Fermentação Sólida (FES), utlizando somente 

casca de mandioca como fonte de carbono/substrato.  

A temperatura ótima de atividade da β-D-frutofuranosidase purificada foi 

elevada, com boa estabilidade térmica em 50ºC e 60ºC. A enzima foi estável em ampla 

faixa de pH, o que gera interesse industrial.  A enzima exibiu maior afinidade para a 

sacarose na presença de Mn2+  do que em sua ausência. A β-D-frutofuranosidase 

obtida nesse estudo pode ser considerada como verdadeira, pois não foi capaz de 

hidrolisar a inulina. Adicionalmente a enzima não apresentou capacidade de 

transfrutosilação em alta concentração de sacarose para a produção de 

frutooligossacarídeos (FOS).  

Considerando os resultados encontrados, o fungo filamentoso A. niveus foi uma 

escolha interessante, apesar de já ser descrito como bom produtor de β-D-

frutofuranosidases em Fermentação Submersa, estes dados se somam com os da 

literatura, agora com a produção atráves de Fermentação em Estado Sólido utilizando 

a casca da mandioca, resíduo agroindustrial de baixo custo. 
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