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RESUMO 

As inulinases são enzimas que hidrolisam a inulina, tendo como subproduto final 

frutooligossacarídeos (FOS), frutose e um pouco de glicose. A indústria alimentícia 

utiliza-se dos xaropes de frutose como adoçante no preparo de seus alimentos, 

tornando um produto amplamente utilizado por apresentar características benéficas 

à saúde. A frutose obtida pela ação da inulinase sobre a inulina, produz quantidades 

significativas, com uma única reação enzimática. O presente trabalho avaliou 

isolados de Aspergillus alabamensis, como produtor da enzima inulinase, tendo 

como substrato a batata yacon (Smallanthus sonchifolius) e a alcachofra de 

Jerusalém (Helianthus tuberosus) ricas em inulina. Foram avaliados 20 isolados de 

A. alabamensis, procedentes da Micoteca URM da Universidade Federal de 

Pernambuco – UFPE. Para a seleção do melhor substrato para a produção 

enzimática, foi utilizado um meio alternativo acrescidos de 15g dos tubérculos que 

foram triturados em liquidificador, e utilizando o método da fermentação submersa. 

Os fungos foram reativados em meio ágar extrato de malte (MEA) e transferidos 

para o meio alternativo numa concentração de esporos a 2,0x106. O processo de 

fermentação foi realizado por 96 h de forma constante, sob agitação constante a 200 

rpm, a 28 ºC. Após o período de fermentação, a biomassa microbiana foi separada 

por filtração para posterior secagem a 105 ºC por 24 h e o líquido, denominado de 

extrato enzimático bruto, centrifugado e armazenado em freezer na temperatura de -

20, para a quantificação e caracterização bioquímica da inulinase (pH, temperatura e 

íons). Foram selecionados os cinco maiores produtores de inulinase para 

quantificação de atividade. O pH ótimo para todos os isolados foi pH 4,8, 

apresentando estabilidade em uma faixa de pH entre 4,0 e 5,6 após 180 min. A 

temperatura ótima da inulinase de todos os isolados foi de 90 ºC, permanecendo 

estável entre 80 e 90 ºC durante 180 min. O íon Mn2+, foi capaz de aumentar a 

atividade enzimática da inulinase produzida por todos os isolados selecionados. 

Dessa forma, a inulinase produzida por Aspergillus alabamensis, apresenta potencial 

para sua utilização em diferentes processos industriais. 
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ABSTRACT 

 

Inulinases are enzymes that hydrolyze inulin, with the final byproduct being 

fructooligosaccharides (FOS), fructose and a little glucose. The food industry uses 

fructose syrups as a sweetener in the preparation of their foods, making it a widely 

used product as it has beneficial health characteristics. Fructose obtained by the 

action of inulinase on inulin produces significant quantities, with a single enzymatic 

reaction. The present work evaluated isolates of Aspergillus alabamensis, as a 

producer of the inulinase enzyme, using yacon potato (Smallanthus sonchifolius) and 

Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) rich in inulin as substrate. 20 isolates of 

A. alabamensis were evaluated, coming from the URM Micoteca at the Federal 

University of Pernambuco – UFPE. To select the best substrate for enzyme 

production, an alternative medium was used plus 15g of tubers that were crushed in 

a blender and using the submerged fermentation method. The fungi were reactivated 

on malt extract agar (MEA) and transferred to the alternative medium at a spore 

concentration of 2.0x106. The fermentation process was carried out for 96 h in a 

constant manner, under constant stirring at 200 rpm, at 28 ºC. After the fermentation 

period, the microbial biomass was separated by filtration for subsequent drying at 

105 ºC for 24 h and the liquid, called crude enzyme extract, was centrifuged and 

stored in a freezer at a temperature of -20, for the quantification and biochemical 

characterization of inulinase ( pH, temperature and ions). The five largest inulinase 

producers were selected for activity quantification. The optimum pH for all isolates 

was pH 4.8, showing stability in a pH range between 4.0 and 5.6 after 180 min. The 

optimum temperature for inulinase in all isolates was 90 ºC, remaining stable 

between 80 and 90 ºC for 180 min. The Mn2+ ion was able to increase the enzymatic 

activity of inulinase produced by all selected isolates. Therefore, inulinase produced 

by Aspergillus alabamensis has potential for use in different industrial processes. 

 

Keywords: inulin; fungi; enzyme, yacon; Jerusalem artichoke 
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1 INTRODUÇÃO 

As enzimas são definidas como biocatalisadores, que desempenham um 

papel crucial na aceleração de diversas reações e processos metabólicos (THAPA et 

al., 2019). Estas moléculas têm se tornado fatores importantes no desenvolvimento 

de diferentes bioprocessos industriais devido às características como o baixo 

consumo de energia, por serem ecologicamente viáveis, pela alta eficiência e 

especificidade de substrato (LIU et al., 2013; THAPA et al., 2019). A produção de 

enzimas a partir de microrganismos possui extensa aplicação na indústria 

alimentícia, buscando a melhoria do processo de produção e outros componentes 

relacionados como: sabor, aroma, cor, textura, aparência, vida de prateleira e valor 

nutritivo (SRIVASTAVA, 2019).  

Microrganismos de relevância industrial como Aspergillus oryzae, Bacillus 

licheniformis, Candida  cylindracea e Trichoderma  reesei são conhecidos por serem 

produtores de proteases, lipases e celulases (WEISS, 2020). A indústria de enzimas 

microbianas representa aproximadamente 90% do mercado de biocatalisadores 

(TERESITA, 2019). Diante do aumento crescente e da alta aplicabilidade de 

enzimas na indústria, tornam-se necessário estudos a respeito dos fatores que 

influenciem na produção de enzimas, sendo o avanço da tecnologia enzimática de 

extrema importância para o desenvolvimento de processos biotecnológicos 

(SINGHANIA et al., 2015).  

 As inulinases pertencem a um grupo de enzimas que atuam na produção de 

frutose com grande importância industrial. Essas enzimas termoestáveis têm ampla 

aplicação na indústria na produção de soros de frutose e na síntese de 

frutooligossacarídeos. Além disso, essas enzimas também podem ser empregadas 

na produção de biocombustíveis. (OLIVEIRA et al., 2016).  

No âmbito industrial da produção de inulinases sintetizadas por 

microrganismos, algumas empresas são encontradas, podendo-se citar a empresa 

irlandesa Megazyme, a qual produz endo-inulinase e exo-inulinase ultrapura, a partir 

de cepas recombinantes de Aspergillus niger, com os nomes comerciais de E-

Endoian e E-Exoian. Essas enzimas estão disponíveis separadamente para 

aplicações de pesquisa, mas também estão disponíveis incorporadas aos kits 

analíticos Fructan e Fructan HK. A exo-inulinase de A. niger é também 

comercializada pela Sigma-Aldrich (EUA) com o nome comercial Fructozyme 

(SINGH et al., 2017). Muitos microrganismos produzem exo-inulinase ou endo-
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inulinase, mas algumas espécies microbianas são conhecidas por produzir ambas 

as formas de inulinase (SINGH et al., 2010). 

O presente estudo objetivou a produção de exo-inulinase por meio de 

fermentação submersa de Aspergillus alabamensis, utilizando alcachofra de 

Jerusalém (Helianthus tuberosus) e batata yacon (Smallanthus sonchifolius) como 

substratos alternativos e de baixo custo.  

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Inulina 

A inulina é um polissacarídeo complexo formado por unidades de frutose, 

amplamente utilizado na indústria alimentícia como aditivo. É um polímero formado 

por cadeias repetitivas da fração frutosil, unidas por ligações β-2,1 em porções de 

terminação glucosil (Figura 1), sendo um polissacarídeo solúvel em água muito 

utilizado na indústria, assim como o amido. As primeiras estimativas de sua massa 

molecular forneceram valores da ordem de 5.000g/mol (LÓPEZ CASTREJÓN et al., 

2020).  

Para a produção da maioria das enzimas, se faz necessário um indutor 

potente, utilizado como fonte de carbono para que ocorra a biossíntese enzimática. A 

inulina se destaca como uma fonte ideal para a produção de inulinase, embora já 

tenham sido descritos outros substratos para produção dessa enzima, como glicose, 

frutose, lactose, etc. Esse polímero está presente em uma quantidade considerável 

em bulbos, tubérculos e raízes tuberosas de muitas plantas como Asparagus 

officinalis (Shatwaar), Cichorium intybus (Chicória), Dahlia pinnata (Dahlia), 

Espargos racemosus (Shatavari), Helianthus tuberosus (Alcachofra de Jerusalém), 

Hordeum vulgare (Cevada) e Taraxacum officinale (Dente de Leão), (SINGH et al., 

2010).  
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Figura 1. Estrutura química da inulina 

 

Fonte: VANDEPUTTE et al. (2017) 

 

Além de desempenhar funções de armazenamento de energia, a inulina nas 

plantas apresenta um papel essencial na tolerância ao estresse abiótico, e sua 

função osmorreguladora pode proteger as plantas das tensões da seca, do sal do 

ambiente e do frio (APOLINÁRIO et al., 2014). Nesse contexto, os materiais vegetais 

ricos em inulina podem ser utilizados como fontes potentes para vários bioprocessos 

(ONILUDE; FADAUNSI; GARUBA, 2012). As matérias-primas inulinadas têm sido 

extensivamente utilizadas para a produção de inulinases, inulooligossacarídeos, 

biocombustíveis, ácidos orgânicos, óleo, proteínas de célula, manitol, sorbitol, 2,3-

butanodiol e pululano, sendo utilizada principalmente na síntese de xarope de alta 

frutose, inulinases, frutooligossacarídeos e biocombustíveis (SINGH et al., 2019). 

 2.2 Inulinase 

As inulinases (Figura 2) são uma classe de enzimas que hidrolisam a ligação 

β-2,1 glicosídica para produzir frutose, inulooligossacáridos e glicose. As inulinases 

são produzidas por fungos, bactérias, leveduras e actinomicetos (NEAGU; BAHRIM, 

2011). 
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Figura 2 . Estrutura cristalina da exo-inulinase 

 

Fonte: Estrutura disponível na base de dados RCSB PDB (Protein Data Bank)  

https://www.rcsb.org/3d-view/6J0T/1 

 

A inulinase é uma enzima presente em alguns organismos como plantas, 

fungos e bactérias (CHI, Zhenming et al. 2009), e a cada dia o seu uso em 

processos industriais vêm ganhando espaço pois apresenta uma vasta 

aplicabilidade neste setor. Por se tratar de uma enzima hidrolítica: que quebra as 

ligações químicas através da adição de uma molécula de água, os microrganismos 

utilizam-se dessa enzima para degradar substratos que contenham polissacarídeos 

ou outro tipo de carboidratos para o seu crescimento.  

Dentre os grupos produtores de inulinase, destacam-se os fungos, pois 

apresentam inúmeras características desejáveis, como o cultivo em substratos de 

baixo custo e estabilidade enzimática em alta temperatura e baixo pH. Os gêneros  

Aspergillus e Penicillium são os mais utilizados para a produção de enzimas, com 

destaque para a inulinase (SINGH; CHAUHAN, 2017). 

A enzima inulinase é empregada em vários processos, como na produção de 

frutose pela hidrólise enzimática da inulina, na obtenção de fruto-oligossacarídeos 

(FOS) e na síntese de oligossacarídeos a partir da sacarose (GOLUNSKI, 2014). As 

https://www.rcsb.org/3d-view/6J0T/1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301918#bib28
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818116301918#bib28
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inulinases são divididas em dois grandes grupos: as exo-inulinases e as endo-

inulinases (Figura 3). As exo-inulinases produzem xaropes com alta concentração de 

frutose com conteúdo de D-frutose acima de 95%, agindo na unidade de frutose 

terminal da inulina. Enquanto, as endo-inulinases hidrolisam as ligações glicosídicas 

β-2,1 internas da inulina para produzir xaropes de oligofrutose (SINGH et al., 2017). 

As inulinases são enzimas versáteis pertencentes ao grupo de glicosídeo hidrolases 

(GH) família que consiste em endo-inulinase (EC 3.2.1.7), frutano β-(2,1)-

fructosidase (EC 3.2.1.153), exo-inulinase (EC 3.2.1.80), 1,2-β-frutano 1F-

frutosiltransferase (EC 2.4.1.100 ) e sacarose 1F-frutosiltransferase (EC2.4.1.99) 

(SINGH et al., 2020).  

Exo-inulinases, produzidas por microrganismos, podem remover os resíduos 

terminais de frutose do final não redutor da molécula de inulina em somente um 

passo, produzindo glicose e frutose, que podem ser fermentadas facilmente em 

etanol por Saccharomyces cerevisiae. Algumas linhagens de leveduras podem 

realizar simultaneamente a hidrólise e a fermentação da inulina, como 

Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces spp., o que pode facilitar ainda mais o 

processo caso um grande rendimento seja alcançado (CHI et al., 2011).  Estes 

oligofrutanos apresentam larga aplicação em diversos tipos de alimentos como 

preparações de frutas, doces, sobremesas de leite, iogurte, queijo fresco, bolos, 

biscoitos, chocolates, sorvetes e molhos (KAUR & GUPTA, 2002). 

Figura 3. Mecanismo de ação das inulinases 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-020-04591-3#ref-CR33
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Fonte: JIANG et al. (2017). 

As inulinases de fungos filamentosos são usadas para melhorar o processo 

de hidrólise da inulina na indústria de alimentos para produção de álcool, acetona e 

butanol (LIU et al., 2010; ABU EL-SOUOD et al., 2014).  

Tradicionalmente, a inulinase é produzida por fermentação submersa ou 

líquida (SELVAKUMAR; PANDEY, 1999; KALIL et al., 2001; GILL et al., 2003). 

Contudo, essa produção se vê afetada pela composição do meio, custos das 

matérias-primas, tipo de microrganismo utilizado para a fermentação e as condições 

de incubação (LIU et al., 2005; XIONG et al., 2007). Portanto, para compensar o 

custo de produção da inulina, diversos materiais vegetais como alcachofra, chicória, 

yacon, resíduos industriais, entre outros, são empregados no enriquecimento do 

meio (CAZETTA et al., 2005; CONTADO, 2009; CHAND et al., 2012; CHESINI et al., 

2013). Após a seleção do processo de fermentação, a formulação do meio para a 

produção de inulinase é uma questão crucial para atingir o ideal crescimento 

microbiano e a produção aprimorada da enzima (SINGH et al., 2018).  

O mercado global de enzimas foi avaliado em US $ 7,1 bilhões em 2017 e 

deverá chegar a US$ 10,5 bilhões em 2024, com uma taxa de crescimento anual de 

5,7% de 2018 a 2024. Sendo que, a Europa foi responsável por 1/3 de produção 

global de enzimas em 2017 e no mesmo ano, estimou-se que cerca de 70% da 

quota de mercado de enzimas era produzida por microrganismos (PAPADAKI et al., 

2020; RIGO et al., 2021).  

2.3 Aspergillus alabamensis 

Os fungos compreendem organismos extremamente diversificados com 

características comuns aos vegetais  e  outras  aos  animais,  o  que tornou  sua  

posição  polêmica  entre  os  seres  vivos durante  um longo período (GOMES, 

2022), passando a ter o seu próprio reino. Por estar presente em quase todo o 

planeta, os fungos ainda não foram estudados e descritos por completo,  

aproximadamente 99.000 espécies de fungos estão descritas (KIRK et al., 2008), o 

que representa apenas 6,6% das 1.500.000 espécies estimadas no mundo 

(HAWKSWORTH, 2001). Devido ao seu potencial de produzir compostos 

enzimáticos, hoje os fungos são utilizados como importantes fontes na produção de 

enzimas de interesse  industrial  e  na  biotransformação  (MENDOZA  et  al.,  2022). 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-020-04591-3#ref-CR11
https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-020-04591-3#ref-CR11
https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-020-04591-3#ref-CR11
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Cepas de fungos estão emergindo como potentes candidatos à produção de 

inulinase, pois possuem inúmeras características desejáveis, como seu cultivo, que 

ocorre em substratos de baixo custo, além das enzimas fúngicas apresentarem 

maior estabilidade em alta temperatura e baixo pH. Dessa forma, Aspergillus sp. e 

Penicillium sp., são os gêneros mais comuns usados para a produção de inulinase 

(SINGH;  CHAUHAN, 2016).  

Aspergillus alabamensis foi descoberto por Balajee e colaboradores em 2009, 

enquanto investigavam linhagens de Aspergillus terreus em um estudo de sequência 

multilocus (MLST) de três genes codificadores de proteínas: enolase (enoA), β-

tubulin (benA) e calmodulin (calM) (BALAJEE et al., 2009). Aspergillus 

alabamensis é uma espécie críptica identificada apenas pelo sequenciamento 

multilocus. Tem um padrão de suscetibilidade idêntico ao A. terreus com 

concentrações inibitórias mínimas elevados para anfotericina B (BALAJEE, S.A. et 

al., 2009). Embora A. alabamensis tenha sido encontrado morfologicamente 

semelhante ao Aspergillus terreus por estudos morfológicos, os dois diferem 

significativamente nas vias metabólicas ativas (BALAJEE et al., 2009). Os 

pesquisadores escolheram a espécie epíteto "alabamense" para refletir sua origem 

geográfica de cepas que compreendem o novo clado com 11 dos 14 isolados 

originários de espécimes obtidos da Universidade do Alabama em Birmingham nos 

Estados Unidos (BALAJEE et al., 2009). Os outros três isolados foram derivados de 

Isolados de solo coletados na Argentina e na Flórida. 

Aspergillus alabamensis produz colônias de crescimento lento que são 

brancas lanosas, tornando-se marrom-amarela para canela-marrom em cores com o 

início da esporulação assexuada. Os conidióforos são incolores e lisos com cabeças 

conidiais densamente colunares de 30 a 50 μm de diâmetro e 150-500 μm de 

comprimento. As vesículas são subglobosa e com diâmetro de 10-16 μm. A metula 

anexada às vesículas está estreitamente embalada, medindo de 5,5 a 7,5 μm de 

comprimento por 1,5-2,0 μm de largura.  Fiálides anexados aos ápices da métula 

têm 5,0-7,0 μm de comprimento por 2,0-2,5 μm de largura.  O conídio decorrente 

das pontas das fiálides são ligeiramente elípticas e de paredes lisas atingindo um 

diâmetro de 1,8-2,4 μm (BALAJEE et al., 2009).  

https://en.wikipedia.org/wiki/University_of_Alabama_at_Birmingham
https://en.wikipedia.org/wiki/Argentina
https://en.wikipedia.org/wiki/Florida
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Enquanto Aspergillus alabamensis podem crescer entre 25-50 °C, sua 

temperatura de crescimento ideal é de 37 °C (BURROUGH et al., 2012). A. 

alabamensis pode crescer in vitro em uma gama de meios de crescimento, incluindo 

ágar de floco de batata, ágar folha de cravo (BURROUGH et al., 2012), ágar Czapek 

levedura autolisada, e ágar extrato de malte. Esta espécie é capaz de utilizar glicose 

e sacarose como fontes de carbono (BALAJEE et al., 2009). 

2.4 Substratos vegetais utilizados para a produção de inulinases 

A batata yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp.) H. Rob] é oriunda das 

montanhas dos Andes, localizada na região sul da América do Sul, e faz parte da 

família botânica Asteraceae. A yacon é uma espécie herbácea perene, com altura 

variando de 1,5 a 3,0 m e apresenta um sistema radicular formado por 4 a 20 

tubérculos, onde armazena 3 a 10% de inulina e frutooligossacarídeos (FOS) 

(CAZETTA et al., 2005). A yacon foi introduzida no Brasil em meados dos anos 90 

(SALVADOR et al., 2012) após ter seu consumo fortemente negligenciado nos anos 

80, podendo ser consumida crua (in natura) em saladas ou como fruta, além de ser 

conhecida como potencial “planta medicinal” (SALES et al., 2010). 

 As raízes da batata yacon são compostas principalmente por carboidratos de 

baixo teor energético e fibras insolúveis, tais como FOS e inulina. Na literatura, 

essas raízes são frequentemente mencionadas como fontes prebióticas, podendo 

ser consumidas na forma desidratada ou utilizadas como matéria-prima para a 

criação de produtos que promovem a saúde, como geleias, xaropes, farinhas e, 

especialmente, alimentos direcionados a pessoas com diabetes (MARQUES et al., 

2020). Essa raiz tuberosa é considerada um  alimento  funcional  (AF)  devido a   

sua  composição  nutricional,  rica  em  componentes bioativos, como as fibras 

alimentares solúveis (FAS) que possuem ação probióticas, estimulando de forma 

seletiva o crescimento e a atividade de bactérias intestinais com participação dos 

FOS e da inulina, devido, a sua baixa digestibilidade no trato gastrointestinal (TGI) 

superior, (YAN et al., 2019). 

A alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus L.) é originária da América 

do Norte, e acredita-se que seja uma das mais antigas culturas cultivadas no 

hemisfério Norte. A primeira menção relatada na história sobre o cultivo da 

alcachofra de Jerusalém foi descrita pelo explorador francês Samuel de Champlain, 

quando o mesmo relatou o uso da planta por índios norte-americanos (KAYS et al., 
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2008). Morfologicamente, as plantas de alcachofra de Jerusalém possuem sistema 

radicular fibroso, constituído por raízes adventícias, onde as mesmas são formadas 

secundariamente através da degeneração da raiz primária e que não se originam a 

partir da radícula do embrião (ALLA NA et al., 2014) . Os tubérculos representam os 

principais propágulos reprodutivos e principal órgão de reserva. Esses tubérculos 

são do tipo caulinar hipógeo, onde o órgão vegetal encontra-se no solo e apresenta 

crescimento subterrâneo (KAYS et al., 2008).   

Culturas de Helianthus tuberosus possuem alto valor econômico, associado a 

seu principal carboidrato de reserva, a inulina. Sendo assim, essa planta apresenta-

se como matéria prima para a obtenção de inulina, oligofrutanos, frutose e etanol 

(BHAGIA S. et al., 2017). A essa planta, estima-se uma concetração de 

carboidrato/inulina de 16 – 20% em seus tubérculos (SOUZA, 2011). 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Isolados de Aspergillus alabamensis  

Vinte isolados de Aspergillus alabamensis foram disponibilizados pela 

Micoteca URM do Departamento de Micologia do Centro de Biociências da 

Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, Recife-PE. Os Isolados utilizados no 

presente trabalho estavam preservados sob o método de óleo mineral e  estão 

descritos na Tabela 1.  
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Tabela 1. Isolados de Aspergillus alabamensis procedentes da Micoteca URM/UFPE. 

Registro URM Espécie Procedência Ano de estoque 

1876 A. alabamensis Solo 1963 

3858 A. alabamensis Solo/ Açude meio sul 1998 

4128 A. alabamensis Rizosfera de girassol 
com 75 dias de cultivo 

1999 

4199 A. alabamensis Rizosfera de girassol 
com 50 dias de cultivo 

1999 

4347 A. alabamensis Solo 2001 

4362 A. alabamensis Solo 2001 

4658 A. alabamensis Solo 2003 

5061 A. alabamensis Solo 2005 

5093 A. alabamensis Solo 2005 

5219 A. alabamensis Solo 2006 

5222 A. alabamensis Solo 2006 

5251 A. alabamensis Rizosfera de Croton sp. 
(Euphorbiaceae) 

2006 

5254 A. alabamensis Rizosfera de Cereus sp. 
(Cactaceae) 

2006 

5255 A. alabamensis Rizosfera de Croton sp. 
(Euphorbiaceae) 

2006 

5270 A. alabamensis Rizosfera de Mimosa sp. 
(Euphorbiaceae) 

2006 

5579 A. alabamensis Sedimento do manguezal 
(Rio Pirapama) 

2007 

5864 A. alabamensis Torta de mamona 
industrial 

2008 

5961 A. alabamensis Solo de Caatinga 2009 

7000 A. alabamensis Solo de área de caatinga 
do PARNA Catimbau 

2013 

7211 A. alabamensis Solo cultivado 
contaminado pelo 

agrotóxico clorpirifós 

2015 
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3.2 Preparo do inóculo 

Os isolados de A. alabamensis foram crescidos em ágar batata dextrose e 

incubados a 30 ºC por 72 h. Os esporos foram suspensos em solução salina estéril a 

0,85% (p/v) contendo Tween 80 a 0,01% (p/v) para obter 2,0x106 esporos/mL. Para 

todos os experimentos, foram utilizados 0,5 mL desta suspensão. 

3.3 Preparo do meio de cultura alternativo 

Para a produção do meio de cultura foram utilizados tubérculos de batata yacon 

(Smallanthus sonchifolius) e de alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus L.) 

como substrato. A utilização dessas plantas, se deu, por apresentarem a inulina 

como  carboidrato de reserva presente nos tubérculos. O meio alternativo utilizado 

para produção de inulinase foi preparado de acordo com Ongen-Baysal et al., 1994, 

com modificação pela incorporação dos tubérculos citados: NH4NO3: 2,3 g, 

(NH4)2.HPO4: 3,7 g, KH2 PO4: 1,0 g, MgSO4: 0,5 g, extrato de levedura: 1,5 g, 

alcachofra de Jerusalém e batata yacon 15 g em 1000 mL de água destilada. 

3.4 Crescimento fúngico e produção de inulinase extracelular 

Os inóculos dos A. alabamenis foram adicionados a 50 mL do meio de cultura 

alternativo, contidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL e incubados  a 28 ºC, 200 

rpm por 96 h. Após a fermentação, a biomassa micelial foi separada por filtração, e o 

líquido filtrado denominado extrato bruto (EB) foi estocado em freezer a -20 °C, para 

posterior determinação de proteínas totais, atividade da inulinase e caracterização 

enzimática de todos os isolados (temperatura, pH e íons).  

3.5 Determinação de biomassa 

A biomassa micelial de A. alabamensis foi obtida por filtração (papel Whatman 

nº 1) do meio fermentado. A biomassa foi determinada após lavagem da massa 

micelial com água destilada, seca a 105 ºC por 24h e em seguida pesados, 

subtraindo o peso do papel. 

3.6 Atividade enzimática da inulinase 

O ensaio enzimático foi realizado de acordo com Kochhar et al. 

(1999). Alíquotas de 40 µL do EB foram adicionadas a 160 µL da solução de inulina 

para uma concentração final de 1% (p / v) em 0,1 M de tampão acetato de sódio (pH 
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4,8) e incubadas a 37 ºC por 5 min. Após este período, a reação foi interrompida 

pela adição de 2 mL do reagente ácido 3,5-dinitrosalicílico-DNSA (MILLER, 1959), 

sendo os açúcares redutores formados em termos de frutose. As misturas reacionais 

foram lidas em espectrofotômetro com comprimento de onda de 540 nm. Uma curva 

padrão utilizando frutose como açúcar numa concentração de 1µg a 5µg, para o 

controle, foi utilizado 40 µL de água destila e 2 mL de DNSA.  

3.7 Efeito do pH e da temperatura 

Foram utilizados diferentes tampões, para analisar a influência do pH na 

atividade enzimática. O efeito do pH na atividade da inulinase foi investigado 

incubando o EB com soluções de inulina (1% p / v) preparadas em tampão acetato 

de sódio 0,1 M variando o pH de 3,6 a 5,6 a 37 ºC. Para a análise de estabilidade, 

foram utilizados 40 µL do EB e 2 mL dos tampões com pH de 3,6; 4,0; 4,4; 4,8; 5,0; 

5,4 mantendo a temperatura já descrita acima (SOUZA-MOTTA et al., 2005).  

Foram utilizadas diferentes temperaturas para investigar a influência na  

atividade enzimática. O estudo de temperatura foi realizado submetendo o EB a uma 

solução de inulina a 1% (p/v) em tampão 0,1M  acetato de sódio pH 4,8, numa 

escala de temperatura que variou de 10 em 10 °C, que foi de  30 ºC a 100 ºC e para 

a análise de estabilidade, foram utilizados 2 mL do extrato e 2 mL da solução acetato 

de sódio 0,1M, pH 4,8 variando a temperatura de 40 ºC a 90 ºC (SOUZA-MOTTA et 

al., 2005). 

3.8 Determinação de proteína total 

A determinação de proteínas, foi realizada utilizando o método baseado na 

absorção do reagente Coomassie Brillant Blue G-250, determinada de acordo com 

Bradford (1976), que utiliza a albumina de soro bovino (BSA) como padrão de 

proteína. Foi utilizado 1,5 mL do reagente de Bradford e 50 µL do extrato enzimático, 

deixado por 5 min em temperatura ambiente e, em seguida realizada a leitura em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 595 nm. Uma curva padrão com 

BSA na concentração 0,05µg a 1µg.  

 

3.9 Efeito de íons metálicos sobre a atividade enzimática 

 Foram analisados os efeitos de diferentes íons na atividade enzimática da 

inulinase, com base em Nelson e Cox (2011): Na+Cl-, Mg²⁺SO₄²⁻, Ca²⁺2Cl⁻, K+Cℓ-, 
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Zn²⁺SO₄²⁻, Fe²⁺SO4²⁻, Ni²⁺SO₄²⁻, Mn²⁺SO4²⁻. Para realizar a atividade da enzima, foi 

utilizado 30 µL do EB com 30 µL da solução de cada íon  numa concentração de 10 

mM, acrescido de 1,0 g de inulina, incubou-se a mistura a 37 ºC por 10 min no 

escuro, em seguida a reação foi interrompida coma adição 2 mL de ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNSA). Em seguidas as soluções foram lidas em espectrofotômetro 

com comprimento de onda de 540 nm. Também foi realizado o teste controle, onde 

se utilizou 30 µL do EB e 1,0 g de inulina, incubou-se a mistura a 37 ºC por 10 min, 

em seguida a reação foi interrompida coma adição 2 mL de ácido 3,5-dinitrosalicílico 

(DNSA), para ter uma comparação da ação dos íons.  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 A relevância das enzimas em diversos processos e setores, como na indústria 

alimentícia, têxtil, farmacêutica, cosmética entre outras é um grande motivo pelo 

qual se trabalhou a produção enzimática desses isolados fúngicos. Na Tabela 2, 

observa-se a produção da inulinase pelos isolados de A. alabamensis. Com base 

nos resultados obtidos, foram selecionados os isolados URM 4199, URM 4362, URM 

4658, URM 5579, URM 7211, para as demais determinações analíticas, por 

apresentarem maiores valores de produção enzimática. 
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Tabela 2. Produção de inulinase por Aspergillus alabamensis procedentes da Micoteca 

URM/UFPE. 

Registro URM Inulinase (U/mL) 

1876 0,697 

3858 0,625 

4128 0,793 

4199 0,852 

4347 0,727 

4362 0,818 

4658 0,809 

5061 0,721 

5093 0,600 

5219 0,673 

5222 0,736 

5251 0,625 

5254 0,770 

5255 0,753 

5270 0,455 

5579 0,796 

5864 0,711 

5961 0,779 

7000 0,605 

7211 0,908 

 

O gênero Aspergillus é relevante em relação a produção de metabólitos 

secundários, apresenta alta taxa de crescimento e grande termotolerância, que 

favorece a produção de bioprodutos com alto valor agregado (GOPINATH et al., 

2013; MALDONATO, MACEDO, RODRIGUES, 2014; ZEN et al., 2014), diante disso, 

as inulinases microbianas são uma importante classe na indústria de enzimas que 

hidrolisam inulina para produzir frutose (SINGH e LOTEY, 2010 apud ABU EL-

SOUOD et al., 2014), portanto, inulinases de fungos filamentosos são usadas para 

melhorar o processo de hidrólise da inulina usado na indústria de alimentos para 

produção de álcool, acetona e butanol (LIU et al., 2010 apud ABU EL-SOUOD et al., 

2014). 
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4.1 Efeito do pH na atividade da inulinase 

O pH é uma análise importante quando se trabalha com enzima, uma vez 

que, alterando o pH do meio, pode influenciar de forma significativa a atividade 

enzimática. 

Os resultados da atividade enzimática do extrato obtido da fermentação 

submersa, com diferentes variações de pH são mostrados na Figura 4. A melhor 

atividade enzimática foi obtida em um pH de 4,8, sendo o pH de 3,6 o de menor 

atividade, para todas as amostras analisadas. Em um estudo utilizando a espécie 

Aspergillus ficuum, a inulinase produzida pela cepa apresentou estabilidade em pH 

6-8 (CHEN et al., 2009). Grauba e colaboradores (2020), afirmam que a inulinase 

produzida a partir de Aspergillus tamarii -U4 era estável em pH 5,0 a 6,0.  De acordo 

com Gisele e colaboradores (2021), diferentes microrganismos e fontes de inulinase 

podem resultar em variações do pH ótimo da enzima. Assim, a presente pesquisa 

determinou que o A. alabamensis tem como pH ótimo, o pH de 4,8. 

 

Figura 4. Efeito do pH na atividade relativa da inulinase de isolados de Aspergillus alabamensis.  

 

Nas figuras de 2 a 6, é apresentada a estabilidade da enzima ao pH, para as 

cepas selecionadas, em tempo 0, 60, 120, e 180 min. Partindo do pH ótimo 4,8 

pode-se observar que a enzima tende a manter a estabilidade, mesmo em diferentes 

condições de pH e tempo, sendo assim, a inulinase possui condições físico-químicas 

que a torna atrativa como por exemplo, sua estabilidade em valores de pH baixo 4-6 

(MAKINO, 2004). Com exceção dos isolados URM 4658 e URM 5579 que teveram 

suas estabilidades atrativas em pH 6,0 e pH 3,0  no tempo de 180 min,  todas as 

outras mantiveram sua estabilidade entorno do pH 4,8 no tempo de 180 min. Logo, a 
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inulinase conseguiu hidrolisar a inulina presente no meio ácido, mantendo assim sua 

estabilidade mesmo no tempo de 180 min. 

Figura 5. Efeito do pH na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis URM 4199 em 

diferentes tempos de incubação.                                                                  

 

 

Figura 6. Efeito do pH na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis URM 4362 em 

diferentes tempos de incubação.                                                                  

 

 

 
Figura 7.  Efeito do pH na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis URM 4658 
em diferentes tempos de incubação.                                                                  
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Figura 8. Efeito do pH na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis URM 5579 em 

diferentes tempos de incubação.                                                                  

 

 

Figura 9. Efeito do pH na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis URM 7211 em 

diferentes tempos de incubação.                                                                  
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4.2 Efeito da temperatura na atividade da inulinase 

A temperatura é um ponto muito importante a ser analisado, quando se 

trabalha com enzima, pois cada enzima apresenta uma faixa de temperatura ótima 

para o seu desempenho.  

As inulinases produzidas pelos isolados de Aspergillus alabamensis, se 

mostraram como enzima de melhor desempenho em faixa de temperatura que 

variam 60 °C de 90 ºC, como demostrado na Figura 10. Quando analisada a faixa de 

temperatura de outras inulinases produzidas por outros fungos, pode-se observar 

diferenças enquanto a sua faixa de temperatura, em contraste com os resultados 

obtidos no presente trabalho. Na literatura, mostrando que inulinases de 

Kluyveromyces marxianus são estáveis em uma faixa de temperatura de 40 e 60 °C, 

independentemente do meio de crescimento (CAZETTA et al., 2005; MAZUTTI et al., 

2010).  

A temperatura ótima da enzima exo-inulinase produzida a partir de Aspergillus 

tamarii -U4 de 60 °C (GARUBA et al., 2020),  é a mesma relatada para as inulinases 

de Aspergillus fumigatus (RAWAT et al., 2021), Aspergillus niger (GERMEC et al., 

2005) e Aspergillus tubingensis ( TRIVEDI et al., 2012).  Também foi relatado que a 

atividade máxima da exo-inulinase produzida a partir de Aspergillus niger CH-A-

2010, foi a 50 °C ( HUITRO'N et al., 2013). Já no experimento de Sharma et al. 

(2006), a temperatura ótima da inulinase de Rhizopus microsporus foi de 70 °C.  

 

Figura 10. Efeito da temperatura na atividade da inulinase de Aspergillus alabamensis URM 4199. 
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extremamente importante para a produção comercial de frutooligossacarídeos e 
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termoestabilidade também reduz o custo de produção de algumas enzimas usadas 

industrialmente, porque quantidades menores de enzima são necessárias para obter 

o produto desejado (VANDAME, et al., 1983).  

A estabilidade da enzima produzida por isolados de A. allabamensis em 

diferentes temperaturas e tempos de incubação pode ser observada nas figuras de 

11 a 15. Ao analisarmos os dados, podemos perceber que a enzima teve como 

menor ponto de estabilidade a temperatura de 40 °C em tempo zero, o que se 

repetiu em todas os isolados analisados, na medida em que a temperatura foi 

aumentando, a enzima se mostrou com a sua atividade máxima de produção de 

inulinase entre 80 – 90 °C. Outros microrganismos como Kluyveromyces spp. 

produzem inulinases com atividade máxima entre 50 e 55 °C (MAZUTTI et al., 2010), 

e Aspergillus niger  que produzem inulinases com temperaturas ótimas entre 30 e 40 

°C (KANGO, 2008). 

 

Figura 11. Efeito da temperatura na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis 

URM 4199 em diferentes tempos de incubação.                                                                  

 

 

Figura 12. Efeito da temperatura na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis 
URM 4362 em diferentes tempos de incubação.                                                                  
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Figura 13. Efeito da temperatura na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis 

URM 4658 em diferentes tempos de incubação.         

                                                          

 

 

Figura 14. Efeito da temperatura na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis 
URM 5579 em diferentes tempos de incubação.           
                                                        

0,000

10,000

20,000

30,000

40,000

50,000

60,000

4 0 ° C 6 0 ° C 8 0 ° C 9 0 °ES
TA

B
IL

ID
A

D
E 

D
A

 T
EM

P
ER

R
A

TU
R

A
U

 M
L-

1

TEMPERATURA

T0 T60' T120'

0,000

10,000

20,000

30,000

40,000

50,000

60,000

4 0 ° C 6 0 ° C 8 0 ° C 9 0 °

ES
TA

B
IL

ID
A

D
E 

D
A

 T
EM

P
ER

A
TU

R
A

U
 M

L-
1

TEMPERATURA

T0 T60' T120'



31 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efeito da temperatura na atividade específica da inulinase de Aspergillus alabamensis 

URM 7211 em diferentes tempos de incubação.                                                                  
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A presença de diferentes íons  em uma combinação entre enzima-substrato 

pode ter efeitos tanto positivos como negativos na eficácia dessa ligação. Esses íons 

têm a capacidade de atuar como inibidores ou ativadores da ligação, resultando em 

uma diminuição ou aumento na atividade enzimática. Além disso, alguns íons podem 

causar desnaturação da enzima, afetando sua estrutura espacial. Entretanto, pode 

ocorrer o aumento da atividade enzimática na presença de determinados íons, pois 

este pode agir como indutor da enzima agindo como uma espécie de cofator que 

auxilia na ligação com o substrato, o que aumenta a atividade enzimática (NELSON; 

COX, 2011). Portanto, é extremamente importante saber quais íons podem alterar a 

atividade enzimática. Assim, foram analisados a influência de alguns íons metálicos, 

na forma de sais, sendo que as atividades residuais podem ser observadas na 

tabela 3. 

Ao avaliar a atividade enzimática de A. alabamensis URM 5579, pode-se 

notar que 99% dos íons reduziram a atividade da inulinase em comparação ao 

controle. Por outro lado, ao analisar A. alabamensis URM 4362, os íons tiveram um 

papel importante, influenciando positivamente a atividade enzimática em 

comparação ao controle. 

Destaca-se entre os íons testados o íon Mn2+ (MnSO4), que majoritariamente 

aumentou a atividade enzimática em todos os isolados testados, podendo ser um 

íon de grande importância para a produção da inulinase, e isso também foi 

observado por Larissa (2018) em seu estudo com Aspergillus thermomutatus, no 

qual a maior ativação enzimática foi obtida com a adição de MnSO4. Robson (2010), 

também avaliou o efeito de íons metálicos em seu experimento de caracterização 

enzimática e constatou um aumento significativo na atividade da inulinase ao utilizar 

o MnSO4, assim como Rodríguez (2005). 

Portanto, no presente trabalho, esse o íon Mn2+ (MnSO4) foi um cofator 

importante que apresentou efeito positivo sobre a atividade da inulinase. 

 

Tabela 3. Efeito de diferentes íons metálicos na atividade enzimática da inulinase produzida 

por isolados de Aspergillus alabamensis. 

Atividade enzimática de Aspergillus alabamensis 

Íons 4199 4362 4658 5579 7211 

Controle 4,710 1,870 3,200 4,930 3,600 
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NaC 5,900 6,300 5,300 3,200 3,600 

MgSO4 5,900 6,200 5,300 2,900 3,600 

CaCl2 5,500 6,300 4,900 2,700 3,500 

KCL 5,700 6,500 5,000 3,000 3,000 

ZnSO4 6,100 5,900 4,700 3,100 3,500 

FeSO4 6,200 6,700 5,900 3,00 3,600 

NiSO₄ 6,090 5,780 5,250 3,080 3,960 

MnSO4 7,440 8,710 7,800 5,300 6,440 

 

  

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os resultados obtidos através do presente trabalho puderam demonstrar que 

a inulina presente nos tubérculos das plantas utilizadas foi essencial para o 

crescimento de Aspergillus alabamensis no meio de cultura alternativo, sendo capaz 

de induzir a produção de inulinases. Logo, é possível perceber que isolados de 

Aspergillus alabamensis são capazes de produzir inulinase, na presença do meio de 

cultura alternativo contendo tubérculos de batata yacon (Smallanthus sonchifolius) e 

de alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus L.).  

Esse estudo também traz pontos importantes, como a estabilidade da enzima 

em pH e temperatura e sensibilidade aos íons, relevantes para a indústria que 

almeja trabalhar com essa enzima. A inulinase apresenta um pH ótimo de 4,8 e uma 

temperatura ótima de 90°C antes de sua desnaturação. Também  se observa um 

aumento na atividade enzimática na presença de MnSO4, sendo um ponto a ser 

analisado no futuro para melhorar a produção da inulinase pelo A. alabamensis. Este 

é o primeiro estudo que relata a produção de inulinase pela espécie Aspergillus 

alabamensis, sendo considerado como uma nova fonte promissora na produção da 

enzima.  
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