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RESUMO 

 

RIBEIRO; Ariel Vitoria Gonçalves; M.Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2026 . Farinha de semente de goiaba (Psidium guajava) 

como substrato alternativo na produção de enzimas por Aspergillus niger . Orientador: 

Prof.ª D.Sc. Luana Pereira de Moraes. 

O crescimento do setor agroindustrial tem intensificado a geração de resíduos 

orgânicos, especialmente aqueles oriundos do processamento de frutas, cuja 

destinação inadequada causa impactos ambientais relevantes. Nesse contexto, a 

valorização desses subprodutos por meio de processos biotecnológicos surge como 

alternativa sustentável, alinhada à economia circular. A farinha de semente de goiaba 

(Psidium guajava), rica em fibras, carboidratos estruturais e compostos fenólicos, 

apresenta elevado potencial fermentativo para produção enzimática. Este estudo 

avaliou a viabilidade da farinha de semente de goiaba como substrato alternativo para 

a produção das enzimas tanase, fitase e lacase por Aspergillus niger, utilizando 

fermentação em estado sólido. A farinha foi caracterizada quanto aos parâmetros 

físico-químicos, apresentando pH 5,58, cinzas 0,20%, umidade 12,58%, lipídios 

8,98%, proteínas 10,72% e carboidratos 67,50%, confirmando sua aptidão nutricional 

e fermentativa. Foram avaliadas diferentes fontes de nitrogênio (ureia, sulfato de 

amônio e extrato de levedura), sendo selecionadas ureia e extrato de levedura para 

os ensaios de otimização conduzidos por Delineamento Composto Central Rotacional 

(DCCR). No primeiro DCCR, a farinha foi empregada entre 5 e 25 g e a ureia entre 0 

e 4 g, sob pH 5,5, 30 °C e 36 h, não havendo significância estatística para tanase e 

fitase. Em um segundo DCCR, manteve-se a farinha  entre 5 e 25 g, ampliou-se a 

ureia entre 0 e 8 g, além disso foi realizado um estudo onde substituiu-se a ureia pelo 

extrato de levedura na faixa de  0 a 6 g. Observou-se que a produção enzimática foi 

fortemente dependente da fonte e da concentração de nitrogênio, sendo o extrato de 

levedura determinante para a maximização da fitase. As maiores atividades (10 - 14 

U·g⁻¹) ocorreram em baixas concentrações de farinha associadas a cerca de 6 g de 

extrato de levedura. A tanase apresentou baixa expressividade. A lacase foi 

descartada nos primeiros ensaios, quando não foi possível detectar atividade. Conclui-

se que a farinha de semente de goiaba constitui um substrato promissor para a 

produção enzimática por Aspergillus niger, com destaque para a fitase em 
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fermentação em estado sólido, configurando-se como alternativa sustentável para a 

valorização de resíduos agroindustriais. 

Palavras-chave: Aspergillus niger; enzimas; tanase; fitase; lacase; farinha de 

semente de goiaba; fermentação em estado sólido.  
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ABSTRACT 

 

RIBEIRO; Ariel Vitoria Gonçalves; M.Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. February, 2026 . Guava seed flour (Psidium guajava) as an alternative 

substrate for enzyme production by Aspergillus niger . Advisor: D.Sc. Luana Pereira 

de Moraes. 

The expansion of the agro-industrial sector has intensified the generation of organic 

residues, particularly those derived from fruit processing, in which improper disposal 

may result in significant environmental impacts. In this context, the valorization of such 

by-products through biotechnological processes emerges as a sustainable alternative 

aligned with circular economy principles. Guava seed flour (Psidium guajava), rich in 

fibers, structural carbohydrates, and phenolic compounds, presents high fermentative 

potential for enzyme production.This study evaluated the feasibility of guava seed flour 

as an alternative substrate for the production of tannase, phytase, and laccase by 

Aspergillus niger under solid-state fermentation. The flour was physicochemically 

characterized, presenting pH 5.58, ash content of 0.20%, moisture of 12.58%, lipids of 

8.98%, proteins of 10.72%, and carbohydrates of 67.50%, confirming its nutritional 

suitability and fermentative potential. Different nitrogen sources (urea, ammonium 

sulfate, and yeast extract) were evaluated, and urea and yeast extract were selected for 

optimization assays using a Central Composite Rotational Design (CCRD). In the first 

CCRD, flour concentration ranged from 5 to 25 g and urea from 0 to 4 g, under pH 5.5, 

30 °C, and 36 h of incubation, with no statistical significance observed for tannase and 

phytase activities. In a second CCRD, flour concentration was maintained (5–25 g), urea 

concentration was expanded (0 – 8 g), and yeast extract (0 - 6 g) was included. Enzyme 

production was strongly dependent on nitrogen source and concentration, with yeast 

extract being determinant for phytase maximization. The highest activities (10 - 14 U·g⁻¹) 

were obtained at low flour concentrations associated with approximately 6 g of yeast 

extract. Tannase showed low expression, while laccase activity was not detected in the 

initial assays. It is concluded that guava seed flour is a promising substrate for enzyme 

production by Aspergillus niger, particularly for phytase under solid-state fermentation, 

representing a sustainable strategy for agro-industrial residue valorization. 

Keywords: Aspergillus niger; enzymes; tannase; phytase; laccase; guava seed flour; 

solid-state fermentation.
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1 INTRODUÇÃO 

 

O setor agroindustrial exerce papel essencial no desenvolvimento econômico 

brasileiro, porém sua expansão tem intensificado a geração de resíduos orgânicos 

provenientes do processamento de matérias-primas vegetais, especialmente nas 

indústrias de frutas (Almeida, 2025). O descarte inadequado desses resíduos pode 

causar impactos ambientais significativos, tornando necessária a adoção de 

estratégias sustentáveis para sua valorização, em consonância com os princípios da 

economia circular (Azevedo et al.,2022; Siqueira et al.,2022; Sharma et al., 2024). 

Nesse contexto, os processos biotecnológicos destacam-se por possibilitarem a 

conversão de subprodutos de baixo valor agregado em produtos de interesse 

industrial, como enzimas e compostos bioativos (Perwez et al., 2024). 

Entre as cadeias produtivas relevantes, destaca-se a da goiaba (Psidium 

guajava), cujo processamento gera grandes quantidades de resíduos sólidos, 

principalmente sementes. A farinha de semente de goiaba apresenta composição rica 

em fibras e compostos bioativos, o que a torna um substrato promissor para processos 

fermentativos (Oliveira et al., 2024). Apesar desse potencial, ainda são escassos os 

estudos que investigam sua aplicação em bioprocessos enzimáticos, especialmente 

em sistemas de fermentação em estado sólido, evidenciando a necessidade de 

aprofundamento científico nessa área.  

As enzimas desempenham papel central nesses processos, uma vez que são 

biomoléculas, majoritariamente proteicas, que atuam como catalisadores biológicos, 

acelerando reações químicas específicas sem serem consumidas durante a reação 

(Lehninger, 2011). Sua elevada eficiência catalítica está associada à redução da 

energia de ativação das reações, permitindo que processos metabólicos ocorram sob 

condições brandas de pH e temperatura, o que confere vantagens técnicas, 

econômicas e ambientais quando comparadas a catalisadores químicos 

convencionais (Guengerich, 2018). Devido a essas características, as enzimas 

apresentam ampla aplicação em diferentes setores industriais, incluindo as indústrias 

alimentícia, farmacêutica, têxtil, de bebidas, de biocombustíveis e de tratamento de 

resíduos, consolidando-se como ferramentas essenciais para o desenvolvimento de 

processos sustentáveis. 
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Entre as diferentes fontes enzimáticas, os microrganismos destacam-se como 

os principais produtores industriais, uma vez que permitem a obtenção de enzimas 

em larga escala, com maior controle das condições de cultivo e menor custo de 

produção. Fungos filamentosos, leveduras e bactérias são responsáveis pela maior 

parte das enzimas comercializadas, sendo os fungos filamentosos particularmente 

relevantes devido à sua elevada capacidade de secreção extracelular e adaptação a 

substratos complexos (Rigo et al., 2021). A utilização de microrganismos reconhecidos 

como seguros (Generally Recognized as safe – GRAS) amplia ainda mais o potencial 

de aplicação dessas enzimas em processos voltados aos setores alimentício e de 

nutrição animal (Silano et al., 2019). Dentre os microrganismos empregados em 

fermentações industriais, o fungo filamentoso Aspergillus niger destaca-se por sua 

elevada versatilidade metabólica, robustez fisiológica e expressiva capacidade de 

secreção extracelular de enzimas. Além disso, essa espécie é reconhecida como 

organismo GRAS, o que amplia suas possibilidades de aplicação nos setores 

alimentício, farmacêutico, ambiental e de nutrição animal (Nasser et al., 2003; Li et al., 

2020). Aspergillus niger é amplamente utilizado na produção de enzimas hidrolíticas 

e oxidativas, como tanase, fitase e lacase, devido à sua eficiência produtiva e 

capacidade de adaptação a diferentes substratos e condições fermentativas (Zhang 

et al., 2025). Corroborando esses achados, Juliano (2025) comprovou a eficiência de 

Aspergillus niger na produção de tanase e fitase por fermentação em estado sólido a 

partir da farinha de semente de manga e borra de café. 

A tanase (tanino acil-hidrolase) atua na degradação de taninos hidrolisáveis, 

liberando ácido gálico e glicose, sendo amplamente empregada na clarificação de 

bebidas, redução da adstringência e obtenção de compostos antioxidantes 

(Cavalcanti & Guimarães, 2018). As lacases são enzimas multicobre oxidases 

capazes de catalisar a oxidação de compostos fenólicos e aromáticos utilizando o 

oxigênio molecular como aceptor final de elétrons, apresentando aplicações 

relevantes em processos ambientais e industriais (Bail, 2020; Krut et al., 2024). A 

fitase, por sua vez, catalisa a hidrólise do ácido fítico, promovendo a liberação de 

fósforo e minerais essenciais, contribuindo para a melhoria da digestibilidade de 

nutrientes em dietas animais e para a redução da excreção de fósforo no ambiente 

(Jatuwong et al., 2020).  
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Nesse cenário, a fermentação em estado sólido (FES) destaca-se como uma 

tecnologia especialmente adequada para a produção de enzimas microbianas a partir 

de resíduos agroindustriais. Esse sistema fermentativo caracteriza-se pelo uso de 

substratos sólidos com baixo teor de umidade, mimetizando o ambiente natural de 

crescimento de fungos filamentosos e apresentando vantagens como simplicidade 

operacional, baixo consumo de água, reduzida geração de efluentes e elevada 

produtividade enzimática (Yafetto, 2022). Além disso, a FES possibilita a utilização 

direta de resíduos lignocelulósicos como substrato, contribuindo para a redução de 

custos e para a valorização de biomassas residuais.  

Diante desse contexto, tornou-se relevante investigar o potencial 

biotecnológico da farinha de semente de goiaba como substrato alternativo para a 

produção de tanase, fitase e lacase por Aspergillus niger utilizando a fermentação em 

estado sólido como estratégia de valorização de resíduos agroindustriais. A 

compreensão da influência das condições de cultivo, das fontes de nitrogênio e da 

interação entre parâmetros fermentativos sobre a produção enzimática contribui não 

apenas para o avanço do conhecimento científico, mas também para o 

desenvolvimento de processos sustentáveis, eficientes e economicamente viáveis, 

fortalecendo o aproveitamento integral da cadeia produtiva da goiaba. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 
Avaliar o potencial da farinha de semente de goiaba como substrato 

alternativo em fermentação em estado sólido por Aspergillus niger, visando à 

produção e à indução das enzimas tanase, fitase e lacase, com base na composição 

lignocelulósica e fenólica do resíduo, contribuindo para a valorização biotecnológica 

sustentável de resíduos agroindustriais. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 
• Obter a farinha de semente de goiaba a partir da moagem da semente in natura; 

• Caracterizar físico-quimicamente a farinha de semente de goiaba, 

determinando pH, umidade, teor de cinzas, lipídios, proteínas e carboidratos, a 

fim de avaliar sua aptidão nutricional e potencial fermentativo como substrato 

em fermentação em estado sólido; 

• Investigar o potencial da farinha de semente de goiaba como substrato 

alternativo para a produção de enzimas tanase, lacase e fitase por Aspergillus  

niger em fermentação em estado sólido; 

• Avaliar a influência de diferentes fontes de nitrogênio (ureia, sulfato de amônio 

e extrato de levedura) na produção enzimática; 

• Otimizar a produção de tanase e fitase através de um Delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR) considerando as variáveis: concentração de 

substrato e fonte de nitrogênio; 

• Analisar estatisticamente os modelos obtidos por meio de ANOVA, diagramas 

de Pareto, superfícies de resposta e gráficos de valores preditos versus 

observados, a fim de verificar a significância dos efeitos lineares, quadráticos e 

de interação das variáveis independentes; 

• Determinar as condições experimentais que favorecem a maximização da 

atividade enzimática, com destaque para a produção de fitase, e discutir a baixa 

expressividade da tanase nas condições avaliadas; 
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• Analisar a viabilidade do aproveitamento da farinha de semente de goiaba 

como matéria-prima em processos biotecnológicos, contribuindo para 

valorização sustentável de resíduos da cadeia frutícola. 
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3  REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Valorização de resíduos agroindustriais 

 
O setor agroindustrial desempenha um papel fundamental no processamento 

de produtos e matérias-primas provenientes da agropecuária (Gov,2021), contribuindo 

com aproximadamente 5,9% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro (Embrapa, 

2025). No entanto, é também o principal gerador de resíduos orgânicos no país (Vaz, 

2022). Dentre os segmentos que mais produzem resíduos, destaca-se a indústria de 

sucos e polpas, responsável por cerca de 40% de todo o resíduo agroindustrial 

(Nascimento e Franco, 2015). 

Esses resíduos (compostos majoritariamente por cascas, sementes e 

bagaços) são frequentemente descartados como lixo orgânico, o que representa um 

risco ambiental, pois o descarte inadequado pode levar à contaminação do solo e da 

água (Sharma et al.,2024). Para mitigar esses impactos e agregar valor a esses 

resíduos, diferentes estratégias de reaproveitamento vêm sendo estudadas, como 

tratamentos hidrotérmicos, enzimáticos, extração com solventes e a aplicação de 

microrganismos classificados como GRAS (Generally Recognized As Safe) (Gaur et 

al., 2024). Essas abordagens apresentam amplo potencial de uso em diversas áreas 

industriais, incluindo setores alimentícios, cosméticos, farmacêuticos, tratamento de 

efluentes, produções de rações e processos biotecnológicos (Gusmeroti et al., 2018) 

A compostagem é o método mais amplamente utilizado e comprovadamente 

eficiente para o reaproveitamento de resíduos orgânicos, resultando na produção de 

um adubo natural de alta qualidade (Gimenez et al., 2024). Contudo, seu custo-

benefício muitas vezes limita a adoção dessa prática na agricultura familiar e em 

pequenos estabelecimentos, comprometendo seu potencial como estratégia eficaz na 

redução de resíduos (Ceregatti, 2022). Portanto, são necessárias outras pesquisas 

acerca da transformação de resíduos. 

Ceregatti (2022) estudou a valorização de resíduos agroindustriais na forma 

de produtos com alto valor nutricional para implementação em produtos alimentícios.  

Souza e colaboradores (2024) investigaram a utilização de resíduos 

agroindustriais como subprodutos para a produção de proteases coagulantes do leite 
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por Trichoderma sp., isolado do cerrado piauiense. Foram testados resíduos como 

casca de arroz, casca de mandioca, casca de laranja, sabugo de milho e farelo de 

soja. Dentre esses, o farelo de soja, a casca de laranja e a casca de mandioca 

destacaram-se pela eficiência na produção de proteases, sendo a casca de mandioca 

especialmente eficaz na produção de proteases coagulantes do leite. 

Barbosa (2024) realizou um estudo sobre resíduos agroindustriais de banana 

aplicados a geração de biocombustíveis, avaliando o efeito do pré-tratamento térmico 

combinado com hidrólise ácida. A autora observou que o gênero Clostridium 

apresentou excelente desempenho tanto na hidrólise quanto na produção de 

hidrogênio, enquanto o gênero Methanothrix mostrou-se eficiente no processamento 

de resíduos pré-tratados e na geração de metano. Concluiu-se que os pré-tratamentos 

ácido e térmico aumentaram a produção de açúcares, podendo ser aplicados a 

resíduos agroindustriais para potencializar a geração de biogás. 

No estudo realizado por Teixeira et al. (2023), os autores investigaram a 

hidrólise enzimática de resíduos lignocelulósicos e a caracterização bromatológica 

desses materiais com potencial uso na formulação de rações animais. Foram 

avaliadas a casca de soja, a palha e a espiga de milho, utilizando celulase e pectinase 

comerciais e não comerciais. Os resultados demonstraram que as enzimas comerciais 

alcançaram 7,26% e 30% da eficiência de hidrólise obtida com as enzimas comerciais 

nos mesmos substratos. Observou-se ainda que o pré-tratamento com 7,5% de NaOH 

e o uso de partículas com tamanho de 0,5 mm aumentaram significativamente a taxa 

de hidrólise da casca de soja, da palha e da espiga de milho, independente do tipo de 

enzima utilizada. Em relação às características bromatológicas, o estudo concluiu que 

a casca de soja hidrolisada com celulase e pectinase comerciais apresenta elevado 

potencial para aplicação em larga escala na produção de ração animal.  

Teles (2025) realizou um estudo bibliográfico sobre o uso de resíduos 

agroindustriais como subprodutos na fermentação em estado sólido para a produção 

de enzimas. O autor destaca que essa abordagem representa uma alternativa 

biotecnológica promissora, capaz de agregar alto valor aos resíduos, contribuindo 

para o aproveitamento sustentável desses materiais. 

Diante desse panorama, os resíduos agroindustriais têm se consolidado como 

matérias-primas promissoras para o desenvolvimento de bioprocessos sustentáveis, 
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especialmente no campo da biotecnologia (Shokrollahi et al. 2024). A aplicação de 

tecnologias como a hidrólise enzimática, fermentações microbianas e pré-tratamentos 

físico-químicos tem possibilitado a conversão eficiente desses materiais em produtos 

de alto valor agregado, como enzimas industriais, biofertilizantes, ácidos orgânicos, 

biocombustíveis e compostos bioativos (Greses et al., 2020). 

Tais abordagens biotecnológicas não apenas favorecem o reaproveitamento 

racional dos resíduos, como também promovem a inovação em diversos setores 

industriais diversos, contribuindo para uma economia circular e de baixo impacto 

ambiental (Joshi et al. 2022). A utilização de microrganismos GRAS, por exemplo, tem 

se mostrado uma alternativa viável e segura para transformar substratos 

lignocelulósicos em insumos biotecnológicos com aplicabilidade na indústria de 

alimentos, farmacêutica, cosmética e na produção de rações (Chen et al. 2025). 

Nesse contexto, destaca-se a importância de caracterizar adequadamente os 

resíduos quanto à sua composição físico-química e potencial fermentativo, a fim de 

otimizar os parâmetros de bioconversão (Martin e Castro, 2024). Resíduos como a 

farinha de semente de goiaba, rica em fibras e compostos fenólicos, apresentam 

grande potencial para serem utilizados como substrato em processos fermentativos 

conduzidos por microrganismos selecionados, visando à obtenção de enzimas, 

antioxidantes naturais ou outros metabólitos de interesse industrial (Araújo et al, 

2024). Portanto, aprofundar os estudos sobre a caracterização e a aplicação 

biotecnológica desses resíduos torna-se essencial para o desenvolvimento de 

soluções sustentáveis e inovadoras no setor agroindustrial. 

 

3.2 Farinha de semente de goiaba  

 
O Brasil destaca-se como terceiro maior produtor mundial de frutas, com 

aproximadamente 45 milhões de toneladas por ano, sendo a maior parte dessa 

produção destinada ao consumo interno (Embrapa, 2025).  A safra de 2023 produziu 

58 milhões de toneladas. O rendimento (toneladas por hectare) aumentou de forma 

constante, passando de aproximadamente 12 t/ha em 1974 para cerca de 18 t/ha em 

2023, e gerou uma receita de R$ 76,1 bilhões (IBGE,2024). 
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Entre as principais frutas cultivadas no país, a goiabeira (Psidium guajava L.), 

fruta tropical nativa da América do Sul, tem se destacado. A produção brasileira da 

goiaba apresentou aumento de 49% entre os anos de 2019 e 2023, resultando em 

uma receita de R$1,3 bilhão (IBGE, 2024). No ano de 2024 a produção brasileira 

chegou a 557.225 Toneladas em uma área de 22.987 Hectares, sendo os Estados de 

Pernambuco, São Paulo e Paraná os principais produtores (IBGE, 2025). 

Comparada a outras frutas tropicais, a goiaba se sobressai por suas 

qualidades nutricionais e pela versatilidade em diferentes formas de preparo (Oliveira 

et al., 2024). Embora muito apreciada in natura, a fruta é altamente perecível, sendo 

suscetível a danos mecânicos e a deterioração microbiológica, o que limita sua vida 

útil como fruta de mesa (Galeno, Vinha & Maestri, 2024). 

O processamento da goiaba é uma alternativa viável para reduzir perdas pós-

colheita, estender seu consumo além da safra e agregar valor ao produto (Galeno, 

Vinha & Maestri, 2024). A partir desse processamento são produzidos polpas, néctar, 

sucos, doces, geleias e sorvetes. No entanto, esse processo gera uma quantidade 

significativa de resíduos, incluindo cascas, sementes e restos de polpa estimando-se 

que estes resíduos representam cerca de 25% a 30% do peso total da fruta (Farias et 

al., 2020). 

Esses resíduos são fontes de polissacarídeos, lipídios, minerais, vitaminas, 

compostos fenólicos, carotenoides e fibras alimentares (Oliveira, 2024), o que os torna 

promissores como subprodutos para diversos fins industriais. Na tabela 1 são 

apresentados os valores de composição química da farinha semente de goiaba (FSG). 
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Tabela 1: Composição química da farinha de semente de goiaba (FSG) de acordo com a 
literatura. 

Nutrientes FSG* 

Matéria seca (%) 90,83 
Proteína bruta (%) 10,35 
Matéria mineral (%) 3,37 
Cálcio (%) 0,06 
Fósforo total (%) 0,11 
Extrato etéreo (%) 11,71 
Fibra Bruta (%) 55,62  
Fibra em detergente neutro (%) 72,99 
Fibra em detergente ácido (%) 58,30 
Hemicelulose (%) 14,69 
Lignina (%) 24,53 
Pectina (%) 4,61 
Carboidratos totais (%) 76,65 
Carboidratos não fibrosos (%) 2,18 
Energia bruta (kcal/kg) 5181 
Energia digestível (kcal/kg) 1740 
Energia metabolizável (kcal/kg) 1708 
Lisina digestível (%) 1,56 
Metionina + Cistina digestível (%) 4,60 
Treonina Digestível (%) 2,17 

FSG: Farinha de semente de goiaba. 
Adaptado de Silva et al. (2009); Lira et al. (2011); Lima de Sá (2018) * Valores em Matéria 
Natural (MN). 
 

Estudos têm demonstrado o potencial desses resíduos. Costa (2024) 

investigou a inclusão da farinha de semente de goiaba na formulação de pães doces. 

Roberto et al. (2015) avaliaram a qualidade nutricional de barras de cereais contendo 

cascas e sementes de goiaba. Silveira et al. (2016) utilizaram farinha de semente de 

goiaba na produção de biscoitos, e Souza et al. (2020) desenvolveram materiais 

encapsulantes a partir do mesmo resíduo. 

No setor cosmético, De Pina et al. (2023) demonstraram a eficácia do pó de 

semente de goiaba como componente esfoliante na fabricação de sabonetes. Já na 

área de nutrição animal, Gonçalves (2021) avaliou a inclusão da farinha de semente 

de goiaba na dieta de leitões em fase de creche e observou não apenas a ausência 

de efeitos negativos no desempenho dos animais, como também a inibição da 

ocorrência de diarreia- condição comum nesse período. 

Além disso, Dos Santos (2021) explorou o uso das sementes de goiaba e cajá 

na produção de fotocatalisadores à base de óxido de ferro, com aplicação na 
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degradação de corantes. A pesquisa concluiu que a combinação dos dois resíduos 

promoveu melhores resultados catalíticos, destacando seu potencial tecnológico. 

Os estudos realizados por Sousa e colaboradores (2021) observaram o 

aumento do teor proteico da farinha de semente de goiaba por meio da fermentação 

semissólida com o uso da levedura Saccharomyces cerevisiae. 

Pereira et al. (2023) realizaram a produção de xilooligossacarídeos por meio 

de hidrólise ácida diluída a partir de resíduos agroindustriais, utilizando casca de 

banana, bagaço de laranja e bagaço de goiaba como matérias-primas. 

 

3.3 Enzimas 

 
As enzimas são biomoléculas, majoritariamente proteínas, que atuam como 

catalisadores biológicos, ou seja, aumentam a velocidade das reações químicas sem 

serem consumidas nelas (Lehninger, 2002). Essas moléculas são essenciais para 

processos metabólicos em organismos vivos, atuando em reações que, sem sua 

presença, ocorreriam de forma extremante lenta ou inviável em condições fisiológicas 

(Guengerich,2018).  

A estrutura enzimática é classificada em diferentes níveis organizacionais, 

iniciando-se pela sequência linear de aminoácidos formada por aminoácidos unidos 

por ligações peptídicas. Essa sequência é responsável por definir as interações 

químicas que ocorrerão no enovelamento da proteína (Dods, 2020). A estrutura 

secundária é caracterizada por arranjos regulares da cadeia polipeptídica, como as α-

hélices e as folhas β-pregueadas, que são estabilizados por ligações de hidrogênio 

entre os átomos do esqueleto peptídico (Song et al., 2018). Já a estrutura terciária 

refere-se à conformação tridimensional global da enzima, resultante do enovelamento 

das estruturas secundárias. Ela é estabilizada por diferentes tipos de interações, entre 

eles a ponte de hidrogênio, interações hidrofóbicas, ligações iônicas e pontes de 

dissulfeto (Haim, 2021). É a estrutura terciária que determinará a formação do sítio 

ativo, região específica responsável pela ligação ao substrato e pela catálise (Smith, 

2008). Em alguns casos, pode haver a estrutura quaternária, essa organização 

envolve a interação entre subunidades proteicas, podendo ser essencial para a 

atividade catalítica ou regulação alostérica da enzima (Jião, 2017). 
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O sítio ativo é a região da enzima responsável pela ligação com o substrato 

durante as reações químicas. Essa interação ocorre devido à proximidade e à 

complementaridade estrutural entre a enzima e o substrato, permitindo um encaixe 

preciso entre ambas as moléculas. Essa característica estrutural é o que confere alta 

especificidade às enzimas, ou seja, elas só atuam sobre determinados subprodutos, 

não se ligando quimicamente a qualquer composto (Santiago, 2018). 

A classificação das enzimas foi estabelecida pela Comissão de Enzimas da 

União Internacional de Bioquímica e Biologia celular, que as organizou em seis grupos 

principais, de acordo com o tipo de reação química que catalisam: (I) Oxirredutases; 

(II) Transferases; (III) Hidrolases; (IV) Liases; (V) Isomerases e (VI) Ligases. Essa 

categorização considera o mecanismo de ação de cada enzima e tipo específico de 

reação em que está envolvida (Pacheco & Mendes, 2021). 

As enzimas possuem ampla aplicação em diversos setores industriais, 

destacando-se: indústria alimentícia; têxtil; fabricação de detergentes; indústria 

farmacêutica; setor de bebidas; produção de biocombustíveis; síntese de compostos 

orgânicos e engenharia genética, dentre outros (Contesini, Melo & Sato 2018). 

Estudos têm comprovado a eficácia da utilização de enzimas em diversos 

setores industriais. No setor de bebidas, Lourenço (2022) avaliou a aplicação de 

enzimas no processo de fabricação de cervejas. Conto e colaboradores (2025), por 

sua vez, realizaram uma comparação físico-química entre cervejas do tipo American 

Pale Ale, com e sem adição de enzima clarificante, com objetivo de reduzir o teor de 

glúten. Em sua conclusão, a autora relata que houve diferenças significativas nos 

parâmetros físico-químicos e uma redução efetiva do glúten na amostra com adição 

enzimática. 

Cavalcante et al. (2021) investigaram o uso de lipases imobilizadas na 

indústria farmacêutica, com propósito de demonstrar o avanço na síntese de 

derivados farmacológicos por meio da biocatálise. Ao final do estudo, os autores 

destacam a importância crescente dos processos biocatalíticos como alternativa 

sustentável e eficiente para produção de fármacos. 

Na indústria alimentícia, Tomaz (2023) abordou, em sua revisão, a utilização 

de proteases, enfatizando seu papel na modificação de proteínas e melhoria das 

características sensoriais dos alimentos. Oliveira (2022) realizou um levantamento 
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sobre o uso de enzimas nos processos da indústria têxtil, evidenciando sua 

contribuição na redução de impactos ambientais e no aumento da eficiência produtiva. 

Já, Pavan (2024), em seu estudo, apresentou as enzimas como uma alternativa viável 

para o refinamento e branqueamento da celulose, propondo sua aplicação como uma 

estratégia sustentável em substituição a métodos químicos convencionais. 

Dessa forma, observa-se que a aplicação de enzimas tem se mostrado 

vantajosa em distintos segmentos industriais, promovendo não apenas ganhos em 

eficiência, mas também contribuindo para a sustentabilidade dos processos 

produtivos. A contínua pesquisa e desenvolvimento nessa área reforçam o potencial 

das enzimas como ferramentas-chave na inovação tecnológica e na transição para 

uma economia mais verde.  

 

3.4 Enzimas microbianas 

 
As enzimas microbianas são produzidas durante o metabolismo primário ou 

secundário de fungos e bactérias ao longo do crescimento celular. Os principais 

microrganismos produtores pertencem ao grupo das leveduras e fungos filamentosos, 

sendo que apenas cerca de 30% dessas enzimas são obtidas a partir de bactérias 

(Rigo et al., 2021). 

Essas enzimas têm desempenhado um papel central em múltiplas áreas, 

incluindo aplicações industriais, ambientais e biomédicas, devido a sua elevada 

especificidade catalítica, eficiência e possibilidade de produção em larga escala 

(Singh & Bajaj, 2017). 

Para que um microrganismo seja considerado adequado à produção de 

enzimas de interesse biotecnológico, alguns requisitos devem ser atendidos. Do ponto 

de vista da biossegurança, o organismo deve apresentar o status de GRAS (Generally 

Recognized As Safe), além de possuir alta capacidade de síntese e secreção 

enzimática (Silano et al, 2019). Adicionalmente é desejável a resistência a condições 

ambientais adversas e tolerância a substâncias potencialmente tóxicas produzidas 

pelo próprio metabolismo (EMBRAPA, 2015). 
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3.4.1 Aplicações biotecnológicas de Aspergillus niger na síntese enzimática 

 
O Reino Fungi compreende organismos eucarióticos, heterotróficos e 

aclorofilados, amplamente distribuídos em ambientes terrestres e aquáticos 

(Spatafora et al., 2017; Corbu et al., 2023). Tais organismos desempenham funções 

ecológicas essenciais, como a decomposição da matéria orgânica, fundamental para 

o ciclo do carbono, e a formação de simbioses com plantas e animais, que contribuem 

para a manutenção do equilíbrio ecológico (Corbu et al., 2023). Uma característica 

distintiva é a presença de parede celular composta predominantemente de quitina, o 

que os diferencia dos vegetais, cuja parede é formada principalmente por celulose 

(Naranjo-Ortiz et al., 2019). 

Entre os gêneros fúngicos de maior relevância científica e tecnológica, 

destaca-se o Aspergillus, amplamente estudado devido à sua importância ecológica, 

industrial e clínica (Mohamed, 2021). Esse gênero é classificado como anamórfico, 

pertencente à família Trichocomaceae, e apresenta reprodução predominantemente 

assexuada, caracterizada pela formação de fiálides que originam cadeias de conídios, 

estruturas fundamentais para dispersão e colonização de diferentes substratos (Silva 

et al., 2015). 

Dentre as espécies descritas, Aspergillus niger é uma das mais 

representativas. A caracterização morfológica desta espécie, baseada em chaves 

taxonômicas de Raper & Fennell (1965), descreve-a como filamentos, com conídios 

de coloração marrom escura a negra, conidióforos hialinos e vesículas globosas, 

podendo apresentar arranjos unisseriados ou bisseriados (Silva et al, 2011). Essas 

características permitem sua identificação e diferenciação em estudos taxonômicos 

aplicados. 

Sob a perspectiva de biossegurança, Aspergillus niger é uma das poucas 

espécies de fungos reconhecidas pelo status de GRAS (Generally Regarded As Safe) 

concedido pela Food and Drug Administration (FDA), devido à sua baixa toxicidade 

(Nasser et al., 2003). Essa classificação reforça sua segurança de uso e amplia suas 

possibilidades de exploração em processos industriais e biotecnológicos. De acordo 

com Li et al. 2020 e Zhang et al.,2025, o Aspergillus niger apresenta aplicações que 

incluem a produção de enzimas (amilases, proteases, fitases), a síntese de ácidos 

orgânicos (como ácido cítrico e o ácido glicônico), bem como sua utilização em 
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processos de biorremediação e no desenvolvimento de produtos alimentícios e 

farmacêuticos. 

Diversos estudos recentes evidenciam a versatilidade biotecnológica do 

Aspergillus niger. Latif et al. (2025) realizaram um levantamento bibliográfico sobre a 

utilização dessa espécie na produção de ácido cítrico, destacando seu papel central 

como microrganismo mais explorado industrialmente para esse fim. De forma 

experimental, West (2023) avaliou a produção de ácido cítrico a partir da fermentação 

em estado sólido de coprodutos do processamento agrícola. O autor observou que 

resíduos provenientes de frutas apresentam maior eficiência na produção em 

comparação aos derivados de cereais, concluindo que quanto maior o teor de 

açúcares do substrato, maior a produtividade do ácido cítrico. 

Além da produção de ácidos orgânicos, o Aspergillus niger tem se mostrado 

relevante na síntese enzimática e em processos de biorremediação. Safdar et al. 

(2024) estudaram a biodegradação de plásticos sintéticos a partir de lipases 

extracelulares produzidas pelo fungo em fermentação sólida, utilizando farelo de trigo 

como substrato. Os autores verificaram que as enzimas apresentaram atividade 

degradativa frente a polímeros de elevada recalcitrância, como polietileno, 

politereftalato de etileno (PET) e poliestireno. Santos et al. (2023) otimizaram a 

produção de lipases por fermentação submersa em óleo de fritura residual, obtendo 

condições ótimas em pH 2, com 1,5% (v/v) de óleo e 24 horas de cultivo, o que resultou 

em uma atividade enzimática de 141,90 U/mL. 

Xavier et al. (2024) avaliaram a viabilidade de Aspergillus niger na produção 

de enzimas pectinolíticas utilizando resíduos de cebola e casca de maçã como 

substratos, demonstrando o potencial desses subprodutos agroindustriais como 

fontes alternativas de carbono. De forma semelhante, Juliano (2025) empregou 

resíduos de manga e borra de café para a produção de tanase e fitase por 

fermentação em estado sólido com Aspergillus niger, reforçando a relevância da 

utilização de resíduos agroindustriais como estratégia sustentável para a obtenção de 

enzimas de interesse industrial. 

A utilização de Aspergillus niger também sendo explorada na nutrição animal. 

Sousa et al. (2019) avaliaram a inclusão da biomassa seca do fungo em rações 

extrusadas para Tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), testando diferentes níveis de 
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adição (2%, 4% e 8%). Os resultados mostram que a inclusão de 4% foi a mais 

eficiente, proporcionando melhora significativa na conversão alimentar, ganho de peso 

e peso final dos peixes. 

No tratamento de efluentes, Zareh et al. (2022) analisaram o uso da biomassa 

seca do Aspergillus niger como biossorvente na remoção de ferro de águas residuais, 

concluindo que a concentração de 4g/100 mL foi eficaz na redução do metal, 

confirmando seu potencial como alternativa sustentável em processos de 

descontaminação. 

Dessa forma, o gênero Aspergillus, em especial o Aspergillus niger, consolida-

se como um fungo filamentoso de elevada importância científica, tecnológica e 

industrial. O reconhecimento de sua segurança (GRAS), aliado à ampla versatilidade 

metabólica, fundamenta seu expressivo potencial de aplicação em distintas áreas da 

biotecnologia, incluindo a produção de metabólitos de interesse industrial, bem como 

o desenvolvimento de estratégias avançadas de biorremediação e suplementação 

nutricional.  

 

3.4.2 Processos biotecnológicos aplicados à produção de tanase por 

Aspergillus niger 

 
A tanase é uma enzima versátil com ampla aplicação industrial, destacando-

se pela degradação eficiente e seletiva de taninos. Produzida por microrganismos, 

apresenta alta produtividade, estabilidade e facilidade de manipulação, sendo 

empregada em alimentos, bebidas, rações, produtos farmacêuticos e tratamento de 

resíduos vegetais, consolidando-se como ferramenta promissora para processos 

biotecnológicos sustentáveis e eficientes. 

A tanase, ou tanino acil-hidrolase, é uma enzima hidrolítica que degrada 

taninos hidrolisáveis, liberando ácido gálico e glicose. Pode ser obtida de fontes 

vegetais, animais e microbianas, sendo as microbianas as mais utilizadas em 

biotecnologia devido a maior estabilidade, facilidade de cultivo e rendimento, 

produzidas principalmente por leveduras, fungos e bactérias em diferentes sistemas 

de fermentação (Chávez-González, 2012; Cavalcanti e Guimarães, 2018; Saad et al., 

2023; Shah et al., 2023). 
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A tanase tem despertado interesse por suas aplicações biotecnológicas nos 

setores alimentício, farmacêutico e ambiental, destacando-se na produção de ácido 

gálico a partir da hidrólise de ácido tânico. O ácido gálico, por sua vez, é amplamente 

utilizado na indústria farmacêutica, como reagente químico na síntese de propil galato, 

e apresenta atividade antioxidante, contribuindo para a estabilidade de corantes 

naturais em alimentos (Cavalcanti, 2021).  

A estrutura da tanase varia de acordo com sua origem, sendo geralmente uma 

glicoproteína composta por cadeias polipeptídicas globulares (Rivas, 2018). Sua 

produção ideal ocorre entre 30ºC e 50ºC, com pH na faixa de 5,5 e 6,5 (Kushwaha, 

2025). Durante o processo de produção, o ácido tânico atua como indutor da síntese 

enzimática e como fonte alternativa de carbono (De Lima, 2022). Fontes de nitrogênio, 

tanto inorgânicas (nitrato de sódio e sulfato de amônio) quanto orgânicas (como 

peptona), são utilizadas para promover o crescimento microbiano e aumentar a 

atividade da enzima (Battestin, 2007). 

Jesus Martins e colaboradores (2021) fizeram a seleção e avaliação da 

produção de tanase por fungos filamentosos em fermentação submersa utilizando 

resíduos agrícolas. Os autores isolaram 40 espécies fúngicas, entre elas 8 se 

destacaram na produção da enzima em meio sólido. Após alguns testes de 

otimização, a atividade máxima encontrada foi de 20,43 U/mL em meio com casca de 

banana e 3% de ácido tânico no período de cinco dias de fermentação a 30ºC 

utilizando Aspergillus sp. 

Cavalcanti (2021) comparou a atividade da tanase produzida por diferentes 

espécies do gênero Aspergillus. A enzima solúvel obtida de Aspergillus niger 

apresentou maior atividade a 60 °C, enquanto a forma seca com lactose teve pico a 

50 °C. Formulações secas com β-ciclodextrina e maltodextrina apresentaram boa 

atividade entre 30 °C e 50 °C. Contudo, temperaturas acima de 70 °C resultaram em 

queda acentuada ou até inibição da atividade enzimática. Quanto ao pH, a enzima 

demonstrou atuar eficientemente em uma faixa estreita: pH 5 para as formas solúvel 

e seca com β-ciclodextrina e lactose, e pH 6 para a enzima seca com maltodextrina. 

No mesmo estudo, foi avaliada a viabilidade do uso da tanase seca na 

alimentação animal, após um ano de armazenamento a 28 °C e 4 °C. As espécies 

Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius foram aplicadas em 
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substratos como farinha de sorgo, ração para peixes e bagaço de uva. Aspergillus 

ochraceus apresentou as maiores taxas de redução de taninos: 95% na ração de 

peixe, 94% no bagaço de uva e 90% na farinha de sorgo. Aspergillus niger demonstrou 

redução constante de 90% em todos os substratos, enquanto Aspergillus carbonarius 

obteve os menores índices de redução: 48% na farinha de sorgo, 70% no bagaço de 

uva e 90% na ração de peixe. 

Gouveia et al. (2022) investigaram a aplicação da tanase de Aspergillus 

tamarii URM 7115 em suco de caju integral, observando redução da adstringência, 

aumento da atividade antioxidante, menor turvação e manutenção das propriedades 

físico-químicas e nutricionais. Ferreira (2008) avaliou a especificidade da tanase de 

Paecilomyces variotti e sua aplicação na biotransformação de polifenóis do suco de 

laranja. Nos chás, a tanase é usada para manter a qualidade sensorial da bebida, 

realçar o sabor, padronizar a coloração e melhorar a extração dos compostos bioativos 

(Martins et al., 2021). Na fabricação de cervejas, a enzima é aplicada para reduzir os 

taninos que causam turbidez, resultando em um produto mais límpido e de melhor 

qualidade (Belmares et al., 2004). 

 

3.4.3 Processos biotecnológicos aplicados à produção de lacase por 

Aspergillus niger 

 
A lacase é uma enzima estratégica na biotecnologia ambiental, industrial e 

agrícola, devido à sua estabilidade, ampla especificidade e eficiência catalítica. Ela 

atua na modificação de resíduos lignocelulósicos, facilitando a liberação de açúcares 

fermentescíveis e metabólitos de interesse, contribuindo para a otimização de 

bioprocessos, valorização de resíduos agroindustriais e promoção da economia 

circular. (Pham et al., 2024) 

As lacases constituem um grupo de enzimas multicobre oxidases amplamente 

produzidas por fungos, bactérias, insetos e plantas superiores (Bail, 2020). Sua 

atividade catalítica consiste na oxidação de compostos fenólicos e aromáticos 

utilizando oxigênio molecular como aceptor final de elétrons, gerando água como 

subproduto (Krut et al., 2024). Essa versatilidade metabólica confere a lacase um 

papel central em processos de degradação da lignina, detoxificação de compostos 
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aromáticos e mecanismos de defesa oxidativa dos organismos produtores (Kato et 

al.,2024). 

Em fungos filamentosos, especialmente do gênero Aspergillus, a lacase 

desempenha função de deslignificação de resíduos lignocelulósicos (Loi et al, 2021). 

Ao oxidar estruturas fenólicas, a enzima promove a abertura parcial da matriz lignina-

celulose, facilitando a liberação de carboidratos estruturais que podem ser convertidos 

em enzimas, ácidos orgânicos ou compostos bioativos durante a fermentação (Loi et 

al. 2021; Khaswal et al., 2024).  

Um levantamento bibliográfico realizado por Cruz et al. (2024) identificou que 

fungos dos gêneros Trametes e Pleurotus são amplamente empregados na produção 

de lacase por fermentação submersa, embora a fermentação em estado sólido venha 

se mostrando uma alternativa promissora para a obtenção dessa enzima. 

Vasudhevan et al. (2024) avaliaram a produção de lacase por fermentação em 

estado sólido de resíduos agroindustriais, utilizando o fungo Aspergillus oryzae, 

demonstrando a viabilidade dessa estratégia como rota sustentável para a obtenção 

enzimática. 

Por sua vez, Huang et al. (2024) investigaram a expressão heteróloga da 

lacase de Cerrena unicolor em Aspergillus niger, sendo pioneiros na produção 

funcional dessa enzima nesse hospedeiro fúngico, o que amplia as possibilidades de 

aplicação biotecnológica e escalonamento industrial. 

Na indústria, a lacase é reconhecida como uma das enzimas mais 

promissoras devido à sua capacidade de degradar uma ampla variedade de 

substratos, incluindo fenóis, corantes, metais pesados complexados, pesticidas e 

fármacos (Braz, 2023). Além de sua atuação em bioprocessos ambientais, a enzima 

possui aplicações consolidadas no branqueamento de polpa de papel, modificação de 

fibras têxteis, estabilização de bebidas e desenvolvimento de biossensores (Pavan, 

2024), evidenciando seu elevado potencial biotecnológico. 

Quando aplicada a resíduos agroindustriais, a lacase apresenta relevância 

ainda mais expressiva. Cascas, sementes e bagaços possuem matriz lignocelulósica 

rica em lignina e compostos fenólicos, fatores que limitam a acessibilidade enzimática 

e reduzem a digestibilidade da biomassa, tanto para fermentações quanto para 

aplicações nutricionais (Fernandes, 2021). A ação de microrganismos produtores de 
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lacase, como Aspergillus spp., favorece a bioconversão dessas biomassas ao 

promover a ruptura de estruturas poliméricas, reduzir compostos antinutricionais e 

liberar nutrientes essenciais (Sidar et al., 2024). Como consequência, há melhora no 

valor nutricional e funcional dos ingredientes obtidos, refletindo em maior 

aplicabilidade em produtos alimentícios e formulações para nutrição animal (Martin et 

al., 2022; Sadh et al., 2025).  

No contexto das biorrefinarias, a lacase tem sido apontada como alternativa 

ecoeficiente para o pré-tratamento de biomassa lignocelulósica, substituindo métodos 

físico-químicos mais agressivos e energeticamente intensivos (Suryadi et al., 2022). 

Seu emprego favorece a extração de compostos bioativos, como polifenóis 

antioxidantes, e facilita etapas subsequentes de hidrólise enzimática e fermentação 

(Giacobbe et al., 2020). 

Estudos recentes reforçam a aplicabilidade dessa enzima. Correa, Fisher e 

Marques (2022) demonstraram a eficácia da lacase no tratamento de efluentes 

oriundos do beneficiamento de gemas, enquanto Dos Santos et al. (2022), ao 

avaliarem sete linhagens fúngicas em fermentação em estado sólido, identificaram 

Aspergillus serratalhadensis URM 79/18 como a de maior produção enzimática. 

Golveia et al. (2021) também confirmaram a viabilidade de resíduos agroindustriais 

como indutores naturais de lacase, evidenciando o potencial de biomassas 

lignocelulósicas na produção dessa enzima. 

 

3.4.4 Processos biotecnológicos aplicados à produção de fitase por 

Aspergillus niger 

 
As fitases, também denominadas mio-inositol hexaquisfosfato 

fosfohidrolases, são enzimas responsáveis pela hidrólise do fitato, promovendo a 

liberação sequencial de mio-inositol penta-, tetra-, tri-, di- e monofosfatos, além de 

fosfato inorgânico, fósforo e outros minerais essenciais (Jatuwong et al., 2020). 

A classificação dessas enzimas pode ser realizada segundo diferentes 

critérios. Quanto ao pH ótimo de atuação, distinguem-se as fitases ácidas, 

encontradas predominantemente em fungos, e as fitases alcalinas, produzidas 

principalmente por bactérias (Singh et al., 2023). Outra forma de classificação baseia-

se na posição de ataque no anel do inositol, originando as 3-, 4-, 5- e 6-fitases, cada 
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uma responsável pela formação de diferentes isômeros de inositol fosfato a partir da 

desfosforilação do ácido fítico (Simas, 2023). 

A produção de fitases pode ocorrer a partir de substratos de origem animal ou 

vegetal; entretanto, microrganismos fúngicos são considerados mais eficientes, uma 

vez que apresentam maior estabilidade e ampla faixa de atuação em diferentes 

condições de pH (Bloot et al., 2021). Nos fungos leveduriformes, a produção ocorre, 

em geral, por fermentação submersa, utilizando fontes simples de carbono, como 

glicose e maltose. Em contrapartida, os fungos filamentosos são amplamente 

explorados em fermentação em estado sólido, empregando substratos complexos e 

de baixo custo, como resíduos agroindustriais (Borkertas et al., 2025) 

Nesse contexto, o gênero Aspergillus destaca-se como um dos principais 

produtores de fitase. Nascimento et al. (2017), ao avaliarem 19 espécies desse 

gênero, observaram que 17 foram capazes de produzir fitase em meio contendo ácido 

fítico como fonte de carbono e fósforo, suplementado com sais minerais (NaNO₃, 

MgSO₄·7H₂O, KCl, Fe₂SO₄, CaCl₂ e ZnSO₄), evidenciando a importância da 

formulação adequada do meio de cultivo para maximizar a produção enzimática. 

A eficiência produtiva e a atividade catalítica das fitases são fortemente 

influenciadas por fatores ambientais. Jatuwong et al. (2020) verificaram que fitases 

fúngicas apresentam estabilidade em ampla faixa de pH (1,3 a 8,0) e temperaturas 

entre 37 °C e 67 °C. Adicionalmente, Casey e Walsh (2003) demonstraram que a 

adição de íons metálicos, como Mg²⁺, Mn²⁺, Cu²⁺, Cd²⁺, Hg²⁺, Zn²⁺ e Fe²⁺, pode 

estimular a atividade de fitases produzidas por Aspergillus niger ATCC 9142. 

Complementando esses achados, Simas (2023) avaliou diferentes resíduos 

agroindustriais como fontes alternativas de carbono, incluindo farinha de mandioca, 

farelo de arroz integral, palha de arroz e bagaço de cana-de-açúcar, constatando que 

o farelo de arroz integral foi o substrato mais eficiente para espécies como Aspergillus 

niveus, Aspergillus niger e Aspergillus japonicus. 

No campo das aplicações, a fitase possui relevância expressiva na nutrição 

animal, especialmente em dietas para aves e suínos. Martinelli (2025), ao avaliar a 

suplementação com fitase em dietas de suínos em fase de crescimento, observou 

aumento nos coeficientes de digestibilidade da matéria seca, matéria orgânica, 

energia bruta, proteína bruta, cálcio e fósforo. De forma semelhante, Broch et al. 



33 
 

 
 

(2020), em revisão bibliográfica, relataram melhoria no desempenho produtivo e 

redução da mortalidade em frangos de corte alimentados com dietas suplementadas 

com fitase. Varella (2024) demonstrou ainda que o uso de humofosfato de cálcio 

associado à fitase constitui uma alternativa eficiente como fonte de fósforo em dietas 

comerciais para frangos de corte. 

 A fitase tem despertado interesse em aplicações estéticas. Brandão e Castro 

(2024), em revisão bibliográfica, avaliaram a interação entre o zinco e a fitase na 

durabilidade da toxina botulínica, concluindo que a associação desses componentes 

pode potencializar os efeitos estéticos da toxina, configurando uma estratégia 

promissora para otimização dos resultados clínicos. 

No âmbito da produção e caracterização enzimática, Nascimento (2011) 

estudou a produção, caracterização bioquímica e purificação de fitase produzida por 

Aspergillus niger var. phoenicis URM 4924. A melhor condição de produção (8,80 

U/mL) foi obtida com a combinação de 1,25% de farelo de arroz e 3,0% de milhocina. 

A fitase apresentou temperatura ótima de 60 °C, mantendo 38,4% da atividade 

residual após incubação a 90 °C por 120 minutos. O pH ótimo foi 5,0, com manutenção 

de mais de 80% da atividade residual na faixa de pH 5,0 a 9,0 por 15 horas. A enzima 

apresentou constante de afinidade de 0,12 μM e velocidade máxima de 7,9 nmol·s⁻¹. 

As melhores condições de extração em sistemas de duas fases aquosas foram 

obtidas com 26% (m/m) de PEG 8000, pH 8,0 e 12% (m/m) de citrato, resultando em 

aumento de pureza de 7,58 vezes e recuperação de 113,4%, evidenciando o potencial 

do sistema PEG/citrato para purificação da fitase e sua aplicação em rações de 

animais não ruminantes. 

Pires (2016) avaliou a produção e caracterização parcial de fitases fúngicas 

utilizando resíduos agroindustriais, empregando o fungo filamentoso Acremonium 

zeae B e a levedura Kluyveromyces marxianus. O Acremonium zeae B apresentou 

maior atividade de fitase em condições de 20% de substrato, pH 4,0 e 28 °C, enquanto 

o extrato produzido exibiu atividade máxima a 50 °C e pH 7,5, além de elevada 

estabilidade térmica, indicando potencial aplicação em dietas de monogástricos. Já 

Kluyveromyces marxianus apresentou produção de fitase cerca de 337 vezes superior 

à do fungo filamentoso, com produção máxima em 48 horas, utilizando 2% (m/v) de 

substrato, pH 4,0 e temperatura entre 25 e 30 °C. O extrato apresentou picos de 

atividade a 60 °C e 80 °C, sugerindo a presença de pelo menos duas enzimas, além 
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de elevada estabilidade em pH ácido, característica desejável para atuação no trato 

gastrintestinal dos animais. 

Borges et al. (2017) avaliaram a produção de fitase por Aspergillus awamori e 

Penicillium roqueforti em fermentação em estado sólido utilizando resíduos de frutas, 

como maracujá, umbu e seriguela. Ambas as linhagens produziram fitase; entretanto, 

apenas Aspergillus awamori apresentou diferença significativa de produção quando 

cultivado em resíduo de seriguela. Os autores concluíram que tanto os fungos quanto 

os resíduos de frutas constituem alternativas viáveis para a produção biotecnológica 

da enzima. 

Dessa forma, a fitase consolida-se como uma enzima de importância 

crescente na biotecnologia, seja pela melhoria da digestibilidade de nutrientes em 

dietas animais, seja pela valorização sustentável de resíduos agroindustriais como 

substratos fermentativos. Esse conjunto de fatores evidencia o potencial econômico, 

ambiental e nutricional da enzima, ampliando suas perspectivas de aplicação em 

diferentes setores industriais. 

 

3.4.5 Fermentação em estado sólido aplicada a processos biotecnológicos 

fúngicos 

 
A fermentação é um processo metabólico realizado por fungos, bactérias e 

leveduras, no qual enzimas específicas convertem compostos orgânicos, 

principalmente carboidratos, em moléculas mais simples, como ácidos orgânicos, 

etanol e dióxido de carbono, com liberação de energia. Esse processo é influenciado 

por fatores como o perfil enzimático do microrganismo, as condições ambientais (pH, 

temperatura e oxigênio) e o método utilizado, permitindo sua classificação em 

fermentações alcoólica, lática, acética e butírica. Historicamente associada à 

produção e conservação de alimentos, a fermentação expandiu sua importância e, 

atualmente, é amplamente aplicada em processos industriais, biotecnológicos e 

sustentáveis (Sharma et al., 2020; Tamang, 2020; Detman et al., 2021; Siddiqui, 2023; 

Praveen & Brogi, 2025). 

Aspergillus niger destaca-se por sua notável versatilidade metabólica, sendo 

capaz de transformar carboidratos em uma ampla variedade de compostos de elevado 

interesse industrial. Entre os processos biotecnológicos mais explorados está a 
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fermentação em estado sólido (FES), na qual o fungo cresce sobre substratos 

agroindustriais, aproveitando-os como fonte de nutrientes para a produção eficiente 

de ácidos orgânicos e enzimas de alto valor tecnológico (Putri et al., 2020). 

A fermentação em estado sólido (FES) destaca-se como um dos processos 

mais eficientes para o aproveitamento de resíduos agroindustriais, pois utiliza 

substratos sólidos com baixo teor de umidade, condição que favorece o crescimento 

de microrganismos adaptados a esse ambiente. Além disso, a FES apresenta 

vantagens como simplicidade operacional, baixo custo, elevada produtividade, menor 

suscetibilidade à contaminação e reduzida demanda energética, tornando-se 

especialmente atrativa para aplicações industriais baseadas no reaproveitamento de 

resíduos agroindustriais (Keil, 2018; Maran, 2025; Oliveira e Lemes, 2025). Trata-se 

de uma tecnologia de origem milenar, empregada desde aproximadamente 3000 a.C. 

por civilizações orientais na produção de alimentos fermentados, como o molho de 

soja. No entanto, sua aplicação em escala industrial consolidou-se apenas a partir da 

década de 80, impulsionada pelo avanço da biotecnologia e pela necessidade de 

processos mais sustentáveis (Teles, 2025). 

O processo fermentativo em estado sólido caracteriza-se pela coexistência de 

três fases distintas: sólida, líquida e gasosa. Os microrganismos colonizam a 

superfície da partícula sólida umedecida e, à medida que crescem, desenvolvem uma 

matriz de hifas que conecta a biomassa ao substrato. Esse crescimento promove a 

formação de espaços intersticiais, os quais são posteriormente preenchidos por 

gases, permitindo trocas gasosas essenciais ao metabolismo microbiano (Silva et al., 

2024). 

Estudos recentes comprovam o elevado potencial da FES para a produção de 

enzimas e outros compostos de interesse industrial. Santos (2025) avaliou a 

prospecção de celulases por fungos isolados da Caatinga utilizando resíduos 

lignocelulósicos, como bagaço de cana-de-açúcar, palha de milho e farelo de trigo, 

demonstrando que esses resíduos são eficientes substratos para a síntese enzimática 

em cultivo sólido. De forma complementar, Maia (2024) simulou a transferência de 

calor e massa em biorreatores de bandejas durante a produção de celulase por FES, 

observando que a entrada de ar com 50% de umidade relativa promoveu aumento de 

temperatura próximo ao bordo de saída e acentuada redução da umidade da matriz 

sólida nos primeiros 30 cm do leito. Após esse ponto, estabeleceu-se um equilíbrio 
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entre o ar e o sólido, cessando o processo de secagem. Os resultados indicaram que 

a limitação da atividade de água foi mais impactante sobre o crescimento fúngico do 

que o aumento da temperatura, especialmente em cultivos com fungos termofílicos. 

Santos et al. (2018) realizaram um levantamento bibliográfico sobre a 

utilização da fermentação em estado sólido em resíduos agroindustriais para 

produção enzimática, analisando 37 trabalhos científicos, dos quais 49% foram 

desenvolvidos no Brasil. A partir dessa análise, os autores observaram que a celulase 

é a enzima mais frequentemente produzida por FES utilizando resíduos 

agroindustriais, sendo os fungos filamentosos, especialmente Aspergillus niger, os 

microrganismos mais empregados nesses processos. 

Rodrigues (2021) avaliou a utilização de subprodutos da indústria cervejeira 

como substrato para a produção de amilase por fermentação em estado sólido. 

Utilizando Aspergillus niger e bagaço de malte de cevada como substrato, a autora 

observou melhores resultados em condições de 50% de umidade, temperatura de 30 

°C e tempo de fermentação de 120 horas. 

Campos (2022) investigou a produção de enzimas celulolíticas por 

Trichoderma reesei CCT-2768 por fermentação em estado sólido, utilizando fibra de 

coco verde (Cocos nucifera) pré-tratada por explosão a vapor. O autor destacou que 

o pré-tratamento da fibra influenciou significativamente o desempenho fermentativo, 

sendo observadas as maiores atividades enzimáticas em condições de atividade de 

água de 0,995, utilizando 5,25 g de substrato, com atividades próximas a 3,0 UI/g para 

CMCases e 0,31 UI/g para FPases. 

Cabral e colaboradores (2024) avaliaram a produção de enzimas por 

Paecilomyces sp. TP08 utilizando engaço de uva e farelo de trigo como substratos em 

fermentação em estado sólido. O estudo demonstrou que a substituição parcial do 

farelo de trigo pelo engaço de uva manteve o desempenho fermentativo, evidenciando 

o potencial de valorização de resíduos vitivinícolas nesse tipo de processo. 

A fermentação em estado sólido (FES) se destaca como uma tecnologia 

sustentável capaz de converter resíduos agroindustriais em produtos de alto valor 

agregado, como enzimas e ácidos orgânicos. Apesar de desafios técnicos 

relacionados ao controle de parâmetros e transferência de massa e calor, avanços em 

modelagem de processos e reatores específicos ampliam sua aplicabilidade, 
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consolidando a FES como uma estratégia promissora na biotecnologia moderna (Keil, 

2018; Perwez, 2024).  

 

3.5 Delineamento composto central rotacional  

 
 O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) do tipo 2², com três 

pontos centrais e quatro pontos axiais, consiste em um planejamento experimental 

amplamente utilizado na Metodologia de Superfície de Resposta (Response Surface 

Methodology – RSM), sendo particularmente indicado para a avaliação simultânea de 

dois fatores independentes e para a otimização de processos que apresentam 

comportamento não linear (Rosa e Pinheiro, 2021). 

Nesse delineamento, o termo 2² refere-se à presença de dois fatores 

avaliados em dois níveis codificados (−1 e +1), correspondentes aos pontos fatoriais, 

os quais permitem a estimativa dos efeitos lineares e da interação entre as variáveis 

(Ugbe et al., 2023). A esses pontos são adicionados quatro pontos axiais (±α), 

posicionados a uma distância específica do centro experimental, cuja finalidade é 

possibilitar a estimação dos efeitos quadráticos, essenciais para a detecção de 

curvatura na superfície de resposta (Bhattacharya, 2021). Para garantir a rotatibilidade 

do delineamento, o valor de α é calculado de modo que a variância da resposta 

estimada seja constante para todos os pontos equidistantes do centro, sendo, para 

um planejamento 2², comumente adotado o valor α = 1,41(Sasidhar e Saravanan, 

2025). 

Os três pontos centrais, codificados no nível zero (0,0), são realizados com o 

objetivo de estimar o erro puro experimental, avaliar a reprodutibilidade dos ensaios e 

verificar a presença de curvatura no sistema estudado. A repetição desses pontos 

confere maior robustez estatística ao modelo e aumenta a confiabilidade da análise 

de variância (ANOVA) (Araújo et al, 2024) 

O conjunto experimental resultante totaliza 11 ensaios, permitindo o ajuste de 

um modelo polinomial de segunda ordem, que descreve a relação entre a variável 

resposta e os fatores avaliados por meio de termos lineares, quadráticos e de 

interação (Rosa e Pinheiro, 2021). A análise estatística dos dados obtidos é realizada 

por regressão múltipla, seguida de ANOVA, complementada por diagramas de Pareto, 
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superfícies de resposta e gráficos de contorno, ferramentas que auxiliam na 

identificação das condições ótimas do processo (Sampaio et al,.2024). 

Assim, o DCCR apresenta-se como uma abordagem estatística eficiente e 

economicamente viável, permitindo a compreensão das interações entre os fatores 

estudados e a otimização do sistema experimental com um número reduzido de 

ensaios, característica fundamental em estudos biotecnológicos e fermentativos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Tecnologia de 

Alimentos (LTA), no setor de desenvolvimento de produtos do Centro de Ciências e 

Tecnologias Agropecuárias da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro. 

 

4.1 Materiais  

 
4.1.1 Microrganismos  

 
Os fungos utilizados neste estudo foram obtidos na Clínica Fitossanitária da 

Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro e armazenados em placas de 

Petri em temperatura ambiente até a manutenção para os experimentos. 

 

4.1.2  Semente de goiaba 

 
As sementes de goiaba (Psidium Guajava) in natura foram doadas por um 

produtor de goiabas da região de São João da Barra - RJ.  

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Preparação da farinha de semente de goiaba 

 
As sementes de goiaba in natura foram submetidas ao processo de moagem 

descrito por Santos e colaboradores (2012), utilizando um moinho de facas com 

peneira de abertura de 2 mm, da marca Marconni modelo MA048. A farinha de 

semente de goiaba foi armazenada em geladeira (Electrolux TF56S) a 6ºC. 
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4.2.2 Análises físico-químicas 

 

4.2.2.1 pH 

 
 A determinação do pH foi realizada conforme a metodologia descrita pelo 

Instituto Adolf Lutz (2008), utilizando o método eletrométrico por meio de um 

potenciômetro. 

Para análise, foram pesados 10g de farinha de semente de goiaba e diluídos 

em 100 mL de água destilada. A preparação foi feita em triplicata, com agitação 

adequada para garantir a suspensão homogênea das partículas na solução.  

Com o equipamento devidamente calibrado, procedeu-se a leitura do pH de 

cada amostra. Após as medições, foi calculada a média aritmética simples dos valores 

obtidos, utilizando a equação 1: 

 

𝑝𝐻 =
𝑝𝐻1+𝑝𝐻2+𝑝𝐻3

3
                                                                                                    (Eq.1) 

 

4.2.2.2 Umidade  

 
A determinação do teor de umidade foi realizada conforme a metodologia 

descrita pelo Instituto Adolf Lutz (2008). A medida foi realizada em triplicata, 

inicialmente as placas de Petri foram colocadas em estufa por duas horas para 

remoção de toda umidade residual. Em seguida, foram resfriadas em dessecador e 

pesadas sem as amostras. Após essa etapa, 2g de farinha de semente de goiaba 

foram colocados em cada placa, que retornaram a estufa a 105 ºC por um período de 

8 horas. Após resfriarem em dessecador, as placas foram novamente pesadas, e o 

peso do recipiente foi descontado. O cálculo de umidade foi feito utilizando as 

equações 2 e 3. 
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𝑈 =  (𝑀𝑃 + 𝑀𝐴) −  𝐴𝑆                                                                                         (Eq. 2) 

% 𝑑𝑒 𝑢𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑎 105º𝐶 =
𝑈 ×100

𝑀𝐴
                                                                            (Eq. 3) 

 

Onde:  

U: Umidade  

MP: Massa da Placa  

MA: Massa da Amostra  

AS: Amostra Seca 

 

4.2.2.3 Cinzas  

 
A determinação de cinzas foi adaptada da metodologia descrita pelo Instituto 

Adolf Lutz (2008). A preparação foi feita em triplicata, inicialmente levou-se os 

cadinhos de porcelana em estufa a 105º por duas horas para que não houvesse 

nenhum resquício de umidade na hora da análise. Após esfriarem em dessecador, 

pesou-se cada recipiente e em seguida pesou-se 3g da amostra de farinha de 

semente de goiaba que foi levada a mufla, ajustando a temperatura de 150ºC a 150ºC 

até atingir a temperatura de 550ºC por 4 horas, em seguida foram levadas ao 

dessecador para esfriar, pesadas novamente e descontado o peso do cadinho de 

porcelana.  

Para calcular o teor de cinzas utilizou-se a equação 4. 

 

% 𝑐𝑖𝑛𝑧𝑎𝑠 =
100×𝑁

𝑃
                                                                                                  (EQ. 4) 

 

Onde: 

N é relativo ao número de cinzas e P à massa da amostra. 
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4.2.2.4 Proteínas  

 
A determinação do teor de proteínas foi realizada pela quantificação do 

nitrogênio total, utilizando o método Kjeldahl conforme a metodologia descrita por 

Galvani e Gaertner (2006). As análises foram feitas em triplicata e compreenderam 

três etapas: digestão, destilação e titulação. 

Na etapa de digestão, os tubos digestores foram previamente pesados, após 

o que foram adicionados 0,2g da amostra e 2,5g da mistura catalítica. Em seguida, os 

tubos foram levados para capela de fluxo laminar, onde foram adicionados 10 mL de 

ácido sulfúrico PA (H₂SO₄). As amostras foram submetidas à digestão em bloco 

digestor, iniciando a 50ºC elevando gradualmente a temperatura até 400ºC, onde 

permaneceram por 1 hora e 30 minutos. Após o resfriamento à temperatura ambiente, 

as amostras foram encaminhadas para a etapa de destilação. 

Na destilação, adicionaram-se 20 mL de ácido bórico a 0,04% a um frasco 

Erlenmeyer juntamente com 4 gotas do indicador vermelho de metila a 0,1% e 2 gotas 

do verde de bromocrosol a 0,1%. O tubo contendo a amostra digerida foi acoplado ao 

destilador de nitrogênio, e 50 mL de hidróxido de sódio a 0,5% (NaOH) foram 

adicionados para neutralizar os 10 mL de H₂SO₄ PA. O frasco Erlenmeyer permaneceu 

posicionado até atingir o volume final de 75 mL. 

Por último, levou-se a solução destilada presente no frasco Erlenmeyer para 

titulação com HCl a 0,100 mol·L⁻¹ padronizado até a mudança de cor. 

Ao final da análise, foram feitas duas equações, um (equação 5) para 

determinar a quantidade de nitrogênio presente na amostra: 

 

%𝑁 =
𝑉𝐻𝑐𝑙×𝐹𝑐×𝑁×1,4007

𝑚
 x 100                                                                                  (Eq. 5) 

 

Onde: 

VHCl: Volume de HCl gasto em titulação 

Fc: Fator de correção do HCl 

N: normalidade do HCl 

M: Massa da amostra em g 
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14,007 = massa atômica do nitrogênio (g/mol), onde 1,4007 é uma constante 

de conversão do HCl em mL 

A outra equação (equação 6) foi feita para determinação da porcentagem de 

proteína bruta (PB%) 

 

%𝑃𝐵 = %𝑁 × 𝐶                                                                                                     (Eq. 6) 

 

C= valor relativo ao tipo de alimento de acordo com a Legislação RDC 360, 

que para proteínas vegetais é de 5,75. 

 

4.2.2.5 Lipídios  

 
A análise de lipídios foi realizada segundo a metodologia Bligh & Dyer (1959), 

conforme descrito por Brum et al. (2009). As determinações foram realizadas em 

triplicata. Inicialmente, pesaram-se 2 g da amostra sólida em tubos de ensaio grandes 

(90 mL) com tampa. Em seguida, adicionaram-se 10 mL de clorofórmio PA, 20 mL de 

metanol PA e 8 mL de água destilada, procedendo-se à agitação do tubo. 

Posteriormente, adicionaram-se mais 10 mL de clorofórmio PA e 10 mL de 

solução de NaCl a 1,5%, agitando-se vigorosamente por 2 minutos até a completa 

separação de fases. Após esse processo, as amostras foram deixadas em repouso 

para permitir a separação total das fases. 

Decorrido o período de repouso, aproximadamente 15 mL da fase inferior 

(orgânica) foram retirados e transferidos para tubos de ensaio menores (30 mL) com 

tampa. Na fração coletada, adicionou-se 1 g de sulfato de sódio anidro PA, seguido 

de nova agitação e filtração da solução para outro tubo de 30 mL com tampa. 

Do filtrado obtido, retiraram-se 5 mL e transferiram-se para um béquer 

previamente seco e tarado. Em seguida, o béquer foi levado à estufa a 105ºC por 4 

horas. Após o período de secagem, o resíduo lipídico foi pesado. A equação 7 

determina a porcentagem de lipídios da amostra. 
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%𝐿𝑖𝑝í𝑑𝒊𝑜𝑠 =
𝑃𝑙×4×100

𝑀
                                                                                             (Eq. 7) 

 

Onde: 

Pl: massa dos lipídios 

M: massa da amostra 

 

4.2.2.6 Carboidratos 

 
A determinação de carboidratos foi feita pela diferença, de acordo com 

Cavalcante et al. (2019). E, foi feita pela equação 8. 

 

𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑠 = 100 − (𝑈 + 𝐶 + 𝑃 + 𝐿)                                                                (Eq. 8) 

 

Onde: 

U= umidade 

C= Cinzas 

P= Proteínas  

L= Lipídios  

 

4.2.3 Ensaio de atividade enzimática 

 

4.2.3.1 Manutenção do microrganismo 

 
O isolado de Aspergillus niger foi cultivado em meio BDA (Ágar Batata 

Dextrose), preparado conforme as instruções do fabricante, distribuído em placas de 

Petri estéreis e incubado em temperatura ambiente por 20 dias (Lima, 2012). A 

manutenção da cultura foi realizada por meio de repicagens a cada novo experimento. 
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4.2.3.2 Preparo do inóculo 

 
Para o preparo do inóculo, seguiu-se a metodologia descrita por Lima (2012). 

Os esporos de Aspergillus niger foram inoculados em placas de Petri contendo o meio 

de cultura BDA e incubados a 30ºC por dez dias. Após esse período, as placas foram 

retiradas da incubadora e adicionou-se uma solução de Tween 80 (0,1%) para 

suspensão dos esporos, que foram então transferidos para tubos Falcon. Em seguida, 

o inóculo foi encaminhado a Clínica Fitossanitária, onde foram realizadas a contagem 

dos esporos em câmera de Neubauer e a padronização da concentração a 107 

esporos por mL (Alfenas e Mafia, 2007). 

 

4.2.3.3 Preparo do meio reacional 

 
Os meios reacionais foram preparados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, 

contendo as concentrações de farinha de semente de goiaba e fonte de nitrogênio em 

concentrações determinadas a cada ensaio e/ou experimento, na faixa de 5 a 30 g 

para farinha de semente de goiaba e de 0 a 8 g para a fonte de nitrogênio. 

Adicionalmente, foram incorporados 2 mL de uma solução de sais minerais composta 

por cloreto de potássio (KCl 2mM), sulfato de magnésio (MgSO₄ 2 mM), cloreto de 

cálcio (CaCl₂ 25 mM) e sulfato de zinco (ZnSO₄ 3mM) (Lima, 2012; Nascimento et al., 

2014; Sampaio et al., 2018). Para o preparo de cada solução utilizou as concentrações 

descritas na tabela 2. 

Os meios foram submetidos à esterilização em autoclave a 121 ºC por 15 

minutos. Após resfriamento à temperatura ambiente, em capela de fluxo laminar, 

procedeu-se a inoculação com 5 mL da solução de esporos em concentração de 107 

esporos por mL de Aspergillus niger (Simas, 2023). Os meios reacionais foram 

submetidos à temperatura de 30 ºC por 36 horas. 
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Tabela 2: Concentração dos sais minerais utilizados nos meios reacionais. 

Sais Concentração (g.L-¹) 

KCL 2 Mm 0,149 g 
MgSO₄ 2 mM 0,240 g 

CaCl₂ 25 mM 0,362 g 

ZnSO₄ 3 Mm 0,484 g 
mM: mol·L⁻¹. 
fonte: Autoria Própria. 
 

4.2.3.4 Extração do caldo enzimático 

 
Após 36 horas de fermentação, foram adicionados 50 mL de água deionizada 

aos meios reacionais. Em seguida, as amostras foram submetidas à agitação em 

agitador orbital (shaker) a 145 rpm, durante 30 minutos. Após esse processo, as 

amostras foram filtradas em papel filtro da marca quality e o filtrado transferido para 

tubos Falcon. 

Após a filtração, as amostras foram padronizadas e submetidas à 

centrifugação em centrífuga Hettich Universal 320 a 2345 rpm, por 8 minutos. Em 

seguida, foram feitas as determinações de atividade enzimática. Este procedimento 

foi adaptado da metodologia descrita por Lima (2012). 

 

4.2.3.5 Determinação da atividade enzimática da tanase  

 
A determinação da atividade enzimática foi realizada conforme a metodologia 

descrita por Sharma (2000), com base no método espectrofotométrico proposto por 

Lima (2012). Para determinação da atividade enzimática da tanase, foram incubados 

100 μL do extrato enzimático bruto com 100 μL de solução de ácido tânico preparada 

com tampão acetato (pH5,5), durante 30 minutos em estufa a 30ºC. Em seguida, 

adicionaram-se 300 μL de solução metanólica de rodanina a 0,677% e 100 μL de KOH 

e 900 μL de água destilada. A mistura foi incubada novamente a 30ºC por 10 minutos. 

Para garantir a qualidade e confiabilidade da leitura, foi feito um branco analítico onde 

os reagentes foram incubados e após a reação foi adicionado o extrato enzimático. 

Após esse período, as amostras foram submetidas à leitura em espectrofotômetro IL-

593-BI, da marca Kasuaki, a 520nm. É fundamental a elaboração de uma curva de 

calibração utilizando ácido gálico como padrão, uma vez que a quantificação da 

atividade enzimática se baseia na determinação do ácido gálico liberado durante a 

reação catalisada pela tanase. 
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No ensaio, a enzima tanase promove a hidrólise do ácido tânico, liberando 

ácido gálico, o qual reage com o reagente rodanina, formando um complexo 

cromogênico mensurável por espectrofotometria. A intensidade da absorbância obtida 

é proporcional à concentração de ácido gálico presente na amostra, sendo esta 

determinada por interpolação na curva padrão previamente construída. 

A atividade enzimática é expressa em unidades (U), sendo definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1 µmol de ácido gálico por minuto, sob 

condições específicas de ensaio (pH, temperatura e tempo de incubação). 

 

4.2.3.6 Determinação da atividade enzimática da lacase 

 
A determinação da atividade da lacase foi realizada conforme adaptação da 

metodologia descrita por Buswell e Cai (1995). Para cada ensaio, foram adicionados 

300 μL do tampão acetato de sódio (pH 5,0), seguidos de 100 μL da solução de ABTS 

0,5 mM, 10 μL do extrato enzimático e, por fim, 590 μL de água destilada, totalizando 

1 mL de reação. Imediatamente após a homogenização, procedeu-se à primeira leitura 

da absorbância a 420 nm em espectrofotômetro IL-593-BI, da marca Kasuaki. 

Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de ensaio e incubadas 

por 10 minutos, realizou-se, então, a segunda leitura sob as mesmas condições 

analíticas. 

Para assegurar a confiabilidade das medições, foi preparado um branco 

analítico, contendo todos os reagentes nas mesmas proporções, com substituição do 

extrato enzimático pelo tampão, possibilitando correção de possíveis interferências 

ópticas. 

A detecção da atividade da lacase fundamenta-se em sua capacidade de 

oxidar compostos fenólicos e aromáticos, utilizando o oxigênio molecular como 

aceptor final de elétrons. A oxidação do ABTS resulta na formação de um produto de 

coloração característica, cuja intensidade permite o monitoramento 

espectrofotométrico da reação. A atividade enzimática foi calculada com base na 

variação da absorbância por minuto, utilizando o coeficiente de extinção molar do 

radical ABTS a 420 nm (36.000 L·mol⁻¹·cm⁻¹), considerando caminho óptico de 1 cm. 

A atividade enzimática foi expressa em U·g⁻¹, sendo uma unidade definida como a 
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quantidade de enzima capaz de oxidar 1 μmol de substrato por minuto sob as 

condições experimentais estabelecidas. 

 

4.2.3.7 Determinação da atividade enzimática da fitase 

 
A determinação da atividade da fitase foi realizada com base na metodologia 

proposta por Greiner et al. (2013). Para isso, foram adicionados 300 μL de solução de 

fitato de sódio 0,165% preparada em tampão de acetato pH 5,5, seguidos da adição 

de 10 μL do extrato enzimático bruto. A mistura foi incubada por 30 minutos a 37ºC. 

Após esse período, adicionou-se uma solução composta por 0,75 mL de acetona, 

0,375 mL de ácido sulfúrico 2,2M e 0,375mL de molibidato 10 mM. A amostra foi 

agitada, seguida da adição de 100 μL de ácido cítrico 2M, sendo novamente agitada. 

Para garantir a qualidade e confiabilidade da leitura, foi feito um branco analítico onde 

os reagentes foram incubados e após a reação foi incluso o extrato enzimático. A 

leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro a 355 nm. 

 A quantificação do fosfato inorgânico foi realizada por meio de curva de 

calibração utilizando fosfato monopotássico (KH₂PO₄) como padrão. A atividade da 

fitase foi calculada com base na concentração de fosfato inorgânico liberado durante 

o tempo de incubação, sendo expressa em unidades enzimáticas por grama de 

substrato (U·g⁻¹). A atividade enzimática da fitase é determinada com base na 

quantidade de fosfato inorgânico liberado por minuto, sendo expressa em unidade 

enzimática (U) por grama de substrato (U·g⁻¹) nas condições estabelecidas. 

 

4.2.4 Influência da concentração de farinha de semente de goiaba na produção 

de enzimas 

 
A primeira fase do estudo avaliou a produção de fitase, lacase e tanase 

utilizando a farinha de semente de goiaba (FSG) como substrato em diferentes 

concentrações. Neste experimento os meios reacionais foram preparados conforme o 

item 4.2.3.3 e incubados a 30ºC por 36 horas (Simas, 2023). A tabela 3 apresenta as 

concentrações de farinha de semente de goiaba (FSG) utilizadas nos tratamentos, 

bem como a concentração de ureia empregada como fonte de nitrogênio neste ensaio. 
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Tabela 3: Concentrações de farinha de semente de goiaba como fonte de carbono e ureia 
como fonte de nitrogênio. 

FSG (g) U (g) 

10 2 
20 2 
30 2 

FSG: Farinha de semente de goiaba; U: Ureia. 
Fonte: Autoria Própria. 
 

4.2.5 Influência de diferentes fontes de nitrogênio na produção de tanase, 

lacase e fitase 

 
Para identificar a fonte de nitrogênio mais adequada, foram avaliadas três 

opções distintas, cada uma combinada com três diferentes concentrações de farinha 

de semente de goiaba. Neste experimento os meios reacionais foram preparados de 

acordo com o item 4.2.3.3 e foram incubados a 30ºC por 36 horas (Simas, 2023). A 

tabela 4 apresenta as concentrações da farinha de semente de goiaba, as fontes de 

nitrogênio e suas respectivas concentrações. 

 

Tabela 4: Concentração da farinha de goiaba e fontes de nitrogênio testadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FSG: Farinha de semente de goiaba; U: Ureia; EL: Extrato de levedura; SA: Sulfato de Amônio. 
Fonte: Autoria própria. 
 

4.2.6 Avaliação da interação da farinha de semente de goiaba e a ureia na 

produção de tanase e fitase 

 
Após a definição das melhores fontes de nitrogênio, conforme discutido no 

item 5.3, o estudo avançou para a etapa de avaliação das concentrações de farinha 

Fonte de carbono Fonte de nitrogênio 

FSG (g) U (g) 

10  2  
15  2  
20  2  

FSG (g) AS (g) 

10  2  
15  2  
20  2  

FSG (g) EL (g) 

10  2  
15  2  
20  2  



50 
 

 
 

de semente de goiaba e de ureia, empregada como fonte nitrogenada, bem como da 

relação entre as fontes de carbono e nitrogênio. A forma como os pontos 

experimentais foram definidos está apresentada na tabela 5, que descreve o nível 

avaliado para cada variável. 

 

Tabela 5: Concentração inicial da farinha de semente de goiaba como fonte de carbono e ureia 
como fonte de nitrogênio após planejamento experimental. 

*V.I/Níveis -1,41 -1 0 +1 +1,41 

C 5 g 7,91 g 15 g 22,1 g 25 g 
N 0 g 0,58 g 2 g 3,42 g  4 g 

*V.I: variáveis independentes. 
C: Carbono 
N:Nitrogênio 
Fonte: Autoria Própria. 
 

4.2.7 Produção enzimática a partir de farinha de semente de goiaba em função 

de diferentes fontes de nitrogênio: ureia versus extrato de levedura 

 
Nesta etapa, avaliou-se a influência da concentração de farinha de semente 

de goiaba associada a novas concentrações de ureia como fonte de nitrogênio, bem 

como a inclusão de extrato de levedura como fonte alternativa. Também foi examinada 

a relação entre essas variáveis e o desempenho da atividade enzimática. 

A forma como os pontos experimentais foram definidos para essa avaliação 

está apresentada na tabela 6 a seguir, que descreve os níveis estabelecidos para cada 

variável. 
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Tabela 6: Concentração inicial da Farinha de Semente de Goiaba como fonte de carbono e 
Ureia e Extrato de Levedura como fonte de nitrogênio após planejamento experimental. 

Ureia 

V.I/Níveis -1,41 -1 0 +1 +1,41 

C  5 g 7,91 g 15 g 22,1 g 25 g 
N 0 g 1,2 g 4 g 6,8 g 8 g  

Extrato de levedura 

V.I/Níveis -1,41 -1 0 +1 +1,41 

C 5 g 7,91g 15 g 22,1 g 25 g 
N 0 g 0,9 g 3 g  5,1 g 6 g 

*V.I: variáveis independentes. 
C: Carbono 
N:Nitrogênio 
Fonte: Autoria Própria. 
 

Nestes experimentos, os meios reacionais foram preparados conforme o item 

4.2.3.3 e incubados a 30º C por 36 horas. 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1  Análises físico-químicas  

 
A caracterização físico-química da farinha de semente de goiaba foi 

determinante para a interpretação dos resultados de produção enzimática. As análises 

de umidade, pH, teor de cinzas, proteínas, lipídios e carboidratos permitiram 

compreender a disponibilidade efetiva de nutrientes no substrato e, 

consequentemente, como esses componentes poderiam influenciar o desempenho 

metabólico do Aspergillus niger. Como descrito por Júnior (2014), a presença e o 

equilíbrio entre as fontes de carbono e nitrogênio são fundamentais para sustentar o 

crescimento do microrganismo e regular a síntese das enzimas de interesse. 

A caracterização obtida para a farinha de semente de goiaba pode ser 

observada na Tabela 7. 

 

Tabela 7: Composição físico-química da farinha de semente de goiaba. 

Amostras pH 
Umidade 

(%) 
Cinzas 

(%) 
Proteínas 

(%) 
Lipídios 

(%) 
Carboidratos  

(%) 

FSG1 5,56 12,41% 0,14% 12,03% 9,71% 65,71% 

FSG2 5,53 12,26% 0,46% 8,94% 10,49% 67,85% 

FSG3 5,65 13,08% 0 11,20% 6,74% 68,98% 

Média 5,58 12,58% 0,21% 10,72% 8,98% 67,5% 

DP 0,06 0,43 0,24 1,60 1,97 1,66 

DP: Desvio Padrão, FSG: Farinha de semente de goiaba (Repetição 1, 2 e 3). 
Fonte: Autoria Própria. 
 

O pH médio de 5,58 encontrado na farinha de semente de goiaba situa-se 

dentro da faixa recomendada por Cavalcanti e Guimarães (2018) para a produção de 

tanase e é considerado adequado para a síntese de fitase ácida, conforme relatado 

por Simas (2023). Esse pH reforça o potencial da farinha como substrato para 

produção enzimática, indicando condições naturalmente favoráveis ao metabolismo 

de Aspergillus niger, sem necessidade de ajustes adicionais. Tal característica reduz 

custos operacionais e simplifica o processo fermentativo, como discutido por 

Vasundhara e Suryanarayanan (2024). 

Os teores de umidade e cinzas obtidos estão em conformidade com os valores 

reportados por Assis et al. (2025), demonstrando estabilidade físico-química da 



53 
 

 
 

matéria-prima. A umidade adequada contribui para a preservação da integridade 

estrutural do substrato, enquanto o teor de cinzas reflete a quantidade de minerais 

presentes. Esses componentes são essenciais para manter o equilíbrio das condições 

fermentativas, prevenindo tanto problemas associados ao excesso de água que 

poderia favorecer contaminações quanto a presença excessiva de sais minerais, que 

pode interferir no crescimento microbiano (Czaja e Szostak, 2020). 

O teor médio de proteína bruta obtida reforça o potencial da farinha de 

semente de goiaba como fonte nutricional relevante, uma vez que o valor encontrado 

está de acordo com o descrito por Silva et al. (2009). Essa coerência com a literatura 

confirma a qualidade da matéria-prima e sustenta sua aplicabilidade em processos 

biotecnológicos. 

O teor de lipídios está acima do valor de 5,76 descrito por Assis e 

colaboradores (2025). É um valor que indica que a matriz possui compostos capazes 

de atuar como fontes alternativas de energia para o metabolismo microbiano, 

conforme discutido por Wu et al. (2025).  

Por fim, o cálculo por diferença revelou que a farinha de semente de goiaba 

apresenta um teor expressivo de carboidratos, correspondendo a aproximadamente 

67,39% de sua composição. Esse valor é semelhante ao reportado por Assis et al. 

(2025) e constitui uma vantagem significativa para o processo fermentativo, visto que 

os carboidratos constituem a principal fonte de carbono para o crescimento fúngico e 

para a indução da síntese enzimática (Vilas-Franquesa et al,.2024). Assim, a elevada 

disponibilidade de carboidratos confirma a aptidão da farinha de semente de goiaba 

como substrato eficiente para a produção de enzimas hidrolíticas.  

Em meios convencionais para produção enzimática, a fonte de carbono 

representa uma das frações de maior custo, com impacto direto no valor final do 

bioprocesso (Chen et al, 2025). Assim, a utilização de um resíduo agroindustrial rico 

em carboidratos permite reduzir significativamente o custo operacional do meio de 

cultivo, ao mesmo tempo em que mantém a disponibilidade de carbono necessária ao 

crescimento fúngico e à indução metabólica (Astudillo et al., 2023). 

Nesse contexto, a farinha de semente de goiaba não deve ser vista apenas 

como substrato alternativo, mas como um insumo estratégico de baixo custo, capaz 

de atender à demanda nutricional do microrganismo e, simultaneamente, promover a 
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valorização de resíduos e a redução de gastos em processos biotecnológicos. Essa 

abordagem fortalece o conceito de biorrefinaria e economia circular, ao transformar 

um passivo ambiental em matéria-prima funcional de alto valor agregado. 

 

5.2 Influência da concentração de farinha de semente de goiaba na 

produção de enzimas 

 
Avaliou-se o potencial da farinha de semente de goiaba como fonte de 

carbono para a produção das enzimas tanase, fitase e lacase. Os efeitos observados 

para as concentrações de 10 a 30 g de substrato, com adição fixa de 2 g de ureia 

como fonte de nitrogênio, encontram-se na Tabela 8: 

 

Tabela 8: Ensaio enzimático testando a farinha de semente de goiaba em diferentes 
concentrações. 

Ensaio FSG (g) Fonte de 
N (g) 

Atividade 
tanase  
(U.g-¹) 

Atividade 
lacase  
(U.g-¹) 

Atividade de 
fitase  
(U.g-¹) 

1 10  2  0,127 3,055 0,008 
2 20  2  0,193 ND 0,013 
3 30  2  ND ND 0,005 

ND: Não determinado; FSG: Farinha de semente de goiaba; N: Nitrogênio. 
Fonte: Autoria Própria.  
 

A utilização da farinha de semente de goiaba demonstrou potencial relevante 

para a produção das três enzimas avaliadas, destacando que a concentração do 

substrato exerce influência direta sobre o desempenho metabólico do microrganismo. 

Os resultados evidenciaram padrões distintos de resposta enzimática, corroborando 

estudos recentes que descrevem o papel central da fonte de carbono na indução ou 

repressão das vias associadas à síntese de enzimas extracelulares (Matei et al., 

2021). 

No caso da tanase, verificou-se que a maior atividade ocorreu na 

concentração de 20 g, enquanto 10 g resultaram em atividade inferior e 30 g levaram 

à completa inibição. Esse comportamento sugere a existência de um ponto ótimo entre 

disponibilidade de carbono e ativação das vias biossintéticas. Concentrações 

excessivamente elevadas possivelmente desencadeiam repressão catabólica ou 

saturação metabólica. (Arshad et al., 2021). 
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A lacase apresentou um padrão distinto, sendo produzida apenas na 

concentração de 10 g e totalmente inibida nas concentrações de 20 g e 30 g. Essa 

resposta indica que a enzima é favorecida por condições de menor disponibilidade de 

carbono, possivelmente devido à indução de vias oxidativas associadas à degradação 

de lignina e aos compostos aromáticos em ambientes nutricionalmente restritos 

(Muthukumarasamy et al., 2015; Almeida et al., 2018; Rahayu et al., 2019). Em meios 

mais ricos em carbono, o microrganismo tende a priorizar o crescimento celular, o que 

é coerente com estudos que apontam a alta sensibilidade da produção de lacase à 

composição do substrato (Almeida et al., 2018; Almeida, 2023). 

Para a fitase, a concentração de 20 g também foi a mais eficiente, 

apresentando maior atividade comparada às concentrações de 10 g e 30 g. A 

produção dessa enzima depende de um balanço nutricional adequado, especialmente 

da razão C:N:P, a qual precisa estar equilibrada para estimular as vias metabólicas 

relacionadas ao fosfato (Elkhateeb & Fadel, 2022). Concentrações elevadas de 

carbono podem desestabilizar esse balanço, reduzindo o estímulo à produção 

enzimática, conforme relatado em estudos com resíduos frutíferos como substratos 

fermentativos (Guimarães et al., 2017; Ahmed et al., 2021). 

A farinha de semente de goiaba demonstrou ser um substrato promissor para 

a produção das três enzimas avaliadas, evidenciando que a concentração do 

substrato exerce influência direta sobre o metabolismo do microrganismo. Os 

resultados indicam que cada enzima apresenta um ponto ótimo distinto: a tanase e a 

fitase tiveram maior atividade na concentração de 20 g, enquanto a lacase foi 

favorecida apenas na concentração de 10 g, sendo inibida em níveis mais elevados 

de carbono. Esses padrões refletem respostas metabólicas específicas, nas quais a 

disponibilidade de carbono e o balanço nutricional modulam a ativação ou repressão 

das vias biossintéticas. Além disso, os achados corroboram estudos anteriores que 

destacam a sensibilidade da produção enzimática à composição do substrato e à 

interação entre fatores nutricionais. Assim, a escolha adequada da concentração do 

substrato é determinante para maximizar a produção enzimática em processos 

biotecnológicos utilizando farinha de semente de goiaba. 
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5.3 Influência de diferentes fontes de nitrogênio na produção de tanase, 

lacase e fitase 

 
O estudo teve como objetivo avaliar a produção enzimática utilizando 

diferentes fontes de nitrogênio — ureia, sulfato de amônio e extrato de levedura — 

aplicadas em quantidade fixa de 2 g, combinadas com variadas concentrações de 

farinha de semente de goiaba (10, 15 e 20 g). A seleção desse intervalo baseou-se 

nos resultados apresentados no item 5.2, no qual a concentração de 30 g de substrato 

demonstrou efeito inibitório sobre a síntese de tanase e lacase. A melhor fonte de 

nitrogênio foi selecionada com base na indução da maior atividade enzimática das 

enzimas avaliadas. A seleção das fontes de nitrogênio — ureia (U), sulfato de amônio 

(AS) e extrato de levedura (EL) — bem como a definição de suas respectivas 

concentrações, foi realizada a partir da adaptação da metodologia descrita por 

Gonçalves et al. (2020).  A Tabela 9 apresenta os valores de atividade enzimática 

obtidos para cada combinação estudada. 

A escolha da fonte de nitrogênio constitui um dos fatores determinantes na 

produção enzimática por microrganismos filamentosos, como Aspergillus niger. Esse 

nutriente participa diretamente da síntese de proteínas, da formação de aminoácidos 

e nucleotídeos, além da regulação de vias metabólicas associadas ao crescimento 

celular e à produção de enzimas extracelulares (Alami et al., 2024). Dessa forma, a 

disponibilidade e o tipo de nitrogênio influenciam significativamente o desempenho 

metabólico do microrganismo durante a fermentação. Entre as fontes avaliadas, a 

ureia apresentou o desempenho mais expressivo, beneficiando particularmente a 

síntese de tanase e fitase. Os maiores valores observados foram 0,8306 U.mL-¹ para 

tanase (com 15 g de substrato) e 5,5925 U.g-¹ para fitase (com 10 g de substrato). 

Esses resultados sugerem que fontes nitrogenadas de assimilação rápida favorecem 

tanto as rotas metabólicas envolvidas na degradação de compostos fenólicos quanto 

aquelas relacionadas à mobilização de fósforo orgânico (Jian et al., 2024). Além disso, 

a combinação de ureia com concentrações intermediárias de carbono parece mitigar 

efeitos de repressão catabólica, potencializando a síntese de metabólitos secundários 

e enzimas de relevância biotecnológica (Alami et al., 2024). O extrato de levedura 

também demonstrou potencial para produção enzimática, com destaque para a fitase, 

cuja atividade máxima (5,3459 U·g⁻¹) foi comparável à obtida com ureia. Esse 

desempenho pode ser atribuído à presença de vitaminas, peptídeos, nucleotídeos e 
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fatores de crescimento que enriquecem o meio fermentativo e ampliam a eficiência 

metabólica microbiana, favorecendo as rotas fosfatásicas (Vilanculos et al., 2023). 

Entretanto, a produção de tanase e lacase foi reduzida nessa condição, indicando que 

fontes orgânicas mais complexas podem direcionar o metabolismo para rotas 

primárias, reduzindo o estímulo para vias biossintéticas secundárias (Wu et al., 2018). 

Por sua vez, o sulfato de amônio apresentou o menor desempenho entre as 

fontes avaliadas. A produção de tanase foi praticamente inexistente na maioria das 

condições, e os valores de lacase foram baixos ou nulos. Embora a fitase tenha sido 

produzida, suas atividades (1,0–1,8 U·g⁻¹) foram inferiores às obtidas com as demais 

fontes. Esses resultados são consistentes com literatura que aponta que fontes 

inorgânicas de nitrogênio, apesar de amplamente utilizadas, podem limitar a 

expressão de enzimas associadas à degradação de polímeros complexos, sobretudo 

em processos conduzidos com resíduos agroindustriais (Miao et al., 2019). 

A enzima lacase não apresentou atividade em todas as combinações 

experimentais. Esse comportamento sugere que as condições avaliadas não foram 

suficientes para ativar as vias ligninolíticas responsáveis pela síntese dessa enzima. 

Indica, ainda, que o microrganismo priorizou rotas metabólicas associadas à produção 

de tanase e fitase, que apresentaram desempenho superior sob as mesmas 

condições (Umar & Ahmed, 2022). 

Em síntese, os resultados demonstram que a ureia e o extrato de levedura 

constituem as fontes de nitrogênio mais adequadas para a produção das enzimas 

investigadas, com destaque para a ureia, que apresentou melhor desempenho global. 

Esses achados reforçam a relevância da seleção criteriosa da fonte nitrogenada na 

formulação de meios de cultivo, especialmente quando se utilizam substratos 

agroindustriais, como a farinha de semente de goiaba, cuja interação com o perfil 

nutricional do meio exerce influência direta sobre a eficiência fermentativa e a 

produção de enzimas de interesse biotecnológico. 

A escolha da fonte de nitrogênio mostrou-se determinante para a produção 

enzimática por Aspergillus niger, influenciando diretamente o metabolismo e a 

ativação das vias biossintéticas. Entre as fontes avaliadas, a ureia destacou-se pelo 

melhor desempenho geral, especialmente na síntese de tanase e fitase, enquanto o 

extrato de levedura apresentou bom resultado para fitase, mas menor estímulo para 
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tanase e lacase. O sulfato de amônio apresentou desempenho inferior, indicando 

limitações de fontes inorgânicas para a expressão de enzimas ligadas à degradação 

de polímeros complexos. A lacase não foi detectada nas condições testadas, 

sugerindo que as vias ligninolíticas não foram suficientemente induzidas. Em síntese, 

a ureia e o extrato de levedura são fontes de nitrogênio promissoras para otimizar a 

produção enzimática em processos biotecnológicos com substratos agroindustriais, 

destacando a importância de se selecionar criteriosamente a composição do meio 

para maximizar a eficiência fermentativa. 

 
Tabela 9: Efeito das fontes de nitrogênio (ureia, sulfato de amônio e extrato de levedura) sobre 
a atividade das enzimas tanase, lacase e fitase. 

Ureia 

Ensaio FSG (g) Fonte 
de N (g) 

Atividade 
tanase  
(U.mL-¹) 

Atividade 
lacase  
(U.g-¹) 

Atividade de 
fitase  
(U.g-¹) 

1 10  2  0,628 ND 5,592 
2 15  2  0,830 ND 2,622 
3 20  2  0,398 ND 0,616 

 
Sulfato de amônio 

Ensaio FSG (g) Fonte 
de N (g) 

Atividade 
tanase  
(U.mL-¹) 

Atividade 
lacase  
(U.g-¹) 

Atividade 
de fitase 

(U.g-¹) 

1 10  2  ND ND 1,779 
2 15  2  ND ND 1,005 
3 20  2  0,08 ND 1,221 

 
Extrato de levedura 

Ensaio FSG (g) Fonte 
de N (g) 

Atividade 
tanase  
(U.mL-¹) 

Atividade 
lacase  
(U.g-¹) 

Atividade 
de fitase 

(U.g-¹) 

1 10  2  0,119 ND 5,345 
2 15  2  ND ND 2,950 
3 20  2 ND ND 2,223 

ND: Não determinado; N: Nitrogênio. 
Fonte: Autoria Própria. 
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5.4 Avaliação da interação da farinha de semente de goiaba e a ureia na 

produção de tanase e fitase 

 
Após a definição da ureia como melhor fonte de nitrogênio para a produção 

enzimática, procedeu-se à etapa de otimização utilizando o Delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR) com duas variáveis independentes. A fonte de carbono 

(farinha de semente de goiaba) variou de 5 a 25 g, enquanto a fonte de nitrogênio 

(ureia) variou de 0 a 4 g. A Tabela 10 apresenta as concentrações utilizadas em cada 

ensaio e suas respectivas atividades enzimáticas. 

Com base nos resultados, os modelos matemáticos ajustados apresentaram 

R² de 0,59 para tanase e 0,52 para fitase. Contudo, ambos foram considerados 

estatisticamente não significativos em nível de 10% e 5% de probabilidade, 

respectivamente. Diante disso, recorreu-se ao gráfico de valores preditos versus 

observados e ao Diagrama de Pareto para interpretação dos efeitos das variáveis 

sobre as respostas avaliadas. 

 
Tabela 10: DCCR para produção de Tanase e Fitase utilizando farinha de semente de goiaba 
como fonte de carbono e ureia como fonte de nitrogênio. 

ND: Não determinado; FSG: Farinha de semente de goiaba; U; Ureia. 
Fonte: Autoria própria. 

 

Ensaio FSG (g) U (g) 

Atividade 

tanase  

(U.mL-¹) 

Atividade de fitase 

(U.g-¹) 

1 7,91 

22,1 

7,91 

22,1 

5 

25 

15 

15 

15 

15 

15 

0,58 ND ND 

2 0,58 ND 0,0420 

3 3,42 0,138 0,0820 

4 3,42 ND 0,0618 

5 2 ND 0,2297 

6 2 0,115 0,0615 

7 0 ND 0,1171 

8 4 0,225 0,0744 

9 2 0,114 ND 

10 2 0,056 ND 

11 2 0,039 ND 
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5.4.1 Atividade enzimática da tanase frente a interação da farinha de semente 

de goiaba e ureia 

 
O gráfico de valores preditos versus observados (Figura 1) evidencia que o 

modelo proposto apresenta baixa capacidade de ajuste para a atividade de tanase, 

caracterizada pela ampla dispersão dos pontos em relação à reta de regressão. 

Embora seja observada uma tendência linear positiva, esta é fraca, confirmando o 

baixo coeficiente de determinação (R² = 0,59) e indicando que o modelo estudado 

explica apenas uma pequena fração da variabilidade experimental. A ausência de 

alinhamento consistente dos pontos, incluindo os ensaios realizados no ponto central, 

demonstra instabilidade preditiva e reforça a inexistência de efeitos significativos das 

variáveis avaliadas sobre a produção de tanase. 

Figura 1: Valores preditos e observados da produção de tanase frente a interação da farinha 
de semente e ureia. Fonte: Autoria própria. 

 

O Diagrama de Pareto (Figura 2), considerando nível de confiança de 90%, 

demonstra que somente o termo linear da ureia (U) apresentou efeito significativo (p 

maior que 0,10) sobre a atividade da tanase, configurando-se como o fator de maior 

influência no modelo experimental. Esse achado confirma que o incremento de 

nitrogênio assimilável exerce impacto direto e decisivo na indução da tanase, padrão 

amplamente descrito na literatura, que relaciona a disponibilidade nitrogenada à 

ativação de vias biossintéticas e ao aumento da secreção de enzimas extracelulares 

por Aspergillus niger (Dias, 2016; Akhtar et al., 2024). 
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Figura 2: Diagrama de Pareto da produção de tanase frente a interação da farinha de semente 
de goiaba e ureia. Fonte: Autoria Própria. 

 

Em contraposição, a farinha de semente de goiaba (FSG) não apresentou 

efeito significativo, tanto em seu termo linear (L) quanto quadrático (Q), indicando que, 

nas condições avaliadas, essa fonte de carbono não foi determinante para a resposta 

enzimática. Embora substratos ricos em taninos possam modular a produção de 

tanase, tal resposta depende fortemente da razão C:N, do tipo de composto fenólico 

e da capacidade metabólica da linhagem utilizada (Franzino et al., 2021; Schafer et 

al., 2023), o Sque pode explicar a ausência de efeito relevante no presente estudo. 

Os termos quadráticos (Q) da ureia (U) e da farinha (FSG) exibiram 

coeficientes negativos, sugerindo tendência de curvatura compatível com início de 

saturação metabólica em concentrações superiores. Em níveis elevados, tanto o 

excesso de nitrogênio quanto o acúmulo de sólidos podem reduzir a eficiência 

enzimática devido à repressão metabólica, alterações reológicas ou limitação 

difusional (Guimarães et al., 2017; Heuermann et al., 2021). Contudo, como esses 

efeitos não alcançaram significância estatística, devem ser interpretados apenas 

como indicação de tendência. 

A interação entre os fatores (1Lby2L) apresentou efeito moderado, porém não 

significativo, reforçando a ausência de sinergismo entre as fontes de carbono e 
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nitrogênio no intervalo experimental empregado. Tal comportamento é coerente com 

estudos que reportam que a resposta da tanase, em planejamentos fatoriais, é 

predominantemente direcionada pela fonte nitrogenada, exibindo baixa sensibilidade 

às interações entre variáveis (Naiudu et al., 2008; Kumar et al., 2015; Alfarhan et al., 

2024). 

Dessa forma, os resultados evidenciam que a ureia constitui o principal fator 

indutor da produção de tanase por Aspergillus niger, enquanto a farinha de semente 

de goiaba exerce influência secundária e não significativa. A compreensão desse 

comportamento é essencial para subsidiar etapas subsequentes de otimização, 

especialmente no que se refere ao ajuste da relação C:N e à definição das condições 

nutricionais mais adequadas para maximizar o rendimento enzimático. 

 

5.4.2 Atividade enzimática da fitase frente a interação da farinha de semente 

de goiaba e ureia  

 
O gráfico de valores observados versus preditos (Figura 3) indica que o 

modelo ajustado apresenta capacidade limitada de descrever a produção de fitase 

nas condições avaliadas. Observa-se dispersão considerável dos pontos em relação 

à reta de identidade (y = x), evidenciando discrepâncias entre os valores 

experimentais e aqueles estimados pelo modelo. Esse comportamento sugere baixo 

poder explicativo das variáveis independentes incluídas no delineamento. 

Apesar disso, os pontos centrais apresentam baixa dispersão, demonstrando 

boa reprodutibilidade experimental e reduzido erro puro. Tal resultado indica que a 

variabilidade observada está mais associada à inadequação do modelo estatístico do 

que a falhas operacionais ou instabilidade do sistema fermentativo. A homogeneidade 

dos ensaios realizados no nível central reforça a consistência das condições 

experimentais adotadas. 

As atividades enzimáticas obtidas concentraram-se majoritariamente abaixo 

de 0,15 U·g⁻¹, caracterizando desempenho enzimático limitado dentro da faixa 

experimental estudada. A baixa magnitude da resposta pode ter contribuído para a 

dificuldade de ajuste do modelo, uma vez que variações pequenas tendem a reduzir 

a sensibilidade estatística na detecção de efeitos significativos. 
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Os desvios observados entre valores experimentais e preditos indicam que os 

fatores avaliados não foram suficientes para explicar adequadamente a resposta da 

fitase, comprometendo a capacidade preditiva do modelo. Esses resultados sugerem 

a necessidade de reformulação do delineamento experimental, com inclusão de 

variáveis mais diretamente associadas à regulação da fitase, como concentração de 

fósforo inorgânico, presença de indutores específicos ou ajustes no tempo e nas 

condições de incubação, visando obtenção de respostas mais expressivas e 

estatisticamente robustas. 

Figura 3: Valores Preditos versus Observados da produção de fitase frente a interação da 
farinha de semente de goiaba e ureia. Fonte: Autoria própria. 

 

Para a atividade de fitase, o Diagrama de Pareto (Figura 4) a 95% de 

confiança revelou que a farinha de semente de goiaba (FSG) foi a variável de maior 

influência, destacando-se pelo efeito quadrático (Q) (aproximadamente 1,91). Tal 

padrão indica comportamento não linear, sugerindo que existe uma concentração 

ótima do substrato capaz de maximizar a produção da enzima. Como Aspergillus niger 

é altamente sensível à disponibilidade de carbono, concentrações elevadas de 

substratos complexos podem induzir repressão catabólica ou problemas difusionais 

(Adnan et al., 2017; Zheng et al., 2023). 
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Figura 4: Diagrama de Pareto da produção de fitase frente a interação da farinha de semente 
de goiaba e ureia. Fonte:  Autoria própria. 
 

O termo linear (L) da farinha apresentou efeito negativo (–1,13), indicando que 

o simples aumento da concentração do resíduo não promove acréscimo proporcional 

da atividade. Concentrações excessivas de materiais lignocelulósicos podem causar 

inibição por sólidos, acúmulo de fenóis ou competição metabólica — fenômenos 

reconhecidos em fungos filamentosos (Jatuwong et al., 2020; Scroccarello et al., 

2021). Para a ureia (U), o efeito quadrático (Q) também não foi significativo (1,03). 

Como Aspergillus niger possui mecanismos de repressão por nitrogênio (NCR) 

mediados por reguladores como AreA e AreB, concentrações excessivas de ureia 

podem suprimir a expressão da fitase. Assim, sua atuação se mostra dependente de 

níveis moderados, o que explica a ausência de significância do termo linear (Michielse 

et al., 2014; Sadaf et al., 2022). 

A interação entre as variáveis (1Lby2L) não foi significativa, indicando que 

atuam predominantemente de forma independente sobre a resposta. 

Em síntese, a produção de fitase foi fortemente modulada pelos termos 

quadráticos, evidenciando a necessidade de ajuste preciso tanto da concentração da 

farinha quanto da ureia. Os resultados confirmam que a farinha de semente de goiaba 

é um substrato eficiente e sustentável para indução da fitase quando utilizada em 
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concentrações otimizadas, enquanto a ureia contribui para o ajuste metabólico, desde 

que controlada para evitar repressão nitrogenada. 

Esses achados constituem subsídios importantes para etapas futuras de 

otimização, permitindo estabelecer condições fermentativas mais robustas para a 

produção de enzimas de interesse biotecnológico a partir de subprodutos 

agroindustriais. 

 

5.5 Produção enzimática a partir de farinha de semente de goiaba em função 

de diferentes fontes de nitrogênio: novas concentrações de ureia versus 

extrato de levedura 

 
Com o intuito de otimizar os resultados obtidos no item 5.4, foi conduzida uma 

nova etapa de fermentação, na qual se avaliou a influência das fontes de carbono e 

nitrogênio sobre a produção enzimática. Para isso, manteve-se a farinha de semente 

de goiaba na faixa de 5 a 25 g como fonte de carbono, enquanto a concentração de 

ureia foi ampliada de 0 a 8 g. Nesta etapa incluíram-se ensaios utilizando extrato de 

levedura como fonte alternativa de nitrogênio, testado nas concentrações de 0 a 6 g. 

 

5.5.1 Ensaio utilizando ureia como fonte de nitrogênio 

 
A Tabela 11 apresenta as combinações avaliadas e as respectivas atividades 

enzimáticas obtidas em cada condição experimental. 

Com os resultados demonstrados na tabela 11, pode-se observar que o 

aumento da concentração da ureia promoveu uma maior atividade enzimática tanto 

para tanase, quanto para fitase. A tanase aumentou moderadamente, com máximo no 

ensaio 8 (0,6248 U·mL⁻¹), indicando indução nitrogenada limitada por uma faixa ótima 

C:N, conforme descrito por Schafer et al. (2023) e Akhtar et al. (2024). A fitase, por 

sua vez, apresentou incremento exponencial, sobretudo quando ureia e farinha de 

semente de goiaba foram combinadas em proporções extremas (ensaios 3, 5 e 8). A 

elevação no ensaio 3 evidencia que a fitase depende fortemente da disponibilidade 

de nitrogênio assimilável, corroborando Franzino et al. (2022). Abaixo serão discutidos 

os resultados estatísticos de cada enzima. 
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 Tabela 11: DCCR para produção de Tanase e Fitase utilizando farinha de semente de goiaba 
(FSG) como fonte de carbono e ureia como fonte de nitrogênio. 

ND: Não determinado; FSG: Farinha de semente de goiaba; U: Ureia. 
Fonte: Próprio Autor. 

 

5.5.1.1 Atividade enzimática da tanase frente a interação farinha de semente 

de goiaba e novas concentrações de ureia 

 
A partir desses ensaios, encontrou-se R²=0,69, estatisticamente não 

significativos em 5% de probabilidade, ainda não possibilitando criação de gráficos 

pelas análises de ANOVA. Criou-se, então, novamente o Diagrama de Pareto em 95% 

de confiança (Figura 5). 

A análise do Diagrama de Pareto (Figura 5), demonstrou o mesmo padrão 

discutido no item 5.4.1, em que apenas o termo linear da ureia (U(L)) apresentou 

impacto estatisticamente significativo (p maior que 0,05) sobre a atividade da tanase 

produzida por Aspergillus niger, com efeito estimado superior a 2,6, o que reforça que 

a disponibilidade de nitrogênio assimilável é o principal fator regulador da atividade 

enzimática da tanase no sistema experimental avaliado. 

Além disso, a farinha de semente de goiaba (FSG) apresentou um efeito linear 

(L) positivo, porém não foi significativo, o que indica que a variação isolada da fonte 

de carbono não influenciou de maneira consistente a síntese da tanase.  

Da mesma forma, o termo de interação entre farinha de goiaba e ureia 

(1Lby2L) não atingiu significância estatística, indicando que as variáveis não atuaram 

de forma sinérgica na indução da tanase. Os termos quadráticos (U(Q)) e FSG(Q)) 

apresentaram efeitos moderados, mas não significativos, indicando apenas tendência 

de curvatura na resposta. 

Ensaio FSG (g) U (g) 
Atividade tanase 

(U·mL⁻¹) 
Atividade de fitase 

(U·g⁻¹) 

1 7,91 1,2 ND ND 
2 22,1 1,2 ND 0,144 
3 7,91 6,8 ND 5,072 
4 22,1 6,8 0,319 1,359 
5 5 4 ND 4,029 
6 25 4 0,152 1,365 
7 15 0 ND ND 
8 15 8 0,624 2,843 
9 15 4 0,012 2,174 
10 15 4 0,178 2,565 
11 15 4 ND 1,949 
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Figura 5: Diagrama de Pareto da produção enzimática da tanase frente a interação da farinha 
de semente de goiaba e novas concentrações de ureia. Fonte: Autoria Própria. 
 

Sendo assim, é possível afirmar o que foi discutido no item 5.4.1, o 

comportamento do sistema sugere que a síntese enzimática está mais fortemente 

condicionada à disponibilidade de nitrogênio de que à fonte de carbono. 

A análise do gráfico de valores observados versus previstos (Figura 6) reforça 

as limitações do modelo matemático ajustado utilizado. 

Os pontos correspondentes ao nível central (C) apresentam baixa dispersão 

relativa, demonstrando boa reprodutibilidade experimental e reduzido erro puro. Tal 

comportamento confirma que a variabilidade observada não está associada a 

instabilidade operacional ou inconsistências experimentais, mas sim à limitação do 

modelo em descrever adequadamente a resposta ao longo da faixa experimental, 

especialmente nas regiões mais extremas do planejamento. 

A inclinação positiva da linha de regressão confirma que o modelo capturou 

corretamente a direção geral do efeito da ureia; entretanto, o baixo ajuste revela que 

outros fatores — não incluídos no experimento — podem ter exercido influência 

relevante sobre a atividade de tanase. Entre esses fatores, destacam-se pH, 

disponibilidade de oxigênio, intensidade da agitação, presença de indutores 
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específicos (como ácido gálico) e condições de acessibilidade dos taninos presentes 

na farinha, os quais são reconhecidos como moduladores importantes da síntese de 

tanase em Aspergillus niger (D’Souza et al., 2022).  

Figura 6: Gráfico de Valores Previstos versus valores observados da produção de tanase 
frente a interação da farinha de semente de goiaba e novas concentrações de ureia. Fonte: 
Autoria Própria. 

 

A concentração reduzida de atividade enzimática observada em grande parte 

dos ensaios, associada à fraca correlação entre observados e previstos, sugere não 

apenas a predominância do efeito da ureia, mas também a baixa eficiência do 

substrato de goiaba como indutor no contexto experimental. Isso está alinhado com 

estudos que demonstram que fontes de carbono complexas podem exigir pré-

tratamentos físicos ou químicos para liberar taninos reativos e aumentar sua 

capacidade indutora (Braghiroli et al., 2019; Islam et al., 2021; Guizani et al., 2023). 

Em síntese, os resultados demonstram que a ureia é o principal fator regulador 

da tanase no sistema avaliado, enquanto a farinha de semente de goiaba, embora 

bioquimicamente promissora, não exerceu influência significativa nas condições 

testadas. Além disso, o baixo ajuste do modelo estatístico evidencia a necessidade de 

incluir outros fatores no processo de otimização ou de explorar delineamentos mais 

abrangentes, de modo a capturar com maior precisão a complexidade metabólica 

envolvida na biossíntese da tanase por Aspergillus niger. Esses resultados contribuem 

para delinear estratégias de otimização mais eficientes, priorizando a modulação da 



69 
 

 
 

fonte de nitrogênio e a avaliação de potenciais indutores específicos capazes de 

intensificar a produção enzimática. 

 

5.5.1.2 Atividade enzimática da fitase frente a interação da farinha de 

semente de goiaba e novas concentrações de ureia  

 
A partir dos novos ensaios, encontrou-se R²=0,84 em nível de 10% de 

probabilidade, a partir destes dados também foi possível estabelecer um modelo 

matemático segundo a equação 9. A partir dos valores obtidos pela equação, 

delimitou-se os resultados do DCCR para dentro das regras da ANOVA. Com os 

valores de Fc (F calculado) na Tabela 12. 

 

𝑌 = 2,40 − 1,31 × 𝐹𝐶 + 0,63 × 𝐹𝐶2 + 1,35 × 𝐹𝑁 − 0,75𝐹𝑁2 − 0,73 × 𝐹𝑁 × 𝐹𝐶 (Eq. 9) 

 

Tabela 12: Anova da atividade de fitase frente a interação da farinha de semente de goiaba e 
novas concentrações de ureia. 

SQ: soma de quadrados. 
GL: Graus de liberdade.  
QM: quadrados médios. 
Fonte: Autoria Própria. 

 

A partir dos dados obtidos pela ANOVA, foram construídos os gráficos de 

superfície de resposta e de curvas de contorno para a atividade de fitase em função 

da concentração de farinha de semente de goiaba (FSG) e ureia (U). A análise 

conjunta da superfície de resposta tridimensional (Figura 7) e do gráfico de contorno 

(Figura 8) demonstra que a produção de fitase por Aspergillus niger é fortemente 

influenciada pelo aporte nitrogenado e pela quantidade de farinha de semente de 

goiaba utilizada. Ambos os gráficos apresentam gradientes bem definidos, com zonas 

Fonte de 
Variação 

SQ GL QM Fcalculado 
F tabelado 
(5, 5, 10%) 

Regressão 35,770 5 7,154 5,026 3,453 

Resíduos 7,117 5 1,423  F tabelado 
(3, 2, 10%) 

Falta de Ajuste 6,671 3 2,224 9,964 9,162 

Erro Puro 0,446 2 0,223   

Total 42,887     
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de alta e baixa atividade que caracterizam o comportamento quadrático típico de 

modelos ajustados via DCCR. 

Figura 7: Gráfico de resposta de superfície 3D da atividade da fitase frente a interação da 
farinha de semente de goiaba e novas concentrações de ureia. Fonte: Autoria Própria. 

 

A região de maior atividade (aproximadamente 6 U·g⁻¹), destacada em 

vermelho, concentra-se na combinação entre baixas concentrações de farinha 

(aproximadamente 7,91 g) e altos níveis de ureia (6,8 g). Esse padrão reforça o papel 

determinante do nitrogênio na maximização da resposta enzimática, evidenciado pela 

acentuada inclinação da superfície 3D e pelo gradiente oblíquo observado no gráfico 

de contorno. Resultados semelhantes foram reportados por Zailan et al. (2021), que 

destacam a importância da suplementação nitrogenada na síntese de fitases por 

fungos filamentosos. 
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Por outro lado, as regiões de menor atividade (menor que 2 U·g⁻¹) surgem 

principalmente sob duas condições: (i) baixa concentração de ureia, independente da 

quantidade de farinha; e (ii) níveis elevados de farinha (15–25 g), mesmo com 

nitrogênio disponível. A limitação nitrogenada reduz tanto o crescimento micelial 

quanto a capacidade biossintética do fungo, prejudicando a expressão da fitase 

(Maseko et al., 2024). Já o excesso de carbono sugere ocorrência de repressão 

catabólica, fenômeno clássico em Aspergillus, em que a abundância de substratos 

energéticos reprime a síntese de enzimas hidrolíticas consideradas secundárias 

(Adnan et al., 2017; De Assis et al., 2021; Tanaka & Gomi, 2021). Essa tendência é 

coerente com a curvatura negativa do modelo, evidenciada pela persistência das 

áreas verdes em concentrações elevadas de farinha de semente de goiaba nos dois 

gráficos. 

Figura 8: Gráfico de contorno da atividade enzimática da fitase frente a interação da farinha 
de semente de goiaba e novas concentrações de ureia. Fonte: Autoria Própria. 

 
A interação entre as variáveis também é evidente. A superfície indica que a 

maximização da atividade enzimática não depende apenas do aumento de ureia ou 

da redução de farinha isoladamente; a resposta ótima está relacionada ao balanço 

C:N, que regula a intensidade das rotas biossintéticas envolvidas na produção de 

fitase (Wang et al., 2023). Tanto o perfil ondulatório da superfície quanto a inclinação 

dos contornos demonstram que pequenas variações na proporção entre carbono e 



72 
 

 
 

nitrogênio são suficientes para alterar a resposta fisiológica do microrganismo, 

reforçando o bom ajuste e a coerência biológica do modelo quadrático. 

Em síntese, a produção de fitase por Aspergillus niger mostrou forte 

dependência da disponibilidade de ureia, enquanto a farinha de semente de goiaba 

apresentou efeito positivo apenas em concentrações moderadas. Os gráficos 

convergem para uma região ótima operacional caracterizada por baixa a média 

concentração de farinha de semente de goiaba associada a altos níveis de ureia, 

oferecendo diretrizes úteis para a seleção de condições fermentativas mais eficientes. 

Estudos prévios também reforçam a relevância do ajuste nutricional. Tanruean 

et al. (2021) relataram elevados rendimentos de fitase utilizando farelo de arroz 

suplementado com sulfato de amônio, enquanto pesquisas envolvendo resíduos de 

goiaba permanecem escassas. Ali et al. (2023), por exemplo, investigaram a produção 

de lipases em Aspergillus niger utilizando esse resíduo e observaram atividade 

máxima de 9,1 U/mL, demonstrando seu potencial biotecnológico, embora ainda 

pouco explorado para fitases. 

A adequação do modelo estatístico é reforçada pelo gráfico de valores 

observados versus valores preditos (Figura 9) da atividade de fitase, o qual evidencia 

tendência linear positiva, indicando que o modelo descreve satisfatoriamente a 

tendência global da resposta dentro da faixa estudada. No entanto, a dispersão dos 

pontos, especialmente nos extremos da faixa experimental, revela ajuste moderado, 

sugerindo que o modelo é mais apropriado para interpretação de tendências do 

sistema fermentativo do que para predições exatas de valores absolutos de atividade 

enzimática. Ainda assim, esse comportamento é comum em sistemas biológicos 

complexos e não compromete a coerência fisiológica do modelo ajustado. 

Assim, embora os resultados do presente estudo sinalizem que a farinha de 

semente de goiaba pode atuar como substrato promissor em concentrações 

específicas, o conhecimento disponível ainda é limitado. A variabilidade fisiológica 

observada, somada à ausência de estudos consolidados sobre sua aplicação na 

produção de fitases, evidencia a necessidade de investigações adicionais que avaliem 

diferentes pré-tratamentos, parâmetros fermentativos, suplementações e abordagens 

multivariadas. Dessa forma, torna-se possível estabelecer protocolos mais robustos e 

ampliar o aproveitamento biotecnológico desse resíduo agroindustrial. 
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Figura 9: Valores previstos versus valores observados da atividade da fitase frente a interação 
da farinha de semente de goiaba e novas concentrações de ureia. Fonte: Autoria Própria. 

 

5.5.2 Ensaio utilizando extrato de levedura como fonte de nitrogênio  

 
A tabela 13 descreve a atividade enzimática frente aos ensaios com as 

concentrações da fonte de carbono (farinha de semente de goiaba) e a nova fonte de 

nitrogênio testada (extrato de levedura). 

O delineamento experimental avaliou a influência do extrato de levedura como 

fonte de nitrogênio sobre a produção das enzimas tanase e fitase por Aspergillus niger. 

Observou-se que a atividade de tanase foi praticamente nula em todos os ensaios, 

indicando que, nas condições avaliadas, o extrato de levedura não atuou como indutor 

dessa enzima, a qual depende de compostos fenólicos específicos para sua 

expressão. 

Em contraste, a atividade de fitase apresentou resposta significativa, com 

valores mais elevados associados a altas concentrações de extrato de levedura e 

baixas concentrações de farinha de semente de goiaba, evidenciando o papel 

determinante do nitrogênio orgânico na indução dessa enzima. Os resultados serão 

mostrados e discutidos nos itens abaixo. 
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 Tabela 13: DCCR para produção de Tanase e Fitase utilizando farinha de semente de goiaba 
como fonte de carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogênio. 
 

ND: Não determinado; FSG: Farinha de semente de goiaba; EL: Extrato de levedura. 
Fonte: Autoria própria.  
 

5.5.2.1 Atividade enzimática da tanase frente a interação da farinha de 

semente de goiaba e extrato de levedura 

 
A análise do Diagrama de Pareto (Figura 10) revela que nenhuma das 

variáveis avaliadas atingiu significância estatística em nível de 90% de confiança, 

indicando que, dentro do intervalo experimental estudado, o extrato de levedura não 

exerceu influência determinante sobre a atividade da tanase produzida por Aspergillus 

niger. Embora os termos quadráticos da farinha de semente de goiaba (FSG –1,29) e 

do extrato de levedura (EL–1,11) tenham apresentado os maiores coeficientes, ambos 

permaneceram abaixo do limite crítico, demonstrando apenas uma tendência de 

curvatura, mas sem sustentação estatística no modelo descrito. 

Essa limitação do modelo estudado é corroborada pelo gráfico de valores 

observados versus valores preditos (Figura 11), no qual se observa dispersão 

considerável dos pontos em relação à linha de tendência, especialmente nas faixas 

de baixa atividade enzimática. 

As concentrações de pontos próximos ao eixo de menor resposta e os desvios 

observados em relação à reta ideal indicam baixa concordância entre os valores 

experimentais e os estimados pelo modelo, refletindo um baixo poder preditivo, 

compatível com o reduzido coeficiente de determinação (R²=0,31). Os pontos 

correspondentes ao nível central (C) apresentam baixa dispersão entre si, 

evidenciando boa reprodutibilidade experimental e reduzido erro puro. Tal 

Ensaio FSG (g) EL (g) 
Atividade 

tanase (U·mL¹) 
Atividade de fitase 

(U·g⁻¹) 

1 7,91 0,9 ND ND 
2 22,1 0,9 ND 0,184 
3 7,91 5,1 ND 10,029 
4 22,1 5,1 ND 2,318 
5 5 3 ND 8,479 
6 25 3 ND 2,386 
7 15 0 ND ND 
8 15 6 ND 3,016 
9 15 3 0,0125 1,266 
10 15 3 0,178 2,435 
11 15 3 ND 1,404 
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comportamento confirma que a variabilidade observada não está associada à 

instabilidade do sistema fermentativo, mas sim à limitação estrutural do modelo em 

explicar a resposta ao longo da região experimental. 

Figura 10: Diagrama de Pareto da atividade de tanase frente a interação da farinha de 
semente de goiaba e extrato de levedura. Fonte: Autoria Própria. 

 

A presença de efeitos quadráticos (Q) negativos sugere que níveis muito altos 

de substrato – tanto da fonte de carbono (FSG) quanto do nitrogênio (EL) – podem 

gerar diminuição da atividade enzimática, provavelmente em função de mecanismos 

de repressão metabólica. Em fungos filamentosos, é bem documentado que fontes 

nitrogenadas ricas em aminoácidos e peptídeos, como o extrato de levedura, tendem 

a favorecer o crescimento celular, mas não necessariamente a indução de enzimas 

extracelulares associadas à degradação de compostos fenólicos. Isso ocorre porque 

a tanase é tipicamente uma enzima de resposta adaptativa, mais fortemente induzida 

pela presença de taninos do que por nitrogênios facilmente assimiláveis (Franzino et 

al., 2021; Akhtar et al., 2024). 

Assim, os resultados indicam que o extrato de levedura (EL) não representou 

estímulo efetivo para o aumento da atividade de tanase. O fungo, ao receber uma 

fonte nitrogenada complexa e abundante, tende a priorizar vias de crescimento 
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primário, reduzindo a necessidade fisiológica de sintetizar enzimas especializadas 

como a tanase. Esse comportamento é consistente com relatos de que fontes de 

nitrogênio mais simples ou moderadamente limitantes, como ureia ou sais amoniacais, 

promovem melhor resposta enzimática por induzirem leve estresse nutricional, 

condição frequentemente associada à maior expressão de enzimas relacionadas à 

degradação de polímeros estruturais e compostos aromáticos (Schaefer et al., 2023). 

Figura 11: Valores Preditos versus Valores Observados da atividade de tanase frente a 
interação da farinha de semente de goiaba e extrato de levedura. Fonte: Autoria Própria. 

 

A ausência de significância nos termos lineares (L) e de interação (1Lby2L) 

reforça que a variação das concentrações testadas não modulou de forma consistente 

o metabolismo produtor de tanase, e que a resposta observada foi 

predominantemente estável. Assim, os resultados permitem concluir que, no contexto 

experimental aplicado, o extrato de levedura não é uma fonte nitrogenada eficiente 

para maximizar a produção de tanase, devendo ser consideradas alternativas que 

promovam maior indução metabólica, como ureia ou combinações C:N mais 

restritivas. 
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5.5.2.2 Atividade enzimática da fitase frente a interação da farinha de 

semente de goiaba e extrato de levedura 

 
A partir dos ensaios com extrato de levedura, encontrou-se R²=0,94 em nível 

de 5% de probabilidade, a partir destes dados também foi possível estabelecer um 

modelo matemático segundo a equação 10.  A partir dos valores obtidos pela equação, 

delimitaram-se os resultados do DCCR para dentro das regras da ANOVA. Com os 

valores de Fc (F calculado) na Tabela 14. 

 

𝑌 = 2,38 − 1,97 × 𝐹𝐶 + 1𝑆, 48 × 𝐹𝐶2 + 2,58 × 𝐹𝑁 − 0,08𝐹𝑁2 − 1,81 × 𝐹𝑁 × 𝐹𝐶(Eq.10) 
 

Tabela 14: Anova da atividade de fitase frente a interação da farinha de semente de goiaba e 
extrato de levedura. 

Fonte de 
Variação 

SQ GL QM Fcalculado 
F tabelado 

(5,5,5%) 

Regressão 109,7129 5 21,94258 17,36293 5,05 

Resíduos 6,3188 5 1,26376  F tabelado 
(3,2, 5%) 

Falta de 
Ajuste 

6,2742 3 2,0914 93,78475 19,164 

Erro Puro 0,0446 2 0,0223   

Total 6,3188     

SQ: soma de quadrados. 
GL: Graus de liberdade. 
QM: quadrados médios. 
Fonte: Autoria própria. 

 

A superfície de resposta para a atividade de fitase (U·g⁻¹) (Figura 12) gerada 

a partir da ANOVA mostra que o fator determinante para o aumento da resposta é o 

extrato de levedura, enquanto a farinha de semente de goiaba (FSG) exerce efeito 

predominantemente negativo quando utilizada em maiores concentrações. Observa-

se um claro gradiente ascendente da atividade enzimática ao longo do eixo do extrato 

de levedura, sobretudo na faixa de menores concentrações de farinha de semente de 

goiaba (em torno de 5 g). Nessa condição, a elevação do extrato de levedura (EL) até 

a região próxima de 6 g resulta nas maiores atividades de fitase (em torno de 14 

U·g⁻¹). 
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O gráfico de contorno (Figura 13) reforça esse comportamento, uma vez que 

as isolinhas de maior intensidade (tons vermelho/laranja, entre 10 e14 U·g⁻¹) 

concentram-se no canto superior esquerdo do gráfico, onde o extrato de levedura (EL) 

se encontra em níveis elevados e a farinha em concentrações reduzidas. À medida 

que a concentração de farinha de semente de goiaba (FSG) aumenta, principalmente 

acima de 15–20 g, observa-se queda progressiva da resposta, mesmo sob altos níveis 

de extrato de levedura (EL). 

Figura 12: Gráfico de superfície de resposta 3D da atividade enzimática da fitase frente a 
interação da farinha de semente de goiaba e extrato de levedura. Fonte: Autoria Própria. 

 
Essa tendência sugere que o excesso de substrato carbonado não atua como 

indutor da fitase e pode ocasionar repressão por carbono e/ou alterações nas 

condições físicas do meio, como umidade e difusão de oxigênio e nutrientes, 

comprometendo a eficiência metabólica do fungo (Adnan et al., 2017; Lima et al., 

2020; Rüllke et al., 2024). 

Adicionalmente, o gráfico de valores observados versus preditos (Figura 14) 

da atividade de fitase evidencia bom ajuste do modelo quadrático obtido pelo DCCR, 

com a maioria dos pontos distribuída próxima à reta identidade, indicando adequada 

capacidade preditiva. O modelo apresenta maior precisão nas faixas intermediárias e 

elevadas de atividade, enquanto maior dispersão é observada em valores baixos, o 

que sugere limitações preditivas nas extremidades do domínio experimental, sem 
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indícios de viés sistemático. Portanto, os resultados indicam que a condição ótima 

para a produção de fitase situa-se na combinação de alta concentração de extrato de 

levedura (EL) com baixa a moderada concentração de farinha de semente de goiaba 

(FSG). Nessa faixa, o microrganismo dispõe de aporte nitrogenado suficiente para 

sustentar o metabolismo e a biossíntese de enzimas extracelulares, sem sofrer os 

efeitos inibitórios associados ao excesso de carbono. 

Figura 13:Gráfico de contorno da atividade enzimática da fitase frente a interação da farinha 
de semente de goiaba e extrato de levedura. Fonte: Autoria Própria. 

 

O aumento simultâneo das duas variáveis desloca a superfície para regiões 

de menor atividade (menor que 4 U·g⁻¹), evidenciando que a simples elevação da 

carga de substrato não se traduz em maior produção enzimática. 

Em síntese, os resultados demonstram que, para a produção de fitase por 

Aspergillus niger utilizando farinha de semente de goiaba como fonte de carbono, o 

extrato de levedura (EL) atua como principal modulador positivo, enquanto a farinha 

de semente de goiaba (FSG), em níveis elevados, tende a limitar a resposta, 

reforçando a importância do ajuste da relação C:N para a maximização da atividade 

enzimática no sistema avaliado. 
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Figura 14: Gráfico de Valores Previstos versus valores observados da fitase frente a interação 
da farinha de semente de goiaba e extrato de levedura. Fonte: Autoria Própria. 
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6 CONCLUSÕES  

 
O presente estudo demonstrou, de forma consistente, o elevado potencial 

biotecnológico da farinha de semente de goiaba (Psidium guajava) como substrato 

alternativo para a produção da enzima fitase por Aspergillus niger, empregando a 

fermentação em estado sólido como estratégia de valorização de resíduos 

agroindustriais, para tanase e lacase novos estudos devem ser levados em 

consideração. A caracterização físico-química do substrato evidenciou sua 

composição rica em fibras, carboidratos estruturais e compostos fenólicos, atributos 

que favorecem o crescimento fúngico e a indução enzimática, confirmando sua 

viabilidade como matéria-prima fermentativa. 

A avaliação das diferentes fontes de nitrogênio revelou que a resposta 

enzimática é fortemente dependente da natureza e da concentração desse nutriente, 

sendo observadas diferenças marcantes no desempenho produtivo conforme a 

enzima avaliada. A aplicação do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

possibilitou a compreensão dos efeitos lineares, quadráticos e das interações entre as 

variáveis estudadas, permitindo a identificação de regiões ótimas de produção e 

evidenciando a relevância do planejamento experimental na otimização de 

bioprocessos. 

Os resultados obtidos indicaram que Aspergillus niger apresenta elevada 

capacidade de adaptação à farinha de semente de goiaba, expressando atividades 

enzimáticas compatíveis com aquelas descritas na literatura para outros substratos 

convencionais. Destaca-se que, para a produção de fitase, a farinha de semente de 

goiaba mostrou-se particularmente eficiente quando associada a fontes nitrogenadas 

adequadas, enquanto a produção de tanase apresentou comportamento mais 

restritivo, sugerindo a necessidade de indutores específicos ou condições 

fermentativas mais direcionadas para maximização dessa enzima. 

Sob a perspectiva ambiental e socioeconômica, o aproveitamento da farinha 

de semente de goiaba como substrato fermentativo configura-se como uma alternativa 

sustentável e alinhada aos princípios da economia circular, ao promover a redução do 

descarte inadequado de resíduos, a agregação de valor à cadeia produtiva da goiaba 

e o desenvolvimento de processos biotecnológicos de menor impacto ambiental. Além 

disso, a fermentação em estado sólido mostrou-se uma tecnologia adequada, de baixo 
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custo operacional e elevada eficiência, reforçando seu potencial de aplicação em 

escala industrial. 

Dessa forma, conclui-se que a farinha de semente de goiaba constitui uma 

matéria-prima promissora para a produção de enzimas de interesse industrial por 

Aspergillus niger, contribuindo para o avanço do conhecimento científico na área de 

biotecnologia de resíduos agroindustriais. Os resultados obtidos fornecem subsídios 

importantes para o desenvolvimento de estudos futuros voltados à otimização em 

maior escala, à avaliação da estabilidade e aplicação das enzimas produzidas e à 

integração desse bioprocesso em cadeias produtivas sustentáveis, fortalecendo o 

aproveitamento integral dos subprodutos da fruticultura brasileira. 
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