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A partir de coletas realizadas em plantios comerciais de mandioca (Manihot 
esculenta Crantz) em 11 municípios do Estado da Paraíba, obtiveram-se 27 
isolados dos fungos Colletotrichum gloeosporoides f. sp. manihotis Henn (Penn.) 
e Fusarium oxysporum Schlent, fitopatogênicos à cultura. Desses isolados 
foi obtida a produção enzimática do complexo celulolítico, sob fermentação 
submersa à 120 rpm e 30 °C durante 7 dias, tendo CMC (Carboximetilcelulose) 
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RESUMO

como fonte de carbono. As atividades enzimáticas foram quantificadas por meio 
do grau de hidrólise de tiras de papel de filtro (FPAse) e de CMC (CMCase). 
Utilizou-se a liberação de Paranitrofenol para quantificação das atividades da 
β-glucosidase (βG). As atividades mais elevadas observadas foram: 23,13 e 
1,51 U/ml para FPAse e CMCase pelos isolados de C. gloeosporioides URM 
7124 e 7125. Para βG, 0,0014 U/mL, pelo isolado 13. 

ABSTRACT 

Material collected from commercial crops of cassava (Manihot esculenta 
Crantz) in 11 municipalities in the state of Paraíba included 27 isolates of 
the fungi Colletotrichum gloeosporoides f. sp. manihotis Henn (Penn.) and 
Fusarium oxysporum Schlent., which are pathogenic to the culture. From these 
isolates, cellulolytic enzyme complex production was obtained under submerged 
fermentation at 120 rpm and 30 °C for 7 days, with CMC (Carboxymethyl 
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Cellulose) as carbon source. Enzyme activities were quantified by means of the 
degree of hydrolysis of strips of filter paper (FPAse) and CMC (CMCase). The 
release of Paranitrofenol was used to quantify the activities of β-glucosidase 
(βG). The highest activities were: 23.13 and 1.51 U/ml for FPase and CMCase 
by the isolates of C. gloeosporioides URM 7124 and 7125. For βG, 0.0014 U/
ml by isolate 13.

Keywords: Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides, FPase, Endoglucanase, enzymes.

A celulose é um polímero abundantemente encontrado na natureza 
(21, 25). Sua ampla distribuição deve-se principalmente à participação 
na composição das paredes celulares dos vegetais (20). Devido à 
sua estrutura molecular, a celulose é resistente, estável e de difícil 
degradação (4). Assim, nos processamentos industriais e ambientais 
em que seja necessária a hidrólise nos componentes vegetais, são 
exploradas as enzimas celulolíticas para degradação química desse 
polissacarídeo. Estas enzimas atuam na preparação de materiais das 
indústrias alimentícia, farmacêutica, de óleos essenciais, rações animais, 
polpa celulósica e papel, bem como na conversão da biomassa de 
resíduos agrícolas e industriais em produtos químicos e biocombustíveis 
(27, 29). 

Segundo Lynd et al. (13) as celulases são classificadas de acordo 
com a sua ação catalítica e o local de atuação no substrato celulósico. 
O complexo celulolítico divide-se em três grupos: as endoglucanases 
(EnG, EC 3.2.1.4), que clivam internamente ligações glucosídicas 
nas regiões amorfas da fibra celulósica; as exoglucanases (ExG, 
EC 3.2.1.74) que atuam externamente nas fibras celulósicas e as 
β-glucosidases (βG, EC 3.2.1.91) que hidrolisam os oligossacarídeos 

(celodextrinas e celobioses) resultantes das ações catalíticas das enzimas 
citadas anteriormente em glucose (7). 

Os fungos filamentosos são produtores de enzimas hidrolíticas e 
apresentam relativa facilidade em sua excreção (2), tendo contribuído 
significativamente no campo da produção enzimática para fins 
industriais (6). Para suprimento das necessidades energéticas, muitos 
destes organismos produzem as enzimas celulolíticas, visando 
decompor a celulose de fontes vegetais. Todavia, somente poucos 
destes as produzem em quantidade significativa in vitro (28). Os 
fungos fitopatogênicos, devido à sua adaptação natural para invadir 
e parasitar a célula vegetal, apresentam a potencialidade de produzir 
e secretar enzimas lignocelulíticas (3, 16, 19). Como exemplos de 
fungos fitopatógenos produtores das enzimas do complexo celulolítico 
foram estudados recentemente Fusarium graminearum, F. oxysporum e 
Myrothecium roridum (10, 21, 25). Fungos fitopatogênicos da cultura da 
mandioca também apresentam as mesmas adaptações para realizarem 
os processos de infecção, especialmente para a penetração dos tecidos 
hospedeiros (15, 23).

Levando-se em consideração estas informações, este trabalho foi 
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realizado com o objetivo de avaliar a produção de enzimas celulolíticas 
por fungos fitopatogênicos isolados de mandioca. 

MATERIAL E MÉTODOS

A partir do material coletado em um levantamento de doenças 
realizado no Estado da Paraíba, efetuado por Morais et al. (18), 
obtiveram-se isolados de fungos fitopatogênicos em caules, folhas e 
raízes de mandioca em duas áreas denominadas I e II, localizadas em 
campos agrícolas comerciais de 11 municípios (Tabela 1). Cada uma 
das áreas continha 75 plantas que distanciavam de 5 a 10 metros uma 
da outra, dependendo do tamanho do plantio. 

A fermentação seletiva dos fungos foi realizada em frascos de 
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio composto de 2,0g: 
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pH inicial 5,0 e de carboximetilcelulose  (CMC) 1%  (p/v) como única 
fonte de carbono. Os frascos e seu conteúdo foram esterilizados a 121 
°C durante 15 minutos em autoclave. Em seguida foram preparadas 
suspensões de 106 conídios/mL de cada isolado (culturas com 8 dias 
de crescimento em meio BDA a 25° C e fotoperíodo de 12 horas). 
Posteriormente os frascos de Erlenmeyers foram inoculados com as 
suspensões e acondicionados em agitador orbital, na temperatura de 
30 °C e 120 rpm durante 7 dias. O ensaio foi realizado em duplicata. 

O extrato enzimático bruto foi obtido do meio fermentado, após 
filtração e centrifugação a 9.000g, 4 °C, durante 15 minutos para 
separação da biomassa e do sobrenadante. Em seguida, o sobrenadante 
foi acondicionado em tubos e congelados a temperatura de – 20 °C para 
as determinações analíticas. 

O teor de proteínas totais foi determinado empregando-se o método 
de Bradford (5), utilizando-se albumina sérica bovina como proteína 
padrão da curva de calibração.

As atividades FPAse (celulase total) e CMCase (endoglucanases) 
foram determinadas de acordo com o método proposto por Ghose (9). 
Para determinação da FPAse, Tiras de papel de filtro Whatman nº 1 (50 
mg, 1x6 cm), recortadas e enroladas foram mergulhadas em solução 
de 0,5 mL do extrato enzimático com 1,0 mL de tampão citrato (50 
mM, pH 5,0) contida em tubos de ensaio. Em seguida, o material foi 
incubado a 50 ºC por 60 minutos. 

Para determinação da CMCase, foram incubados 0,5 mL do extrato 
enzimático com 0,5 mL da solução de CMC a 1% (p/v) em tampão 
citrato (50 mM, pH 5,0). Posteriormente, esta solução foi incubada a 
50 ºC durante 30 minutos em banho termostatizado. A hidrólise foi 
interrompida com a adição de 1 mL do reagente Ácido Dinitrossalicílico 
(DNSA) e seguiu-se a quantificação do conteúdo de açúcares redutores. 

A absorbância das soluções contendo os açúcares foi mensurada 
a 540 nm de comprimento de ondas, por meio de espectrofotômetro 
e por confrontação da leitura óptica com uma curva de calibração, na 
qual a D-glucose foi utilizada como padrão. 

Para a determinação da βG, seguiu-se a metodologia descrita por 

Isolado Espécie Município Localização

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Colletotrichum gloeosporioides 
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Fusarium oxysporum
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides URM 7081
Fusarium oxysporum URM 7083
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides
Fusarium oxysporum
Colletotrichum gloeosporioides
Fusarium oxysporum
Colletotrchum gloeosporioides
Fusarium oxysporum
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides 
Colletotrichum gloeosporioides URM 7125
Colletotrichum gloeosporioides URM 7124
Fusarium oxysporum URM 7082
Fusarium oxysporum
Colletotrichum gloeosporioides URM 7080
Colletotrichum gloeosporioides

Lagoa Nova I
Lagoa Nova II

S.Miguel Taipú II
Imaculada II
Matinhas II

Pilões I
Pocinhos II
Imaculada II

Sapé I
Cuité II

Princesa Isabel I
Pilões II

Pocinhos I
Teixeira II

Princesa Isabel I
Pocinhos I

Princesa Isabel I
Matinhas I

Princesa Isabel II
Cuité I

Nova Floresta II
Areia I
Areia II

Imaculada I
Imaculada I

Nova Floresta I
Pocinhos II

S: 07°03’12”/O: 35°45’55”
S: 07°03’14”/O: 35°45’56”
S: 07°04’51”/O: 35°43’42”
S: 07°21’52”/O: 37°29’21”
S: 07°06’18”/O: 35°43’43”
S: 06°51’56”/O: 35°37’47”
S: 07°08’35”/O: 36°02’97”
S: 07°21’52”/O: 37°29’21”
S: 07°05’11”/O: 35°14’49”
S: 06°27’98”/O: 36°10’27”
S: 07°45’16”/O: 37°57’42”
S: 06°51’53”/O: 35°37’48”
S: 07°07’22”/O: 36°02’93”
S: 07°16’78”/O: 37°19’51”
S: 07°44’86”/O: 37°57’23”
S: 07°07’22”/O: 36°02’93”
S: 07°44’86”/O: 37°57’23”
S: 07°06’17”/O: 35°48’42”
S: 07°44’86”/O: 37°57’23”
S: 06°27’96”/O: 36°10’13”
S: 06°27’12”/O: 36°13’43”
S: 07°01’41”/O: 35°45’39”
S: 07°02’65”/O: 35°37’73”
S: 07°21’56”/O: 37°29’37”
S: 07°21’56”/O: 37°29’37”
S: 06°27’11”/O: 36°13’42”
S: 07°08’36”/O: 36°02’92”

Tabela 1. Fungos isolados de tecidos infectados de mandioca em duas áreas agrícolas de 11 municípios do Estado da Paraíba.
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Deshpande & Eriksson (8) modificada: 200 µL do extrato enzimático 
foram adicionados a uma solução de 300 µL de ρ-nitrofenil-β-D-
glucopiranosídeo (ΡNPG) diluído em tampão acetato de sódio (50 
mM, pH 5,0). A mistura foi incubada a 50 ºC por 30 minutos banho 
termostatizado e em seguida, foram adicionados 500 µL de solução de 
carbonato de sódio (1M), para interrupção da reação. O ρ-nitrofenol 
liberado foi quantificado espectrofotometricamente a 405 nm. Os dados 
obtidos a partir da leitura das absorbâncias foram calculados segundo 
curva padrão de ρ-nitrofenol.

Uma Unidade (U) de atividade enzimática foi definida como a 
quantidade de enzima necessária para liberar um mmol de glucose 
por minuto.

A análise estatística dos dados foi processada através da análise de 
variância e teste Scott-Knott para as médias das atividades totais (U/ml) 
obtidas. O programa estatístico empregado foi o Sisvar versão 2008.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A variação da atividade celulolítica entre os isolados fúngicos foi 
significativa e em todos os casos houve atividades mesmo que em 
baixos índices (Tabela 2). A divergência significativa entre as atividades 
enzimáticas dentro de uma espécie permite diferenciar isolados dentro 
desse âmbito taxonômico (11, 24). Lima Filho et al. (11) avaliando a 

atividade da FPAse e de outras enzimas provenientes de isolados de 
Colletotrichum sp. fitopatogênicos de frutíferas, verificaram valores 
pouco superiores. Essas atividades também variaram de acordo com 
os isolados de cada vegetal: 4,89 U/mL em isolados de manga, 4,46 U/
mL em isolados de mamão, 4,04 U/mL em isolados de caju. 

Ainda de acordo com a Tabela 2, foi atingida maior atividade (23,13 
U/mL) para FPAse a partir do extrato enzimático obtido do isolado 23 
de C. gloeosporioides URM 7124. Para esse mesmo isolado obteve-se a 
atividade de 1,20 U/mL da enzima endoglucanase (CMCase), valor que 
seguiu imediatamente o isolado 22, em que observou-se o valor mais 
elevado para esta mesma enzima. Anand et al. (1) utilizando pectina 
e carboximetilcelulose como fontes de carbono, constataram que a 
atividade FPAse de isolados de C. capsici aumentava de acordo com 
a virulência da linhagem e com a idade da cultura, alcançando valores 
entre 9,00 e 12,00 U/mL, mas somente após 20 dias de cultivo. Em 
comparação a estas atividades, dois fungos isolados da mandioca foram 
superiores numa fração menor de tempo (sete dias de fermentação): 
além de C. gloeosporioides URM 7124, o isolado 11, com 13,21 U/mL. 

Em estudos utilizando-se a espécie Trichoderma reesei, tendo 
espiga de milho triturada como fonte de carbono, o valor máximo 
alcançado foi de 5,20 U/mL (12). Este índice correspondeu às atividades 
de quatro isolados fúngicos do presente trabalho (O isolado 12, C. 
gloeosporioides URM 7080, isolados 26 e 27). 

Em relação à CMCase, o isolado 22 de C. gloeosporioides URM 

Tabela 2. Atividade celulolítica (U/ml) de Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides fitopatogênicos a mandioca

* médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Isolados Espécie FPAse CMCase bG

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

C. gloeosporioides 
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
F. oxysporum
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides URM 7081
F. oxysporum URM 7083
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
F.  oxysporum
C. gloeosporioides
F. oxysporum
C. gloeosporioides
F. oxysporum
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides URM 7080
C. gloeosporioides URM 7125
C. gloeosporioides URM 7124
F. oxysporum URM 7082
F. oxysporum
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides

 3.01c*
3.71c
1.27c
3.85c
2.84c
3.02c
2.96c
2.85c
4.73c
4.96c
13.21b
5.12c
10.95b
0.95c
5.22c
4.69c
3.69c
1.08c
4.92c
1.01c
5.66c
4.29c
23.13a
5.89c
4.79c
5.55c
5.51c

0.34c
0.36c
0.28d
0.35c
0.28d
0.33c
0.24d
0.28d
0.30d
0.31d
0.45c
0.24d
0.23d
0.28d
0.41c
0.26d
0.25d
0.24d
0.29d
0.29d
0.24d
1.51a
1.20b
0.23d
0.28d
0.37c
0.27d

0.0005c
0.0006c
0.0008b
0.0005c
0.0006c
0.0008b
0.0013a
0.0002e
0.0003d
0.0008c
0.0002e
0.0013a
0.0014a
0.0012a
0.0003d
0.0005c
0.0010b
0.0003d
0.0006c
0.0004c
0.0004c
0.0001e
0.0001e
0.0007c
0.0002e
0.0002e
0.0002e
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7125, foi o fungo que apresentou a mais elevada atividade, 1,51 U/mL. 
Em fungos saprofíticos se observam variadas taxas de atividades para 
esta enzima: Sukumaran et al. (28) obtiveram 14,98 U/mL de CMCase 
utilizando Trichoderma reesei RUT C30. Enquanto Malik et al. (14) 
obteveram o máximo de produção 1,57 para T. viride, em fermentação 
submersa pelo período de incubação de 72h a 30 ºC e ajustando-se o pH 
para 5,5, alcançou-se a máxima produção de 1,66 U/mL. Estes valores 
são equivalentes aos alcançados no presente trabalho.

A mais elevada atividade para βG foi apresentada pelo isolado 
13, C. gloeosporioides,  (0,0014 U/mL), a qual não diferenciou 
estatisticamente dos isolados 7, 12 e 14. Esta taxa foi próxima de 
valores atingidos por fungos da mesma espécie fitopatogênicos à 
seringueira (Hevea brasiliensis), os quais apresentaram atividades 0,030 
e 0,014 U/mL, mesmo assim, após 10 dias em fermentação contendo 
carboximetilcelulose como fonte de carbono (26). 

Embora o gênero Colletotrichum seja produtor desta enzima, baixas 
atividades podem ser previsíveis, uma vez que a maioria das espécies 
fúngicas a produzem intracelularmente e com pequena atividade 
extracelular. Este fenômeno é observado tanto para espécies de fungos 
filamentosos como para bactérias (17) e que mesmo em espécies mais 
exploradas para produção de celulases industriais, como T. reesei, sua 
secreção in vitro é insuficiente (22, 30).

Em relação à espécie F. oxysporum, o isolado 24,URM 7082 
apresentou o maior índice de atividade para FPAse, 5,89 U/mL. A esse 
valor seguiu-se a atividade do isolado 15, com 5,22 U/mL para FPAse 
e 0,41 para CMCase. Para a atividade da FPAse, o valor quantificado 
não diferiu estatisticamente dos isolado 24. (Tabela 2). Estes isolados 
apresentaram moderada produção de enzimas, sendo o valor da FPAse 
superior aos de isolados da mesma espécie, patogênicos ao tomateiro, 
para os quais, o mais elevado valor foi de 1,43 U/mL, sendo necessário 
um período de fermentação de 12 dias à temperatura de 50 °C, pH 
6.0 (25). Este resultado difere do presente trabalho, no qual se obteve 
superiores resultados no período de 7 dias. Para CMCase, Kikot et 
al. (10) obtiveram 0,33 U/mL como maiores valores de atividade 
para F. graminearum,  no quarto dia de incubação. Estas observações 
confirmam as conclusões de vários estudos do potencial celulolítico 
por fungos integrantes deste gênero. 

Em vista destes resultados, foi confirmado o potencial biotecnológico 
dos fungos estudados para produção de celulases, sugerindo a 
necessidade de estudos futuros de caracterização e otimização das 
condições de produção destas e de outras enzimas, com possibilidade 
de exploração em benefício do meio ambiente e contribuição para a 
indústria biotecnológica.
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