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RESUMO 

Este estudo explorou a viabilidade de utilizar cebolas contaminadas como fonte 

para isolar o microrganismo Aspergillus niger e, cascas de maçã trituradas como 

substrato para a produção de enzimas pectinolíticas, por meio de fermentação semi-

sólida. Após a coleta e identificação do microrganismo, foram realizados sucessivos 

repiques para isolar exclusivamente Aspergillus niger, confirmado por análise 

microscópica. A fermentação em cascas de maçã resultou na produção eficiente de 

pectinases ao longo de três semanas, evidenciada pela transformação gradual das 

cascas e pela formação de um líquido fermentado. A separação do substrato por 

centrifugação permitiu a concentração das enzimas produzidas. A atividade 

pectinolítica foi avaliada pela formação de halos claros em placas de ágar pectina, 

demonstrando a capacidade do Aspergillus niger de produzir pectinases eficazes na 

degradação da pectina. A análise revelou uma relação significativa entre os 

diâmetros da placa, do aglomerado e do halo, indicando uma alta eficácia das 

pectinases produzidas. Além disso, a utilização de resíduos agroindustriais, como 

cascas de maçã, como substratos promoveu a valorização desses subprodutos e 

contribuiu para uma produção mais sustentável de enzimas pectinolíticas. Este 

estudo contribuiu ao demonstrar a viabilidade do uso de Aspergillus niger e 

resíduos agroindustriais para a produção de pectinases, destacando sua relevância 

para aplicações biotecnológicas e processos industriais. 

PALAVRAS-CHAVE: Fermentação semi-sólida, Substratos naturais, 

Biotecnologia agrícola. 

 

ABSTRACT 

This study explored the feasibility of using contaminated onions as a source to 

isolate the microorganism Aspergillus niger and, crushed apple peels as a substrate 

for the production of pectinolytic enzymes, by semi-solid fermentation. After 

collection and identification of the microorganism, successive subcultures were 

performed to isolate exclusively Aspergillus niger, confirmed by microscopic 
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analysis. Fermentation in apple peels resulted in efficient production of pectinases 

over three weeks, evidenced by the gradual transformation of the peels and the 

formation of a fermented liquid. Separation of the substrate by centrifugation 

allowed the concentration of the enzymes produced. Pectinolytic activity was 

assessed by the formation of clear halos on pectin agar plates, demonstrating the 

ability of Aspergillus niger to produce pectinases effective in degrading pectin. The 

analysis revealed a significant relationship between the diameters of the plate, 

cluster and halo, indicating a high efficacy of the pectinases produced. 

Furthermore, the use of agro-industrial waste, such as apple peels, as substrates 

promoted the valorization of these by-products and contributed to a more 

sustainable production of pectinolytic enzymes. This study contributed by 

demonstrating the feasibility of using Aspergillus niger and agro-industrial waste 

for the production of pectinases, highlighting their relevance for biotechnological 

applications and industrial processes. 

KEYWORD: Semi-solid fermentation, Natural substrates, Agricultural 

biotechnology. 

 

INTRODUÇÃO 

 

As pectinases constituem um conjunto de enzimas que desempenham a 

função de degradar as substâncias pécticas, catalisando a hidrólise das ligações 

glicosídicas presentes ao longo da cadeia carbônica dessas moléculas1. Este grupo 

de enzimas compreende tanto aquelas com atividade despolimerizante quanto 

desesterificante, sendo produzidas por uma variedade de organismos, tais como 

plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras2. 

As aplicações industriais das pectinases são vastas e abrangem diversos 

setores, com destaque significativo na indústria de alimentos3. Essas enzimas 

desempenham papéis cruciais em processos como o amadurecimento de frutas, a 

clarificação e redução de viscosidade em sucos de frutas, o tratamento preliminar 

do suco de uva para indústrias vinícolas, a extração de polpa de tomate, a 

fermentação de chá e chocolate, bem como no tratamento de resíduos vegetais4. 

Além disso, as pectinases são empregadas na degomagem de fibras, 

desempenhando um papel fundamental nas indústrias têxtil e de papel, onde são 

essenciais para remover impurezas e melhorar as propriedades físicas dos 

materiais1. Também são utilizadas na nutrição animal, contribuindo para a digestão 

eficiente de alimentos e no enriquecimento de alimentos infantis5. 
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Outra aplicação relevante das pectinases reside na extração de óleos, onde 

são empregadas para facilitar a liberação de lipídios de fontes vegetais, tornando os 

processos de extração mais eficientes e sustentáveis6. 

A exploração biotecnológica das pectinases requer fontes eficientes e 

sustentáveis de produção dessas enzimas. Nesse contexto, a contaminação natural 

das cebolas por Aspergillus niger, um fungo amplamente conhecido por sua 

capacidade de produzir pectinases, pode ser estrategicamente aproveitada7. A 

interação entre as cebolas e o Aspergillus niger, geralmente vista como prejudicial 

devido à depreciação comercial dos bulbos, pode ser reavaliada para fins de cultivo 

e isolamento do fungo, visando à produção industrial de enzimas pectinases4. 

A cebola é uma das culturas olerícolas mais relevantes economicamente no 

Brasil, ocupando o terceiro lugar em volume de produção e em geração de renda, 

superada apenas pela batata e pelo tomate. Seu cultivo se estende por diversas 

regiões do país, incluindo Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, representando a 

principal atividade econômica para aproximadamente 60,5 mil famílias. Segundo 

dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), a safra de cebola de 

2015 alcançou a impressionante marca de 1.422.117 toneladas8. 

Entretanto, a produção de cebolas enfrenta diversos desafios, entre os quais 

se destaca a ameaça representada por doenças, sendo uma das mais significativas o 

Mofo-Preto, também conhecido como Carvão do Bulbo ou Falso-Carvão, cujo 

agente causal é o fungo Aspergillus niger9. Este patógeno, responsável por danos 

pós-colheita, é uma das principais causas da depreciação comercial dos bulbos de 

cebola no Brasil, muitas vezes resultando na comercialização dos mesmos sem 

película de proteção, devido ao escurecimento provocado pelo fungo9. 

O gênero Aspergillus, descrito pela primeira vez no ano de 729 pelo Padre 

Florentino e pelo micologista Pietro Antonio Micheli, compreende uma variedade 

de fungos que se reproduzem exclusivamente de forma assexuada. Tais fungos, de 

relevância econômica significativa, encontram-se amplamente distribuídos e são 

utilizados em diversos processos industriais, principalmente na indústria 

alimentícia e farmacêutica10. 
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As características peculiares do Aspergillus niger, em particular, incluem 

sua preferência por ambientes de baixa umidade, sendo capaz de crescer em 

condições de baixo potencial hídrico, o que o torna um dos primeiros colonizadores 

em grãos e sementes com teor reduzido de água9.  

Em síntese, a compreensão das interações entre a cebola e o fungo 

Aspergillus niger reveste-se de importância fundamental para explorar 

estrategicamente a contaminação natural da cebola por esse fungo11. Tal abordagem 

visa não apenas mitigar potenciais perdas econômicas decorrentes da infestação, 

mas também explorar ativamente essa interação para fins benéficos, 

especificamente no cultivo e isolamento controlado do Aspergillus niger visando à 

produção de enzimas pectinases12. 

Ao compreendermos melhor os mecanismos subjacentes à relação entre a 

cebola e o Aspergillus niger, podemos direcionar esforços para otimizar condições 

de cultivo que favoreçam a proliferação controlada desse fungo e, 

consequentemente, a produção das enzimas pectinases13. 

Portanto, ao invés de simplesmente combatê-lo como um patógeno, 

podemos explorar o potencial do Aspergillus niger presente na cebola como uma 

fonte viável para a obtenção de enzimas pectinases, agregando valor à cadeia 

produtiva da cebola e contribuindo para a oferta de produtos enzimáticos de alta 

qualidade e aplicabilidade em diversos setores industriais, incluindo alimentos, 

têxtil, papel e outros14. 

Este estudo investigou a produção de pectinases pelo Aspergillus niger 

isolado de cascas de cebolas, empregando o método de teste em ágar pectina para 

avaliar a capacidade do fungo em degradar substâncias pécticas presentes no meio 

de cultivo. Através da observação da formação de halos de degradação em placas 

de ágar pectina, buscamos confirmar a atividade pectinolítica do Aspergillus niger 

isolado, demonstrando a viabilidade do uso de cebolas como substrato para o 

cultivo e produção dessas enzimas. 
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METODOLOGIA 

 

As amostras de fungos foram coletadas a partir de cascas de cebolas 

adquiridas em um supermercado local. Essas amostras foram inoculadas em meio 

de cultura de ágar sangue por 4 dias a 35,7 ºC. Após o período de incubação, as 

colônias formadas foram examinadas, sendo selecionadas aquelas com 

características morfológicas compatíveis com Aspergillus niger para posterior 

isolamento. 

As colônias selecionadas foram transferidas para novas placas de ágar 

sangue em quatro repiques sucessivos, visando isolar exclusivamente Aspergillus 

niger. A confirmação do gênero e a identificação do isolado fúngico ao nível de 

espécie foram realizadas por meio da análise de características macroscópicas, 

como o diâmetro, cor e textura da colônia, bem como a presença ou ausência de 

rebordo, zonação e rugosidade, juntamente com características microscópicas, 

como hifas, conídios e esporos. Essa identificação foi comparada com literaturas 

especializadas, conforme descrito por Martins et al. (2013) em estudos anteriores 

sobre fungos em materiais de bibliotecas e acervos15. 

Finalmente, as colônias isoladas foram submetidas à análise microscópica 

para confirmar a presença das características morfológicas típicas de Aspergillus 

niger, assegurando a correta identificação do fungo desejado. 

Para a realização da fermentação em meio semi-sólido, conforme a 

metodologia adaptada descrita por Costa et al. (2021) foram empregadas cascas de 

maçã trituradas como substrato em um recipiente Erlenmeyer4. Amostras do fungo 

Aspergillus niger, previamente cultivado em meio de ágar sangue, foram inoculadas 

nas cascas de maçã. Este procedimento foi conduzido com o objetivo de promover 

o crescimento do fungo e induzir a produção de pectinase por meio de uma 

fermentação natural. Os recipientes Erlenmeyer contendo as cascas de maçã e as 

amostras de Aspergillus niger foram mantidos em condições ambientais 

apropriadas para o crescimento por um período de três semanas. Durante este 

intervalo, a fermentação ocorreu de maneira controlada, favorecendo a 
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multiplicação do fungo e a subsequente produção da enzima pectinase, essencial 

para a degradação da pectina presente nas cascas de maçã. 

Após o intervalo de fermentação o sobrenadante, que continha as enzimas 

produzidas durante a fermentação, foi separado por meio de centrifugação, 

resultando na concentração das atividades enzimáticas associadas aos fungos16. 

Foi realizada a partir da metodologia usada por Uenojo e Pastore (2007), a 

preparação do meio de cultivo ágar pectina, a partir do ágar Sabouraud Dextrose 

suplementado com 2% de pectina cítrica, para conduzir testes de avaliação da 

produção de pectinases17. 

A detecção da atividade pectinolítica foi realizada pela observação da 

formação de halos ao redor das colônias, indicativos do consumo de pectina 

presente no meio de cultura. Para facilitar a visualização dos halos, foi utilizada 

uma solução de Iodo 2%, proporcionando uma identificação mais precisa das áreas 

onde ocorreu a degradação da pectina18. 

 

RESULTADOS 

 

O microrganismo foi selecionado a partir de cebolas contaminadas pelo 

fungo, adquiridas em um mercado local. A Figura 1 ilustra o crescimento dos 

microrganismos inoculados em placa de Petri. 

 

 
Figura 1. Microrganismos isolados de cascas de cebola, cultivados em meio de ágar 

sangue por 4 dias a 35,7 ºC. Imagem com resolução de 220 DPI. 



Acta Biologica Brasiliensia, v. X, n. X (202X) ISSN online 2596-0016 298 

Utilizando o método de estriamento em placa para captação dos esporos do 

microrganismo, foram realizados sucessivos repiques, como mostrado na Figura 2 

e 3 permitindo isolar exclusivamente o Aspergillus niger. Dentre as 4 placas 

ilustradas, foi selecionada apenas a Figura 3 para ser analisada através de 

microscópios com corante de azul de metileno. 

 
Figura 2. Microrganismos isolados de amostras da cultura apresentada na Figura 1, 

cultivados em meio de ágar sangue por 4 dias a 35,7 ºC, visando o isolamento de 

colônias de Aspergillus niger. Imagem com resolução de 220 DPI. 

 

 
Figura 3. Isolamento do Aspergillus niger a partir da colônia 2 da Figura 2, com 

características macroscópicas típicas, selecionada para análise microscópica de 

aumento após cultivo em ágar sangue por 4 dias a 35,7 ºC. Imagem com resolução 

de 220 DPI. 

 

Os resultados observados nas análises das lâminas, apresentados na Figura 

4 e 5, revelam características típicas do Aspergillus niger, incluindo células 

conidiogênicas, hifas, conídios e conidióforos, conforme descrito na literatura 

especializada para a identificação deste fungo. Após a identificação dos 
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microrganismos, estes foram transferidos para Erlenmeyers contendo cascas de 

maçãs, dando início ao processo de fermentação em estado semi-sólido. 

 

 
Figura 4. Aspergillus niger visualizado com objetiva de 40x, apresentando 

características microscópicas típicas, como conídios esféricos ou elipsoidais 

dispostos em cadeias e hifas septadas. Imagem com resolução de 220 DPI. 

 

 
Figura 5. Aspergillus niger corado com azul de metileno visualizado com objetiva 

de 10x. Imagem com resolução de 200 DPI. 

 

A fermentação em estado semi-sólido foi conduzida utilizando 68,5 g de 

cascas de maçã trituradas. As cascas trituradas, combinadas ao inóculo de 

Aspergillus niger correspondente a aproximadamente 11,8 cm² da área da placa, 

foram acondicionadas em um erlenmeyer e mantidas em capela, em temperatura 

ambiente, em local isolado com baixa iluminação durante três semanas para 

estimular o processo fermentativo. Ao longo desse período, foi possível observar a 

degradação progressiva das cascas de maçã, evidenciada pela mudança na textura e 
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cor do substrato. No final das três semanas, foi obtido um líquido resultante da 

fermentação, indicando a eficiente degradação do material sólido pelas enzimas 

produzidas pelo Aspergillus niger. Este líquido foi então coletado para análises 

subsequentes, com o objetivo de avaliar a concentração das enzimas pectinases e a 

eficiência do processo fermentativo. 

O substrato obtido após a fermentação foi submetido a um processo de 

centrifugação inicial a 4000 rpm durante 30 minutos. Após esta etapa, o 

sobrenadante foi descartado e o resíduo sólido resultante foi centrifugado 

novamente por mais 10 minutos. O aglomerado que permaneceu após a segunda 

centrifugação foi então aplicado em placas contendo ágar pectina para a realização 

de testes de avaliação da produção de pectinases. 

Inicialmente, utilizamos o meio de cultivo ágar Sabouraud Dextrose como 

base e o suplementamos com pectina cítrica. Essa abordagem foi selecionada 

visando realizar testes direcionados à avaliação da produção de pectinases. A Figura 

6 proporciona uma visualização da placa de ágar pectina preparada, destacando as 

características essenciais deste meio de cultivo específico. 

 

 
Figura 6. Meio de cultura ágar pectina preparado. Imagem com resolução de 220 

DPI.  

 

A atividade pectinolítica foi determinada pela formação de halos em placas 

de ágar pectina. Após a aplicação da mistura contendo cascas de maçã trituradas, 

Aspergillus niger e enzimas na placa, halos claros foram observados ao redor da 

área de aplicação, indicando a degradação da pectina presente no meio de cultivo. 
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Para análise os diâmetros das placas, dos aglomerados e dos halos foram 

medidos com auxílio de uma régua. As três placas de ágar pectina possuíam 

diâmetros de 55 mm, o aglomerado de cascas de maçã com Aspergillus niger e 

enzimas apresentaram um diâmetro de 7 mm nas três amostras, enquanto os halos 

de degradação ao redor do aglomerado atingiram diâmetros de 25 mm após 48h, 38 

mm após um período de 72h e 47 mm após 96h. Esses halos são evidenciados nas 

Figuras 7, 8 e 9, corroborando os resultados obtidos. 

 

 
Figura 7. Formação de halo devido à degradação da pectina cultivada em ágar 

pectina por 96h a 35,7 ºC. Imagem com resolução de 220 DPI. 

 

 
Figura 8. Diâmetro do halo medido após a aplicação de solução de iodo a 2%, 

conforme descrito por Silva et al. (2020)¹⁸. 
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Figura 9. Presença de halos de A: 25 mm, B: 38 mm e C: 47 mm. Imagem com 

resolução de 220 DPI. 

 

DISCUSSÃO 

 

O uso de cebolas como substrato para o isolamento e cultivo de Aspergillus 

niger visando a produção de enzimas pectinolíticas apresentou resultados 

promissores, destacando a viabilidade dessa abordagem para aplicações 

biotecnológicas19. A seleção direta a partir de alimentos contaminados, como 

cebolas, é vantajosa por diversos motivos: a facilidade de acesso, o baixo custo e a 

alta probabilidade de encontrar fungos já adaptados a decompor material vegetal20. 

As etapas de cultivo e isolamento, seguidas de análises microscópicas, garantiram 

a obtenção de uma cultura pura de Aspergillus niger, confirmada pelas 

características morfológicas típicas observadas nas lâminas coradas15. 

A fermentação em meio semi-sólido utilizando cascas de maçã trituradas foi 

eficaz para a produção de pectinases. A escolha das cascas de maçã como substrato 

baseou-se na sua composição rica em pectina, que serve de indutor para a produção 

dessas enzimas pelo Aspergillus niger1. O processo fermentativo, conduzido ao 

longo de três semanas, resultou em uma degradação significativa do substrato, 

evidenciada pela alteração na textura e na cor das cascas e pela formação de um 

líquido fermentado, indicando a atividade enzimática21. 

O processo de centrifugação permitiu a separação eficiente do sobrenadante 

e a concentração do material enzimático. A formação de halos claros ao redor do 

aglomerado nas placas de ágar pectina foi um indicador visual direto da atividade 
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enzimática, demonstrando a capacidade do Aspergillus niger de produzir pectinases 

eficazes na degradação da pectina22. 

A preparação do meio de cultivo ágar pectina, a partir do ágar Sabouraud 

Dextrose suplementado com pectina cítrica, foi essencial para os testes de atividade 

enzimática. Essa preparação permitiu uma avaliação precisa da atividade 

pectinolítica das enzimas produzidas, com as placas de ágar pectina mostrando 

halos de degradação ao redor do aglomerado de cascas de maçã e Aspergillus 

niger17. 

A comparação dos resultados obtidos neste estudo com os de Anisa e 

colaboradores (2024) revela variações na formação de halos de pectina ao redor dos 

aglomerados de Aspergillus niger23. Enquanto este estudo mostrou halos 

significativos após 72 horas, com diâmetros de 38 mm, Anisa e colaboradores 

observaram halos de 3 a 4 mm no mesmo período23. Essas diferenças sugerem 

variações na atividade pectinolítica do Aspergillus niger, possivelmente 

influenciadas por diferentes condições de cultivo, composição do meio de cultura e 

características genéticas das linhagens utilizadas24. 

Os resultados obtidos neste estudo têm importantes implicações para a 

produção industrial de enzimas. A utilização de substratos acessíveis e de baixo 

custo, como cascas de maçã e cebolas contaminadas, pode reduzir 

significativamente os custos de produção de pectinases1. Além disso, a eficiência 

da produção enzimática por Aspergillus niger demonstrada aqui sugere que esse 

método pode ser viável para aplicações industriais. As pectinases produzidas podem 

ser aplicadas em diversos processos industriais, como a clarificação de sucos, a 

extração de óleos vegetais e a melhoria da qualidade de vinhos, entre outros25.  

A utilização de resíduos agroindustriais, como cascas de maçã e cebolas, 

promove a redução de resíduos e a valorização de subprodutos, contribuindo para 

uma produção mais sustentável e economicamente viável26. Portanto, o estudo 

destaca o potencial de substratos naturais na biotecnologia, incentivando futuras 

pesquisas e a aplicação industrial em larga escala. 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos indicam a possibilidade de que cebolas contaminadas 

possam servir como uma fonte para o isolamento de Aspergillus niger e que cascas 

de maçã trituradas sejam um substrato potencialmente adequado para a produção 

de enzimas pectinolíticas por fermentação em estado semi-sólido. As metodologias 

empregadas, incluindo a adaptação de técnicas para a preparação de ágar pectina e 

a avaliação da atividade enzimática, forneceram dados que sugerem a viabilidade 

do processo, embora dentro das limitações do estudo. A atividade pectinolítica 

observada aponta para o potencial industrial dessas enzimas, destacando a 

relevância de explorar substratos naturais como alternativa para a bioprospecção e 

produção de biocatalisadores, contribuindo para avanços sustentáveis na 

biotecnologia. 
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