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Resumo 

 
Os cupins são invertebrados dominantes em ambientes terrestres tropicais e estão espalhados desde as 

florestas úmidas até as savanas, sendo encontrado até mesmo em regiões áridas. Ultimamente sabe-se que 

esses simbiontes agem bem sobre a celulose. Os experimentos foram realizados na UFAM, Campus do 

Instituto de Saúde e Biotecnologia e tiveram como objetivo investigar a produção das enzimas 

extracelulares vitais para a sobrevivência de no mínimo seis linhagens diferencias de micro-

organismos associados ao cupim Nasutitermites sp. Os cupins Nasutitermites sp. foram coletados e 

conduzidos para o Laboratório de Microbiologia do ISB, onde foi realizado o isolamento dos micro-

organismos. Os insetos foram divididos em cabeça, tórax e abdômen e também os insetos completos com 

todas as suas estruturas. Os micro-organismos isolados foram conservados por meio do método de Castellani 

e glicerol a 15%, onde a solução de esporos foi armazenada e conservada no freezer a -180C. Com o presente 

trabalho foi possível observar a riqueza fúngica associada aos cupins os quais produziram fungos do gênero: 

Penicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp. e Xylaria sp. Os resultados das atividades enzimáticas da 

FPase, β-glicosidase e CMCase para os isolados analisados foram significativas no transcorrer dos testes 

enzimáticos, entretanto a atividade da FPase expressa em UI mLˉ¹ de extrato enzimático, mostrou-se mais 

eficaz em relação a β-glicosidase e CMCase. É importante destacar que estudos posteriores são 

indispensáveis para uma compreensão ainda maior das interações estabelecidas entre os cupins e seus fungos 

associados permitindo assim a seleção de linhagens com grande potencial de utilização biotecnológica. 
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Enzymatic activity of microorganisms associated with termites Nasutitermes sp. In the 

municipality of Coari, Amazonas. Termites are dominant invertebrates in tropical terrestrial 

environments and are scattered from humid forests to savannahs, being found even in arid regions. Typically 

termites are consumers of wood, organic material, in various stages of decomposition, lichens and even 

organic material present in the soil. It has been known lately that these symbionts act well on cellulose. The 

experiments were carried out at UFAM, Campus of the Institute of Health and Biotechnology. The termites 

Nasutitermites sp. Were collected and taken to the ISB Microbiology Laboratory, where the microorganisms 

were isolated. The insects were divided into head, thorax and abdomen and also the complete insects with all 

their structures. The isolated microorganisms were conserved by means of the Castelani method and 15% 

glycerol, where the spore solution was stored and stored in the freezer. With the present work it was possible 

to observe the fungal richness associated with termites, which produced fungi of the genus Penicillium sp., 

Aspergillus sp., Trichoderma sp. And Xylaria sp. The results of the enzymatic activities of FPase, β-

glucosidase and CMCase for the analyzed isolates were significant during the course of the enzymatic tests. 

However, the activity of FPase expressed in IU mL -1 of enzyme extract was more effective in relation to β-

glucosidase and CMCase. It is important to point out that further studies are indispensable for an even 
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greater understanding of the interactions established between termites and their associated fungi, thus 

allowing the selection of lineages with great biotechnological potential.. 
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1. Introdução 

Os cupins são insetos sociais que formam 

colônias de indivíduos interdependentes entre si, 

onde há sobreposição de gerações e cuidados com 

a prole. Sua estrutura social é composta por 

indivíduos que se desenvolvem por 

paurometabolia e compreende machos e fêmeas 

que se distribuem em categorias ou castas 

(Oliveira et al.,1986).  

Os cupins são os invertebrados dominantes em 

ambientes terrestres tropicais e estão espalhados 

desde as florestas úmidas até as savanas, sendo 

encontrados até mesmo em regiões áridas (Wood, 

1978, Wood e Thomas, 1982, Eggleton et al. 

1996). Os térmitas desempenham um papel 

importante na dinâmica dos ecossistemas em que 

encontram-se presentes. O comportamento social 

juntamente com seus hábitos alimentares e de 

nidificação, propiciam o desenvolvimento de 

colônias com grande número de indivíduos e 

grande longevidade.  

Deste modo os térmitas podem causar 

impactos ambientais maiores que as atividades de 

muitos organismos mais conspícuos, incluindo 

modificações nas propriedades físicas e químicas 

do solo, no processo de decomposição, na 

distribuição de plantas e animais termitófilos e na 

ciclagem de nutrientes (Wood, 1978). 

A grande abundância dos cupins nos 

ecossistemas, associada à existência de diferentes 

simbiontes intestinais, confere a estes insetos a 

possibilidade de desempenhar importantes papéis 

como super decompositores e auxílio no balanço 

Carbono-Nitrogênio (Higashi e Abe, 1997). 

Algumas espécies possuem simbiontes intestinais 

capazes de fixar nitrogênio atmosférico (Breznak 

et al.,1994; Tayasu, 1994). 

Termitidae é a maior família de cupins e 

consiste de ¾ de todas as espécies conhecidas, 

agrupadas em 3 subfamilias: Amitermitinae, 

Macrotermitinae, Nasutitermitinae. É formada 

pelas espécies de cupins que fazem ninhos em 

formas de montículos, embora haja as que 

constroem ninhos subterrâneos, e por outras que 

possuem ninhos arborícolas ou semi-arborícolas 

(Berti Filho, 1993; Constantino, 2002). 

Nasutitermes é o gênero de cupins com maior 

número de espécies do mundo, apresentando 

maior diversidade em região neotropical, além de 

representar o táxon com maior número de 

evolução e especialização. Poucas são as espécies 

deste gênero que modificam somente no solo. 

Algumas espécies de Nasutitermes têm a 

tendência de construir ninhos vulgarmente 

denominados cabeça de nego em galhos de 

árvores, indicando ser este o principal local de 

formação da colônia, ainda que o casal real 

inicialmente nidifique no solo; mais tarde a 

colônia acaba transferindo-se para locais acima do 

nível do mesmo (Fontes,1987; Constatino, 1999). 

Segundo Moore (1996), muitas fontes 

alimentares dos cupins são ricas em lignina e em 

carboidratos, especialmente celulose, mas pobres 

em vitaminas, proteínas e outras formas de 

nitrogênio orgânico. 

A lignina, que fornece carboidratos extras para 

os cupins não é completamente degradada durante 

a passagem pelo canal alimentar dos cupins 

(Breznak e Brune, 1994) e a nutrição desses 

insetos depende do auxílio de micro-organismos 

simbióticos. Tais relações simbióticas tiveram um 

papel essencial na evolução dos térmitas, já que 

eles proporcionaram novas vias metabólicas de 

processamento de carbono e fixação de nitrogênio 

a partir da quebra dos componentes 

lignocelulósicos sob ação dos micro-organismos 

simbiontes (Lima e Costa-Leonardo, 2007). O 

principal alimento dos cupins vem da celulose.  

A celulose é um polímero, formado por várias 

moléculas idênticas. É um composto duro e 

resistente encontrado nas plantas, sendo ela que dá 

às árvores e arbustos sua estrutura. As moléculas 

que compõem a celulose são de glicose, chegando 

a até 3 mil. 

Hoje em dia sabe-se que esses simbiontes 

agem bem sobre a celulose, porém pouco 

praticamente nada se conhece sobre as enzimas 

que atuam sobre a molécula de lignina, cuja 

digestão feita através de bactérias e fungos são 

apoiadas pela ação de micélios de basidiomicetos 

e ascomicetos e, certamente, também por 
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protozoários flagelados que se alimentam de 

lignina. As celulases são utilizadas em diversas 

aplicações biotecnológicas.  

Na indústria têxtil, essas enzimas são usadas 

para dar melhor acabamento aos tecidos, 

tornando-os mais lisos, macios e com melhor 

caimento. Também são utilizadas na indústria de 

bebidas para produção de sucos de frutas e nos 

processos de vinificação. Exercem papel 

importante na nutrição animal. Na fabricação de 

detergentes, proporcionam maior limpeza e menor 

degradação dos tecidos e na indústria de polpa e 

papel, tornam o papel mais branco e liso. 

Entretanto, o interesse por essas enzimas tem 

aumentado muito devido a sua utilização no 

processo de produção de etanol a partir de 

resíduos vegetais. 

Assim considerando as boas perspectivas 

da utilização dessas Enzimas de origem vegetal 

em diversas aplicabilidade este trabalho tem como 

objetivo investigar a produção de enzimas 

extracelulares vitais para a sobrevivência de no 

mínimo seis linhagens diferencias de micro-

organismos associados ao cupim Nasutitermites 

sp., tais como, celulases. 

.   

2. Material e Método 

Isolamentos dos Micro-organismos e 

obtenção de colônias monospóricas 
Os recipientes contendo os cupins foram 

conduzidos para o Laboratório de Microbiologia 

do ISB, onde foi realizado o isolamento dos 

micro-organismos presentes nos cupins. Os 

mesmos foram levados ao freezer a 28oC para 

adormecimento e em seguida levados para câmara 

de fluxo para assepsia. Para o isolamento, os 

insetos foram divididos em cabeça, tórax e 

abdômen, além de termos os insetos completos 

(com todas as estruturas) transferindo pequenos 

fragmentos dos insetos para placa de Petri com o 

meio de cultura BDA (Batata Dextrose Ágar), As 

culturas foram transferidas para estufa tipo B.O.D 

(Biological Oxygen Demand) a 26ºC. Após 7 dias, 

foi realizado o isolamento, transferindo-se 

fragmentos de ágar contendo hifas, para novas 

placas contendo o referido meio de cultura BDA. 

Com a finalidade de se obter colônias de 

fungo puras (separadas), realizou-se a purificação 

dos isolados e posteriormente a diluição seriada 

seguida de plaqueamento de acordo com o 

protocolo de Azevedo e Costa (1973).  

 

Conservação dos Micro-organismos 

Os fungos foram armazenados utilizando 

duas metodologias diferentes: método de 

Castellani (1939) e do método do glicerol a 15%. 

 

Identificação dos Micro-organismos 
Para a identificação dos isolados, 

realizaram-se observações macroscópicas da 

colônia (crescimento, coloração, textura e 

pigmento difuso) e observações microscópicas das 

estruturas vegetativas (hifas) por meio de 

microcultivos.  

 

Produção de enzimas: meio para o 

crescimento fúngico e indução da atividade 

enzimática 
Para o crescimento fúngico e indução da 

atividade enzimática, foram preparadas duas 

soluções de Manachinni sólido (meio de cultura), 

uma contendo o indutor enzimático e outra sem o 

indutor com a seguinte composição: KH2 PO4 – 

2g; (NH4)2 SO4–1g; MgSO4 7H2O – 0,1g; 

Na2HPO4- 0,98 g; Extrato de Levedura-1g; Ágar 

– 7,5g; Água destilada - 1000 mL.  

Os reagentes foram diluídos em água 

destilada e para indução da enzima de interesse do 

estudo, foi adicionado o substrato 

carboximetilcelulose – CMC (0,5%). O pH para 

detecção de celulase foi de 5,0. Após a solução foi 

levada para autoclave por 20min a 121ºC. 

Percorrido o tempo determinado verteu-se o meio 

em placas de Petri e estas foram acondicionadas 

na estufa B.D.O. e inoculadas por 10 dias. 

 

Determinação das Análises Quantitativas 

Determinações de FPase 
Para quantificação da atividade da celulase 

total (FPase), utilizou-se a metodologia descrita 

por Ghose (1987).  

 

Análises Quantitativas de β-glicosidase 
Para quantificação da atividade β-

glicosidase utilizou-se o kit glucose Liquicolor em 

tubos de ensaios.  

 

Análises quantitativas CMCase 

(endoglucanase) 
Para determinar a atividade CMCase 

(endoglucanase) utilizou-se tubo de ensaio onde 

foram adicionados 450μl de CMC em tampão 

acetato de sódio a 1% 50 mM, pH 5,0. E 50μl das 

amostras. Após equilíbrio térmico em banho-

maria por 10 min a 50ºC, adicionou-se 500μl de 



 

Scientia Amazonia, v. 6, n.3, 31-37, 2017 

Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org 

ISSN:2238.1910 

 

34 

 

DNS e mais 50μl das amostras nos controles 

totalizando 1mL os mesmos foram levados para o 

banho fervente por 5 min. Após o tempo reacional 

foram retirados e colocados em banho gelado 

nesse processo foi acrescentado 4mL de água 

destilada. As absorbâncias foram verificadas em 

espectrofotômetro a 540nm. 

3. Resultados e Discussão 

Isolamento e Purificação de Fungos 
Foram encontrados vários tipos de isolados 

fungicos no total de 450 encontrados nos cupins, 

Nasutitermites sp., tanto nos insetos completos 

como os fragmentos (cabeça, tórax e abdômen), 

isto demonstra que o meio de cultura utilizado 

mostrou-se eficiente em garantir uma grande 

diversidade de micro-organismos, além das 

condições empregadas para o isolamento como 

temperatura, pH, entre outros foram favoráveis. 

A observação da diversidade fúngica foi 

possível quando analisamos as estruturas 

macroscópica (crescimento, coloração e textura). 

Os gêneros Penicillium sp., Aspergillus sp., 

Tricoderma sp., Fusarium sp. e Xylaria sp. foram 

encontrados. Segundo (Visser, 2009). Ninhos 

abandonados de Macrotermitinae geralmente se 

apresentam cobertos por espécie fúngica do 

gênero Xylaria sp. No entanto, no presente 

trabalho encontramos este micro-organismo em 

um ninho ativo de cupins, e no inseto 

principalmente se localizando na cabeça do 

mesmo. Talvez este contribua como um dos 

fungos simbiontes que facilitará a alimentação do 

cupim. 

 

Caracterizações Macro e Microscópica dos 

Fungos Isolados 
Os fungos foram analisados por meio das 

características macroscópicas e microscópicas. O 

aspecto macromorfológico das colônias dos 

isolados foi examinado a olho nu, com atenção 

especial ao crescimento micelial, a forma das 

bordas a presença de pigmento difuso, a textura e 

a coloração de colônia. O aspecto 

micromorfológico das estruturaras vegetativas e 

reprodutivas foi examinada sob microscopia de 

luz, em aumento total de 400X. Observou-se 

fungos com coloração esverdeadas, amareladas 

marrom e branca. Alguns com texturas liguenta e 

alguns esporulentos. Foi notada presença de hifas, 

de conidióforo sem os conídios, e conídios de 

forma dispersa. 

Os isolados estudados dos cupins 

Nasutitermites sp. apresentaram fungos do gênero 

Penicillium sp., Aspergillus sp. e muitos as usam 

para degradação de polissacarídeos da parede 

celular vegetal. A análise qualitativa da atividade 

da celulase total (FPase) mostrou eficiência nas 

amostras estudadas, os isolados que apresentaram 

maior atividade foram 40-T/C seguido de 33-

INS(S.A). Os mesmos são classificados como 

Trichoderma sp. Os fungos filamentosos 

especialmente os Basidiomycetes, são os mais 

utilizados para produção dessas enzimas (Pandey 

et al., 2000). Entre esses fungos, Trichoderma 

reesei é reconhecido pela produção de diversos 

sistemas extracelulares de enzimas envolvidas na 

hidrólise de polissacarídeos (Beguim, 1990). Em 

estudos anteriores Khan et al. (2007) utilizaram e 

obtiveram atividade celulósica total de 0,10 UI 

mL¹ de extrato enzimático. Os micro-organismos 

estudados obtiveram uma boa produção 

enzimática quando utilizado o indutor de FPase, 

no entanto o fungo 18-C/C e 15-T/C não 

apresentaram nenhuma atividade enzimática, mas 

fato este não diminui a sua produção celulolíticos, 

pois os fungos obtiveram uma ótima produção 

com os indutores de CMCase e na β- glicosidase. 

Para a produção de β-glicosidase nem todos 

os isolados obtiveram uma produção significativa. 

O isolado 37-C/C, foi o que teve uma maior 

produção de β- glicosidase, seguido do isolado 40-

T/C. 

O isolado 37-C/C obteve-se fungo 

classificado como Penicillium sp. O Penicillium, 

em condições naturais ou in vitro são fontes de 

biocompostos, por isso muitos deles tornan-se 

valiosos por produzirem pigmentos, enzimas e 

outros compostos com atividades 

hipocolesterolêmica, anticancerígenos, 

antitumoral, antioxidantes inibidores de ά-

glucosidase, inseticidas, herbicidas, 

antimicrobianos e fungicidas (Paterson et al., 

2004; Oliveira et al., 2006).  

Os mesmos estão envolvidos em estudos 

ecológicos como: patógenos oportunistas, 

contaminantes de alimentos e em processos 

biotecnológicos, por isso a identificação desse 

fungo é essencial em nível de espécie, ainda que 

seja uma atividade trabalhosa e difícil. 

Para atividade enzimáticas da CMCase os 

respectivos isolados 12-INS(A) e 11-A/C 

apresentaram maior atividade enzimática em 

relação aos demais. A atividade específica da 

CMCase em relação β-glucosidase mostrou maior 
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produção nos isolados, citados que os mesmos não 

obtiveram resultados significantes quando 

comparados com a produção enzimática da β-

glicosidase. 

Os maiores produtores de CMCase foram 

os fungos oriundos dos isolados 12- INS(A) e 11-

A/C os quais foram classificados como 

Aspergillus sp. Os Aspergillus são representados 

por mais de 200 espécies e comumente isolados 

do solo, vegetais ou como patógenos oportunistas. 

Entre estes, diversas linhagens produzem 

compostos com atividade biológica de 

importância econômica, propriedade que contribui 

para o impacto desses fungos nos diversos setores 

industriais, na agricultura e medicina (Asan, 2004; 

Samson, 2007; Stephenson, 2010). 

Na indústria alimentícia os fungos 

Aspergillus são muito utilizados, porém, somente 

aqueles reconhecidos como mais seguros assim 

como: Generally Regarded As Safe, por não serem 

fontes de compostos tóxicos, além de produzirem 

altos níveis de compostos com atividade biológica 

como enzimas, em particular pectinase protease, 

celulases, biocatalizadores de grande valor 

alimentício. Devido à importância biotecnológica 

de Aspergillus, várias pesquisas já estão sendo 

concretizada e em desenvolvimento focalizando o 

uso industrial desses fungos e estratégias de 

estudos taxonômicos. 
 

4. Conclusão 

Com o presente trabalho foi possível 

perceber a riqueza fúngica associada aos cupins os 

quais: Penicillium sp., Aspergillus sp., 

Trichoderma sp. Fusarium sp e Xylaria sp., além 

de outros ainda não identificados. 

Os mesmos têm sido utilizados como 

grandes produtores de diferentes substâncias de 

interesse econômico. Enzimas celulolíticos desses 

fungos tem sido estudada devido seu potencial 

biotecnológico onde se inclui o uso em alimentos, 

bebidas, detergentes, na indústria têxtil polpa e 

papel. Com isso o presente trabalho mostrou 

eficiência quanto a purificação, o isolamento e 

identificação dos fungos associados aos cupins 

Nasutitermites.  

Os resultados das atividades enzimáticas da 

celulase total (FPase), β-glicosidase e 

endoglucanase (CMCase) para os isolados: 11-

A/C, 33-INS(S.A), 37-C/C, 12-INS(A), 32-

INS(A), 40-T/C, 18-C/C 35-A/C, 15-T/C e 04-

T/C foram significativas no transcorrer dos testes 

enzimáticos, entretanto a atividade da FPase 

expressa em UI mLˉ¹ de extrato enzimático, 

mostrou-se mais eficaz em relação a β-glicosidase 

expressa em UI mLˉ¹ de extrato enzimático e 

CMCase expressa em UI mLˉ¹ de extrato 

enzimático, no qual somente os isolados 15-T/C e 

18-C/C não apresentaram nem uma atividade 

enzimática na FPase, porém os mesmos 

apresentaram atividades nos testes feitos para β-

glicosidase e CMCase.  

É importante destacar que estudos 

posteriores são indispensáveis para uma 

compreensão ainda maior das interações 

estabelecidas entre os cupins e seus fungos 

associados permitindo assim a seleção de 

linhagens com grande potencial de utilização 

biotecnológica. 
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