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RESUMO

Os processos enzimaticos tém conquistado cada vez mais aceitacdo na area industrial,
uma vez que eles exibem caracteristicas econdmicas e operacionais que conferem
vantagens em relagdo aos processos quimicos convencionais. As enzimas podem provir
de fonte animal, vegetal e microbiana, contudo as de origem microbiana apresentam
grande potencial para a aplicacdo industrial, ja que podem ser produzidas em larga escala,
via processos fermentativos. Entdo, a producdo de tais metabolitos exigem o isolamento
e identificagdo de microrganismos capazes de produzir de forma eficiente o bioproduto
de interesse. Dentre as enzimas estudadas pode-se ressaltar a tanase, que catalisa a
hidrélise de ligagdes ésteres e depsidicas em taninos hidrolisaveis como o 4cido tanico,
gerando glicose e dcido galico. Substratos naturais como a casca de café, sao considerados
residuos abundantes no Brasil, que constituem matéria-prima de grande potencial para
bioconversdo em outros produtos de alto valor. Neste contexto, a bioprospecgao de fungos
filamentosos a partir da casca de café apresenta-se como uma perspectiva de suma
importancia, uma vez que as cepas isoladas poderdo produzir enzimas com alto potencial
de aplicacdo em diversos processos biotecnoldgicos, sejam eles voltados para a industria
alimenticia, tecido, quimica ou de biocombustiveis. Entdo, como objetivo do presente
trabalho, foi avaliada a atividade da enzima tanase produzida por fungos filamentosos
previamente isolados da casca de café, e, por fim, foi feita a caracterizagdo da mesma
frente a distintas variagdes de temperatura e pH. Os fungos isolados da casca de café
denominados como FF1-CC, FF2-CC, FF3-CC, FF4-CC, FF5-CC e FF6-CC, sio
respectivamente Fusarium sp., Aspergillus spA., Aspergillus spB., Mucor sp., Penicillium
sp., € Cladosporium sp. Em relacdo a avaliacdo qualitativa da atividade enzimética da
tanase observou-se que, 66,7% dos isolados apresentaram formacao de halo de hidrolise,
evidenciando a presenca da atividade enzimatica extracelular pelos fungos FF1-CC, FF2-
CC, FF3-CC e FF6-CC, indicando ainda o microrganismo FF6-CC como o melhor
produtor de enzimas extracelular, devido ao indice enzimatico encontrado ser maior que
2. Ja na quantificagdo da atividade enzimadtica desses fungos, observou-se que Fusarium
sp. apresentou atividade tanasica de 1,5+0,032 U/mL ap6s 8 dias de cultivo, os géneros
de Aspergillus sp. alcangaram valores maximos de 1,2 + 0,003 U/mL ap6s 5 dias de
cultivo e 0,78+0,047 U/mL ja no terceiro dia de cultivo, respectivamente, e por fim, o
fungo do género Cladosporium sp. produziu atividade maxima na faixa de 1,17+0,0047
U/mL também no oitavo dia de cultivo. Analisando posteriormente, a atividade da cepa
de melhor desempenho frente a distintos valores de pH e temperatura, tem-se que a
melhor producao tanasica foi de 1,88+0,009 U/mL em pH ideal 5,0 e 1,61+0,019U/mL
em temperatura de 40°C. Sendo assim, conclui-se que os fungos em estudo apresentam
um potencial promissor para a produgcdo da enzima tanase, utilizada nos diferentes
processos biotecnoldgicos industrias existentes.

Palavras-chave: Casca de café; Fungos filamentosos; Atividade enzimatica; Tanase;

Caracterizagao.



ABSTRACT

Enzymatic processes have gained increasing acceptance in the industrial field, since they
exhibit the economic and operational conditions that confer advantages over conventional
chemical processes. As enzymes they can come from animal, vegetable and microbial
source, but as of microbial origin, greatness for an industrial application, since we can be
produced in large scale, via fermentative processes. However, the production of such
metabolites requires the isolation and identification of microorganisms capable of
efficiently producing the bioproduct of interest. Among the studied enzymes, it is possible
to emphasize the tannase, which catalyzes the hydrolysis of links and depsidians in
hydrolysable tannins such as tannic acid, generating glucose and gallic acid. Natural
substrates such as a coffee husk are abundant residues in Brazil, which are a raw material
of great potential for bioconversion in other high value products. In this context, a
bioprospection of filamentous fungi is from a coffee fair presents itself as an extremely
important perspective, since as isolated strains, tissue, chemical or biofuels. Therefore, as
an objective of the present work, it was evaluated by an activity of the enzyme tanase
produced by filamentous fungi previously isolated from the coffee husk, and by way of a
characterization of the same in front of the different variations of temperature and pH.
The coffee shell insulation fuses referred to as FF1-CC, FF2-CC, FF3-CC, FF4-CC, FF5-
CC and FF6-CC are respectively Fusarium sp., Aspergillus spA., Aspergillus sp., Mucor
sp . Penicillium sp., and Cladosporium sp. In relation to the qualitative evaluation of the
enzymatic activity of the tannase, it was observed that 66.7% of the isolates presented
hydrolysis halo formation, evidencing a presence of the extracellular enzymatic activity
by the fungi FF1-CC, FF2-CC, FF3-CC and FF6 -CC, also indicating the FF6-CC
microorganism as the best producer of extracellular enzymes, due to the enzymatic index
found to be greater than 2. Already in the quantification of the enzymatic activity of fungi,
it was observed that Fusarium sp. It presented tanase activity of 1,5 = 0,032 U / mL after
8 days of cultivation, the genera of Aspergillus sp. To reach the maximum values of 1,2
+ 0,003 U / mL after 5 days of cultivation and 0,78 + 0,047 U / mL no third day of
cultivation, respectively, and finally, the fungus of the genus Cladosporium sp. It
produced the maximum activity in the range of 1.17 + 0.0047 U / mL also has no eighth
day of culture. Finally, the activity of the best production strain against different pH and
temperature values shows that the best production was 1.88 £ 0.009 U / mL at ideal pH
5.0 and 1.61 £ 0.019 U / ML at a temperature of 40 © C. Thus, it is concluded that the
fungi under study, a promising potential for a production of the enzyme tanase, uses our
different existing biotechnological processes.

Key-words: Coffee husk; Filamentous fungi; Enzymatic activity; Tanase; Description.



1. INTRODUCAO

Pasteur mostrou que as fermentacdes, conhecidas como praticas artesanais para
obtencdo de certos produtos como bebidas alcodlicas e vinagre, estavam associadas a
presenga de microrganismos. O trabalho pioneiro de Eduard Buchner, publicado em 1897
nos Berichte der Deutscen Chemischen Geselschaf, ao mostrar que fermentagdes sio
acOes puramente quimicas que podem ocorrer em meio livre de células, conduziu o
surgimento da Enzimologia — o estudo das enzimas responsdveis por essas acoes
fermentativas (BON; FERRARA; CORVO, 2008).

Na era da biotecnologia, os bioprocessos possibilitam a produg¢do de uma ampla
gama de metabolitos de interesse industriais, tais como as enzimas, acidos orgénicos,
antibidticos e outros. Destes bioprodutos, as enzimas funcionam como ativos funcionais
e inovadores. Em muitos processos elas podem substituir compostos sintéticos e
contribuir para a produ¢do de processos menos agressivos ao meio ambiente devido a sua
biodegradabilidade. Dentre sua vasta gama de aplicacdo, as enzimas digestivas reduzem
os alimentos em componentes menores que sdo mais facilmente absorvidos no intestino;
as da industria alimenticia sdo responsaveis por panifica¢do, produgado de cerveja, vinhos
e laticinios; algumas atuam na industria téxtil, de papel e celulose; na area da satide com
a producdo de antibioticos e na industria de cosméticos (LIMA, AQUARONE,
BORZANI E SCHMIDELL, 2001).

As enzimas podem provir de origem animal, vegetal e microbiana. As microbianas
sdo utilizadas em inimeros processos nas mais diversas areas biotecnologicas. A
utilizag@o da diversidade e capacidade metabdlica de microrganismos, resultante de sua
diversidade genética, coloca-se como um enorme potencial a ser explorado, ampliado
pelo advento da engenharia genética. Contudo, a produgdo de tais metabodlitos exigem o
isolamento e identificagdo de microrganismos capazes de produzir de forma eficiente o
bioproduto de interesse (PANDEY et. al., 2000).

Para produgdo de tais metabolitos sdo utilizados substratos naturais, como a casca
de café, residuo abundante no Brasil e que constitui matéria-prima de grande potencial
para bioconversao em outros produtos de alto valor. Esses materiais permitem o
isolamento e a selecdo de linhagens com maiores probabilidades de produgdo dos

biocatalisadores de interesse (PANDEY et. al., 2000).



O que possibilita as enzimas desenvolverem tais aplicacdes € a presenca de
atividade catalitica. No mecanismo de catalise enzimatica ha uso de substratos, que sao
compostos que existem na célula e vao reagir quimicamente. A enzima ¢ o catalisador que
fard com que a reagdo se dé mais facilmente, e por fim o produto ¢ o composto que ira se
formar na reagao (LIMA, AQUARONE, BORZANI E SCHMIDELL, 2001).

A enzima de interesse, tanase, ¢ uma enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes
laterais de taninos hidrolisaveis, como o 4cido tanico, gerando glicose e acido galico
(GONCALVES, 2010; MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2004). A mesma possui
potencial para aplicagdo nos diversos setores industriais ja citados, como a industria
alimenticia, de tratamento de efluentes, nutrigdo animal e induastria farmacéutica.

Dentro deste contexto, posterior ao isolamento e identificagdo dos
microrganismos produtores da enzima tanase, este trabalho visou a avaliacdo da atividade
enzimatica da mesma, produzida pelos fungos filamentosos previamente isolados da

casca de café, bem como sua caracterizagao frente a distintos valores de pH e temperatura.

2. REVISIONAL BIBLIOGRAFICO
2.1- A casca de café

O café ¢ um produto agricola cuja qualidade final do grao beneficiado € resultado
da interacdo de varios fatores, tais como condigdes climaticas, adubagdo, tratos
fitossanitarios, estagio de maturagdo dos frutos, cuidados na colheita, secagem,
beneficiamento e armazenamento (MALTA, CHAGAS, OLIVEIRA, 2003).

A casca de café, ou palha de café, ¢ um residuo fibroso, obtido durante o
processamento dos graos de café na via seca (PANDEY et. al., 2000).

Os usos alternativos para este residuo incluem a queima para geragao de energia,
suplementagao de ragdes animais, cobertura de solo destinado ao plantio, entre outros
(RATHINAVELU e GRAZIOSI, 2005). No entanto, com avangos na tecnologia
bioenergética e biotecnoldgica, este residuo pode ser fonte abundante e de baixo custo
para a produgao de bioprodutos de alto valor agregado, bem como geracdo de energia
renovavel.

A casca de café ¢ uma matéria-prima lignoceluldsica muito rica em diferentes
biomoléculas, sendo os carboidratos constituintes de mais de 50% do seu peso seco,

seguidos pelas pectinas e proteinas, respectivamente, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢do da casca de café em porcentagem (%) de peso seco.

Componente v
peso seco
Carboidratos 57,8
Proteinas 9,2
Lipideos 2,0
Cafeina 1,3
Taninos 4,5
Pectinas 12,4

Fonte: SOCCOL, 2000.

Observa-se que dentre os componentes listados, o teor de taninos correspondem a
4,5% do peso seco da casca. Sabe-se que a obtencdo de uma determinada concentragdo
de taninos nos alimentos, leva a diminui¢do da degradacdo ruminal, possivelmente devido
a ligacao cruzada de proteinas e outras moléculas. Relacionada ento a essa caracteristica,
o tanino pode ser utilizado também como protecdo da degradacdo proteica no rumen,

levando a formagdo de “proteina by-pass” (PANDEY et. al., 2000).

2.2- Taninos

Definimos como taninos os compostos fenolicos, soliveis em agua, com peso
molecular de 500 a 30.000 Da, provenientes do metabolismo secundario das plantas e que
diferem da maioria dos outros compostos fendlicos pela sua capacidade de precipitar
proteinas e outras macromoléculas em solugao (KRAUS et. al., 2003). Essa capacidade
se deve a grande quantidade de grupos hidroxila-fendlicos em suas estruturas que
permitem a formag¢do de ligagdes cruzadas com muitas macromoléculas (BATTESTIN
et. al., 2004).

Os taninos representam o quarto mais abundante constituinte vegetal, depois da
celulose, hemicelulose e lignina. Atuam como parte do mecanismo de defesa dos vegetais
contra microrganismos, herbivoros e condigdes ambientais hostis. As plantas que contém
altos niveis de taninos, apresentam vantagem evolucionaria significativa sobre seus

predadores e outras espécies vegetais, que competem pelo mesmo nicho. Altas
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quantidades de taninos estdo associadas com a resisténcia de vegetais ao ataque
microbiano (SCALBERT, 1991).

Existem dois grandes grupos que se subdividem os taninos, dependendo de suas
estruturas e propriedades. Temos os taninos hidrolisaveis e taninos condensados (PAES
et al., 2006). Os taninos hidrolisaveis podem ser subdivididos em galotaninos e
elagitaninos. Os galotaninos sdo caracterizados pela presenca de muitas moléculas de
acidos organicos, tais como acido galico e digalico, que sdo esterificados a uma molécula
de glicose (Figura 1A). Em hidroélise, os galotaninos formam glicose e acidos fendlicos,
principalmente 4cido géalico. O exemplo mais comum de um galotanino ¢ o 4cido tanico
(AGUILAR et. al., 2007).

Por outro lado, os elagitaninos possuem blocos formados por unidades de acidos
elagicos ligados a glicosideos, e quando hidrolisados, liberam glicose e acido elagico

junto com acido galico e outros acidos (Figura 1B) (AGUILAR et. al., 2007).

Figura 1: Estrutura molecular dos galotaninos (A) e dos elagitaninos (B). Fonte: BATTESTIN,
2004.

Os taninos condensados (TC) ou proantocianidinas sdo constituidos por unidades
flavonol: flavo-3-ols (catequina) ou flavon 3,4-diols (leucoantocianinas). Eles estdo
presente em maior quantidade nos alimentos normalmente consumidos (DESPHANDE
et. al. 1986). Os TC podem conter de duas a cinquenta unidades flavonoides; possuem
estruturacao complexa; sao resistentes a hidrélise, mas podem ser soluveis em solventes
organicos aquosos, dependendo de sua estrutura. A Figura 2 ilustra a estrutura quimica

dos taninos condensados.
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R = (flavan-3-ol)

FIGURA 2: Estrutura quimica de tanino condensado. Fonte: LEKHA; LONSANE, 1997.

Os pigmentos antocianidinas sdo os responsaveis por um vasto conjunto de
nuances rosa, vermelha, violeta e azul em flores, folhas, frutos, sucos e vinhos. Também
sdo responsaveis pela adstringéncia de frutas, sucos e vinhos, € em muitos casos sdo
compostos bioativos em plantas medicinais (PINTO, 2003).

O teor e a espécie de taninos variam, ndo s6 de um vegetal para outro, mas também

de uma parte para outra do mesmo vegetal, conforme mostra a Tabela 2 (SANTOS, 2000).

Tabela 2: Teor de taninos totais em algumas espécies vegetais.
Produtos  Teor de Taninos
Abacaxi
- Folha 0,81%
- Caule 0,61%

Sorgo 0,60 —-2,61%
Mandioca 0,62-1,11%
Caju 0,35-0,72%

Café (casca) 1,31 -2,97%
Fonte: BATTESTIN, 2007.

2.3- Tanase

Tanino acil hidrolase (E.C. 3.1.1.20), comumente chamada de tanase, catalisa a
hidrolise de ligacdes ésteres e depsidicas em taninos hidrolisaveis como o acido tanico,
gerando glicose e acido galico (Figura 3). AGUILAR et. al., 2007 foi o primeiro a relatar
a formag¢do de acido galico pelos fungos identificados como Penicillium glaucum e
Aspergillus niger, que foram capazes de crescer utilizando acido tanico como unica fonte
de carbono, liberando acido galico e glicose. Posteriormente, LEKHA et. al., 1997
mostrou que a hidrdlise de taninos ¢ realizada por uma enzima particular que foi
denominada tanase. Desde entdo, trabalhos tém sido realizados visando o estudo dessa

enzima, bem como as condi¢des 6timas para sua produgao.
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Figura 3: Hidrolise do 4cido tanico Fonte: BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004.

A tanase pode ser isolada de vegetais, animais e microrganismos. Contudo,
estudos apontam que as tanases provenientes de microrganismos sdo mais estaveis que as
obtidas das demais fontes. Esta enzima pode ser produzida por bactérias do género
Bacillus, Corynebacterium, Streptococcus ¢ Selenomonas, e também por fungos
filamentosos, principalmente das espécies: Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Trichoderma (GONCALVES, 2010; BATESTTIN 2007).

Dentre suas propriedades pode-se mencionar a presenca de pH estavel na faixa de
3.5-8.0, com pH 6timo entre 5.5-6.0, temperatura de estabilidade entre 30°C e 60°C, 6tima
na faixa de 30-40°C, ponto isoelétrico de 4.0-4.5 ¢ massa molecular entre 180kDa e
300kDa. Estas propriedades dependem fortemente das condi¢des de cultivo e também da
linhagem utilizada.

Estudos tém sido realizados visando a produgdo e isolamento de tanases.
HASLAM; STANGROOM, 1966; BEVERINI; METCHE, 1990, relatam que a tanase
apresenta duas isoformas, uma que possui maior atividade esterasica sobre a ligacao éster
entre o anel aromatico e o residuo de glicose, e outra que possui maior atividade depsidica
sobre a ligagao éster entre os anéis aromaticos (Figura 4). Dentre os aspectos que diferem
tais isoformas, podemos mencionar o peso molecular, a faixa de estabilidade de pH e
temperatura, seguidos pela faixa de pH e temperatura 6timos.

Além desses efeitos da temperatura e pH, para expressar sua atividade catalitica
completa, a tanase requer a presenca de alguns ions, porém a presenc¢a de outros podem
inibir sua atividade. Assim, ¢ importante conhecer quais sao os ions e suas concentragdes

para se obter a maxima eficiéncia da enzima. (MUKHERJEE; BANERJEE, 2006).
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Figura 4: Atividade esterasica e depsidica da tanase. Fonte: BATTESTIN, 2004.

A tanase possui potencial para aplicagdo em diversos setores industriais, todavia
seu uso ¢ limitado devido ao alto custo de producdo da enzima (BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004).

Na industria alimenticia ela é aplicada em diversas areas. Na produ¢do de chés
instantaneos, existe um composto denominado “creme do cha”. Este composto ¢
originado devido a complexa¢do de polifendis poliméricos presentes no chd, como a
cafeina, formados quando a bebida atinge temperaturas inferiores a 4°C. O “creme do
chd” pode ser removido com adi¢do de compostos quimicos, porém esta técnica influencia
negativamente na qualidade final da bebida. Em contrapartida, o emprego da tanase, além
de eliminar esses complexos soluveis indesejados, promove a diminui¢do da turbidez,
aumento da solubilidade em d4gua e preservacdo dos conteudos aromadticos do cha
(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004; PINTO et. al., 2005).

Na fabricacao de vinho, cerca de 50% da coloragao se deve a presenca de taninos,
porém, a oxidacdo desses componentes que ocorrem em contato com o ar formando
quinonas, pode causar a turbidez indesejavel e consequentemente a perda da qualidade
do produto final. Assim, a aplicagdo de tanase nos residuos do tratamento de uva favorece
a remoc¢ao de compostos fenolicos, evitando o aparecimento da turbidez e estabilizando
a qualidade dos vinhos (BATTESTIN et. al., 2004).

Na produgdo de sucos, sabemos que algumas frutas depois de armazenadas podem
apresentar escurecimento, formagao de sedimentos, gosto amargo e adstringéncia. Essas
caracteristicas indesejaveis devem-se a presenca de altos contetidos de taninos nessas
frutas. Os processos convencionais de tratamento de sucos de frutas sdo incapazes de
remover de forma eficaz o sabor amargo de alguns sucos. Assim, o tratamento enzimatico
tem sido preferido (AGUILAR et. al., 2007).

Em bebidas geladas de modo geral a base de café, a enzima é empregada como

agente clarificante para remover os compostos fenolicos presentes na matéria vegetal, a
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fim de evitar a sua complexac¢ao e precipitagdo (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO,
2004).

Outra aplicacdo da tanase se refere ao tratamento de efluentes proveniente do
processamento de couro. Estes efluentes possuem alta carga de taninos e polifendis que
sdo altamente poluentes, entdo a tanase constitui uma alternativa eficiente para a remogao
destes compostos (GONCALVES, 2010).

Na nutrigdo animal, os taninos presentes em algumas ragdes apresentam efeitos
antinutricionais, uma vez que o animal pode ndo digeri-los completamente. O uso da
tanase nestes alimentos provoca a remog¢ao dos compostos indesejaveis, aumentando a
digestibilidade e favorecendo a assimilag¢do dos nutrientes (PINTO et. al., 2005).

Uma das mais importantes aplicacdes da tanase ¢ na producao de acido galico e
propilgalato a partir de produtos ricos em taninos. O acido galico ¢ um importante
componente intermedidrio na sintese de drogas antibacterianas, como o Trimetroprim,
usadas na indastria farmacéutica. E, na industria de alimentos, o 4cido galico ¢ um
substrato para sintese de compostos quimicos que sd3o usados como conservantes. O uso
da tanase para produ¢do de acido galico também encontra grande aplicag¢do na obtengao
de propilgalato, que ¢ usado com um agente antioxidante em &acidos graxos e o6leos
(AGUILAR; GUTIERREZSACHEZ, 2001).

Em suma, tanases sdo enzimas com grande potencial de aplicagdes
biotecnoldgicas, contudo limitadas devido ao alto custo. Desta forma, torna-se necessario

o conhecimento de fontes de tanase, bem como a otimizac¢ao de producdo da mesma.

2.4- Importancia fisiologica e modo de acao da tanase

Se os taninos sdo parte do sistema de defesa vegetal contra os microrganismos, a
producdo de tanase pode ser considerada como parte do contra-ataque microbiano. Tal
ataque inclui estratégias como a secre¢do de substancias com elevada afinidade por
taninos, a producdo de enzimas resistentes aos taninos, a producdo de polifenoloxidases
(enzimas capazes de quebrar os anéis fendlicos das proantocianidinas), e a producdo de
sider6foros (SCALBERT, 1991).

A tanase atua na invasdo da planta hospedeira pela hidrdlise de parte dos
compostos fendlicos presentes em tecidos vivos ou em decomposi¢cdo, mais
especificamente os taninos hidrolisaveis (SCALBERT, 1991). Diferentes estudos
relatados por LEKHA e LONSANE, 1997, apontam que microrganismos de solo

produtores de tanase desempenham papel ativo na decomposi¢do e reciclagem de
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materiais vegetais ricos em taninos. Assim, as espécies microbianas que sintetizam esta
enzima apresentam vantagem competitiva as demais de determinado habitat.

Como ja visto, a decomposicdo de taninos hidrolisdveis ¢ mediada por duas
isoformas. Uma com atividade esterasica sobre a liga¢do éster entre o grupo anel
aromatico e o residuo de glicose, e a outra depsidica sobre a ligacdo éster entre os anéis
aromaticos. HASLAM e STRAGROOM, 1966, responsabilizaram a tanase pelas duas
atividades. Também relataram que a proporcdo entre essas duas atividades podia variar
de acordo com as condig¢oes de cultivo. BEVERINI e METCHE, 1990, utilizando colunas
de afinidade, fracionaram as duas isoformas de tanase flingica, ambas com as duas
atividades, sendo que a tanase | apresentou maior caracteristica esterdsica e a tanase II
atividade depsidica mais pronunciada.

A Figura 5 mostra os modelos propostos para a degradagdo do acido tinico pela
tanase. Na primeira etapa a enzima hidrolisa todas as ligagdes depsidicas, liberando
1,2,3,4,6-pentagaloilglicose e acido galico. Em seguida, os demais residuos galoil sdo
sequencialmente removidos até a completa liberagcdo da molécula de glicose (LEKHA e

LONSANE, 1997).
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Figura 5: Modelos propostos de acdo da tanase - (a): hidrélise completa do acido tanico, r1 = acido
galico e r2 = acido digalico (b): hidrolise do galato de epicatequina. Fonte: LEKHA ¢ LONSANE,
1997.

A tanase também pode atuar sobre substratos como o acido clorogénico ou galato
de catequina e epigalocatequina-3-galato. GARCIA-CONESA et. al, 2001,
desenvolveram modelo de hidrolise dessa classe de substancias no qual hé a liberacdo de
uma molécula de acido galico e uma de proantocianidina. Tanases também apresentam
atividade hidrolitica sobre ésteres de diferulatos, embora sua eficiéncia seja menor que a

da cinamoil esterase.
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Desta forma, as tanases podem contribuir para a degradacdo da parede celular dos
vegetais, ja que seriam capazes de romper ligacdes cruzadas existentes entre as diferentes
macromoléculas que a compde (GARCIA-CONESA et. al., 2001).

De forma similar a outras esterases, a tanase em meio aquoso catalisa
predominantemente reagdes hidroliticas. Entretanto, em meios organicos com teores
reduzidos ou nulos de 4dgua, as reagdes de esterificagdo passam a ser predominantes para
o equilibrio entre o acido galico e o propilgalato, conforme Figura 6 (TEWARI et. al.,

1996).

Meio aguoso
h .

Propilgalato + Agua Acido galico + Propanol-1

--‘

Meio argénico

Figura 6: Conversao de propilgalato em acido galico pela tanase em fun¢do do meio reacional.
Fonte: LEKHA ¢ LONSANE, 1997.

2.5- Regulacio da biossintese da tanase

Existem trés mecanismos regulatdrios genéticos que afetam a sintese e secrecao
das enzimas. A indug¢do, onde a enzima somente ¢ sintetizada na presenca de seu substrato
ou analogo; a repressdo catabolica, em que a sintese da enzima ¢ inibida quando fontes
de carbono de rdpida assimilagdo estdo presentes; e a repressao por produto final, em que
um metabdlito final ou o proprio produto da enzima inibem sua sintese (KNUDSON,
1913).

A sintese da tanase est4 vinculada a presenca de indutor. O écido tanico e o seu
produto de hidrdlise, o acido galico, podem induzir a sintese da tanase, sendo o acido
tanico o mais efetivo (KNUDSON, 1913). O indutor para sintese de tanase mais
frequentemente utilizado € o acido tanico, porém, trata-se de uma molécula com elevado
peso molecular, carregada de grupos polares e com alta reatividade frente aos
componentes da parede celular. Desta forma, sua absorc¢ao direta pelo microrganismo fica
impossibilitada (LEKHA e LONSANE, 1997). SINGH ¢ HAYASHI, 1995, sugeriram
que niveis basais de tanase seriam produzidos de forma constitutiva, de modo que o acido
galico poderia ser metabolizado e atuar como indutor. J4 BRADOO, GUPTA e
SAXENA, 1996, relataram que a tanase foi produzida de forma constitutiva em
fermentag@o submersa por Aspergillus japonicus, mas que tal microrganismo duplicou a

sintese de enzima pela presenga de acido tanico nos meios de cultura.
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2.6- Producio de tanase microbiana

Tanino acil hidrolase (TAH) pode ser obtida a partir de fontes vegetais, animais e
microbianas. Estd presente tanto em plantas ricas em taninos, como myrobalan
(Terminalia chebula), divi divi (Caesalpinia coriaria) e babul (Acacia arabica), como
também vir de fontes animais, extraida do intestino bovino e das mucosas dos ruminantes.
Porém, o meio microbiologico ¢ a fonte mais importante de obtengdo da tanase, uma vez
que as enzimas produzidas desta forma sdo mais estaveis do que aquelas obtidas por
outros meios. Além disso, microrganismos podem produzir tanase em altas quantidades
e de maneira continua, com consequente aumento de rendimento. Adicionalmente,
microrganismos podem ser submetidos a uma manipulagdo genética, resultando num
aumento das concentragdes de atividade de tanase. E importante salientar que ainda nio
foram executados estudos envolvendo a produgdo de enzima, utilizando estas técnicas
(BANERIJEE, 2000).

Aceita-se, em geral, que as bactérias sdo muito sensiveis a presenca de acido
tanico, porém bactérias como Bacillus, Corynebacterium, Streptococcus bovis e
Selemonas ruminantium sdo capazes de crescer neste composto e também de degrada-lo.
Entretanto, os microrganismos mais estudados sdo os fungos filamentosos, e dentre eles
os géneros Assochyta, Aspergillus, Trichoderma e Fusarium (LEKHA; LONSANE,
1997).

Apesar de varios microrganismos produzirem tanase, estas ndo sao igualmente
ativas como todos os taninos hidrolisaveis. As tanases de leveduras sdo efetivas somente
na decomposi¢ao do acido tanico, em contrapartida as tanases bacterianas e fingicas sao
eficientes na degradagdo de 4cido tanico e outros taninos hidrolisaveis que ocorrem na

natureza (PINTO, 2003).

2.7- Producao da tanase através da fermentacio

Os microrganismos constituem a principal fonte de enzimas industriais. Eles
podem ser cultivados em grandes quantidades e por um pequeno periodo de tempo
utilizando sistemas de fermentacdo (KAR; BANERJEE, 2000). Dependendo da linhagem
e das condig¢des de cultivo, a enzima é expressa com diferentes niveis de atividade,

mostrando diferentes padrdes de producao (AGUILAR et. al., 2007).
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A producao da enzima tem sido comparada nos diferentes tipos de fermentagoes.
Dentre clas estdo a fermentagdo em estado sélido, a fermentagdo submersa ¢ a

fermentacdo em superficie liquida (DAMASO; COURI, 2008).

2.7.1- Fermentagdo em estado solido (FES)

A fermentacdo em estado solido ¢ definida como um processo no qual o
microrganismo cresce em materiais so6lidos, na presenca de pouca ou nenhuma agua livre.
Na FES, a umidade necessaria para o crescimento microbiano geralmente se encontra em
um estado absorvido ou complexado com a matriz s6lida (KRISHNA, 2005). Dois tipos
de substratos podem ser empregados nesse processo: um servindo apenas como suporte
para seu crescimento e outro que sera utilizado pelo microrganismo como fonte de
carbono e energia (SABU et. al., 2005). No entanto, no Ultimo caso, alguns nutrientes
presentes nos substratos podem se encontrar em baixas concentragdes, sendo necessaria
a suplementagdo do meio.

Algumas vantagens podem ser citadas para a FES em relagdo aos outros tipos de
fermentagdes, como a utilizacdo de residuos agroindustriais, que constituem matérias-
primas de baixo custo; menor gasto de energia; geralmente os meios de fermentagao sdo
mais simples (KRISHNA, 2005) e a atividade enzimatica ¢ usualmente maior (LEKHA;
LONSANE, 1997). Outra vantagem da FES ¢é a natureza extracelular da enzima
produzida, que pode ser facilmente extraida pela mistura de 4gua ou tampao com a massa
fermentada, que depois de filtrada, constitui o extrato enzimatico. Em outros tipos de
fermentagdes, a enzima pode ser intracelular e o procedimento de recuperacao da mesma
¢ mais onerosa, i1sso porque requer etapas como lise das células para liberar a enzima, e
posterior separacdao dos restos celulares, além da realizacdo de todos os procedimentos
em menores temperaturas para evitar a desnaturagdo enzimdtica (KRISHNA, 2005).
Porém, mesmo sob as melhores condigdes, uma perda minima de 15-20% da enzima
ocorre devido a sua desnaturacdo (AGUILAR et. al., 2007). Além disso, as enzimas
intracelulares sdo geralmente menos estaveis e mais sensiveis aos fatores ambientais do
que as enzimas extracelulares (LEKHA; LONSANE, 1994). As enzimas produzidas em
FES exibem atividade em maiores intervalos de pH e s@o mais termoestaveis (RANA;
BHAT, 2005).

Apesar das vantagens da FES, esse processo também apresenta algumas
desvantagens, como dificuldade na agitacdo do substrato, resultando em um ambiente

heterogéneo; dificuldade no controle da fermentagdo, principalmente do actimulo de
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calor; controle da umidade do substrato; controle da aeragao; dificuldade na determinacao
do crescimento microbiano e de outros parametros fermentativos (KRISHNA, 2005).

Entre os microrganismos, os fungos filamentosos sdo ideais e os mais adaptados
para a FES. O crescimento filamentoso e a boa tolerincia a condi¢des de baixa atividade
de 4gua e alta pressao osmotica, conferem aos fungos vantagens sobre os microrganismos
unicelulares na colonizagdo de substratos solidos e utilizagdo adequada dos nutrientes
disponiveis (MANIJIT et. al., 2008). IWASHITA, 2002, foi o primeiro autor a relatar a
producgdo de tanase por Aspergillus oryzae em FES. Desde entdo varias espécies de fungos
tém sido estudadas para produgao de tanase por esse tipo de fermentacao.

Atualmente, ha um crescente interesse na fermentacao sélida para a produgdo de
compostos de importancia comercial, devido a demanda por insumos de menor custo.
Assim, a utilizagdo de residuos provenientes de industrias processadoras de frutas e graos
pode consistir uma alternativa para promover a reducao dos custos de producao de tanase
e reduzir a poluicdo que esses residuos podem causar no ambiente (MACEDO;

MATSUDA; BATTESTIN, 2005).

2.7.2- Fermentagdo em Superficie Liquida (FSL)

Na fermentagdo em superficie liquida, o microrganismo auxiliado por um
recipiente adequado, se desenvolve na superficie de um meio liquido contendo todos os
nutrientes necessarios ao seu crescimento (LEKHA; LONSANE, 1997). Trabalhos
relatam que a atuagdo da tanase nesse tipo de fermentacdo pode ser na sua maioria
intracelular, ¢ o tempo de fermentagdo ¢ maior quando comparado com o0s outros
processos fermentativos (LEKHA; LONSANE, 1994; RANA; BHAT, 2005). Em seus
experimentos, RANA E BHAT, 2005, obtiveram baixa biomassa e produ¢do de tanase de
Asperigillus niger, em FSL.

Esses autores concluiram que esses resultados se devem provavelmente a natureza
estatica desse tipo de fermentagdo, sem muita aeragdo. Isso levaria a um lento crescimento
micelial e assim a indugdo da enzima precisaria de um longo tempo de fermentacao.

Algumas desvantagens apontadas no uso da fermentacdo em superficie liquida
para producao de metabolitos microbianos seriam também, altos custos de manutencao e
os risco de contaminagao (LEKHA; LONSANE, 1997).

Poucos trabalhos tratam da produgao de tanase por este tipo de processo. GANGA
et. al., 1977, testaram diferentes espécies de Aspergillus e diferentes meios de cultura, e

em todos os experimentos afirmaram que a atividade da tanase foi significativamente
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maior nos extratos celulares, indicando que a enzima seria preferencialmente intracelular.
LEKHA et. al.,, 1994, observaram que a enzima ¢ completamente intracelular nas
primeiras 48 horas de fermentagdo, sendo excretada apos esse tempo. Este método de
fermentagdo vem se tornando invidvel tecnicamente devido a baixa produtividade da

enzima (PINTO, 2003).

2.7.3- Fermentagao Submersa (FSm)

Na fermentacdo submersa, o crescimento do microrganismo ocorre como uma
suspensao em meio liquido, no qual vérios nutrientes sdo dissolvidos. Sdo aqueles em que
o microrganismo produtor se desenvolve no interior do meio de fermentagdo, geralmente
agitado. No caso de fermentagdes aerdbias, o oxigénio necessario a populagdo em
desenvolvimento ¢ suprido, através de um compressor, por borbulhamento de ar
(DAMASO; COURI, 2008).

A maioria das fermentagdes industriais importantes sdo realizadas por processos
submersos. Pode-se citar que uma determinante redugdo no preco de muitos produtos,
anteriormente obtidos por processos em superficie, foi a possibilidade de adaptéd-los aos
processos submersos. Comparados com os processos em superficie, 0os processos
submersos oferecem uma série de vantagens, dentre elas podemos mencionar a maior
facilidade de manipulagdo, com maiores volumes de meio; a massa de microrganismos
responsaveis pela transformacao fica totalmente submersa no meio nutriente de maneira
uniforme, o que pode ser ajustado para fornecer as condi¢des ideais de crescimento e
produgdo; e a absor¢ao de nutrientes e excrecao de metabdlitos sdo executadas com maior
eficiéncia, levando a menores tempos de fermentacdo e, consequentemente, melhor
produtividade (DAMASO; COURI, 2008).

A producdo de tanase tem sido estudada nesse tipo de fermentagdo e protocolos
baseados neste sistema ja foram patenteados (LEKHA; LONSANE, 1997). A FSm ¢
geralmente usada para producdo de enzimas microbianas, principalmente porque o
controle dos parametros do processo e o controle da esterilizacdo sdo mais faceis nesse
sistema. Porém, essa técnica ¢ mais dispendiosa e consume mais energia, o que eleva o
custo da produg¢do dessa enzima (BANERJEE; MONDAL; PATIL, 2007).

A tanase ¢é produzida na presenca de um indutor, assim a utilizacdo do acido tanico
como indutor ou unica fonte de carbono, ¢ fundamental. Apesar de outras fontes de
carbono poderem estar presentes no meio, a concentracdo de acido tanico ¢ o fator

predominante na producdo de tanase. Diferentes fontes de nitrogénio, inorganicas e
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orgéanicas, como sulfatos de amdnio, nitrato de sodio e peptona, t€ém sido utilizados para
a producdo de tanase (PINTO, 2003).

A localizacdo da tanase na FSm depende do tempo de cultivo. LEKHA E
LONSANE, 1994, relataram que no inicio do processo, a enzima produzida por
Aspergillus niger permanece principalmente no meio intracelular, e posteriormente ¢
secretada para o meio de cultura. Contudo, acima de 80% da tanase permanece ligada ao

micélio quando o maximo de sua producdo ¢ atingido (AGUILAR et. al., 2007).

2.8 - Otimizagao das condicdes para produciio de tanase

A utilizagdo de processos fermentativos para producdo de tanase ¢ influenciada
por diversos parametros, tais como concentracdo de acido tinico, umidade, tipo de
substrato ou meio de cultura utilizado, temperatura, pH, tempo de incubagdo,
concentragao do indculo, adi¢do de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, entre outros.
(BATTESTIN; MACEDO, 2007).

A otimizacdo das condi¢des para produgdo de enzimas pode ser feita através de
procedimentos que variam cada parametro isoladamente (one at a time) mantendo as
outras variaveis fixas (KUMAR; SHARMA; SINGH, 2007; MANJIT et. al., 2008) ou
através de delineamentos experimentais associados a analise de superficie de respostas
(ROCHA, 2010).

A otimizac¢do de um processo utilizando o método one at a time pode ser pouco
eficiente, pois ndo detecta o efeito das interagdes entre as variaveis. Assim, o melhor
resultado obtido fica sempre aquém do valor otimizado. J& um procedimento onde sdao
investigadas todas as combinagdes possiveis entre os fatores, tem a vantagem de explorar
todo o espago experimental, porém necessita de um grande nimero de experimentos, o
que poderia ser muito demorado e de custo muito alto. Portanto, o planejamento
experimental torna-se adequado para estudar o efeito entre as variaveis, uma vez que
permite explorar todo espago experimental através da realizagdo de um pequeno nimero
de ensaios (RODRIGUE; IEMMA, 2005).

Ainda sdo poucos os trabalhos que utilizam tal abordagem para otimizagdo da
producdo de tanase, sendo que a maioria dos experimentos de otimizagdo avaliam o efeito
de cada variavel isoladamente (KAR; BANERIJEE, 2000; MANIJIT et al.,, 2008;
RODRIGUES; PINTO; GONCALVES, 2008; SABU et. al., 2005). Porém, como em
processos fermentativos, cada varidvel pode interagir e influenciar no efeito da outras,

entdo € essencial que seja utilizado um método de otimizagdo que permita detectar as
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possiveis interagdes, de modo que um ponto 6timo seja escolhido, no qual se obtenha

altos rendimentos da enzima (ROCHA, 2010).

3- OBJETIVO GERAL

Como principal objetivo, este trabalho visa avaliar a atividade da enzima tanase
produzida por fungos filamentosos previamente isolados da casca de café, bem como

caracterizar tal enzima frente a distintos valores de pH e temperatura.

3.1- Objetivos especificos

e Preparar as cepas, o inéculo em meio sélido e o meio de fermentagao;

e Avaliar qualitativamente a capacidade dos fungos estudados na produgao de halo
de hidrolise em meio sélido, enriquecido com 4cido tanico;

o Produzir extratos enzimaticos brutos de tanase e quantificar a atividade
enzimatica da tanase pela técnica de precipitagdo de proteina modificada;

e Caracterizar a enzima frente a distintos valores de pH e temperatura.

4- MATERIAL E METODOS

4.1 - Microrganismos

Neste estudo, foram utilizados fungos filamentosos previamente isolados da casca
de café. As culturas foram mantidas em placas contendo o meio Agar Batata Dextrose
(BDA). Periodicamente, a cada 30 dias, estas culturas foram inoculadas em novas placas,
incubadas por sete dias a 28 °C e posteriormente armazenadas a 4 °C. O meio foi

preparado em meio BDA.

4.2 - Analise qualitativa de atividade tanasica
4.2.1 Determina¢do do indice enzimatico

Para a determinagdo enzimatica extracelular por difusdo radial em meio solido,
primeiramente foi realizado o indculo dos microrganismos em placas contendo meio
sintético solido enriquecido com &cido tanico 1% e composto por NaNOs: 3,0 g/L;
(NH412S04: 1 g/L; MgSOa4: 0,5g/L; KCI: 0,5 g/L; FeSO4.7H20: 10 mg/L; &cido tanico: 10
g/L; agar: 30 g/L. As placas foram incubadas durante 5 dias a 28°C. Posteriormente, foi
avaliada uma relagdo direta entre o didametro médio do halo de degradagao e o didmetro

médio da colonia, expressos como indice enzimatico (IE), conforme a Equagdo 1.
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Segundo LEALEM E GASHE (1994), para considerar um microrganismo bom produtor

de enzimas extracelular, o indice enzimatico deve ser maior ou igual a 2.

IE = % Equacao (1)

Sendo:
Ac: Diametro da colonia (cm);

Oh: Didmetro do halo (cm).

4.3 - Producio de extratos enzimaticos por fermentaciio submersa

Para a inoculagdo em meio liquido, foi retirado uma aliquota de aproximadamente
7 mm de cada cultura em questdo. Em seguida, foram inoculadas em Erlenmeyers de 250
mL contendo 100 mL de meio liquido mineral e 4cido tanico como unica fonte de
carbono. O meio mineral foi composto de KH>PO4 0,7%, NaH2PO4 0,4%, MgS04 0,02%,
(NH4)2S04 0,1% e extrato de levedura 0,06% (SINGH et al, 2009, modificado) o qual foi
previamente autoclavado.

Os frascos foram colocados em um agitador sob temperatura de 28 °C e rotagao
de 180 rpm. As amostras da fermentagdo foram coletadas com o auxilio de uma
micropipeta, em intervalos de aproximadamente 24h durante dez dias. As mesmas foram
transferidas para um microtubo tipo eppendorf, e centrifugadas a 10.000 g durante 5 min.
O extrato enzimatico bruto foi obtido a partir do sobrenadante da amostra e foi

encaminhado para andlise posterior.

4.4 - Ensaio enzimatico

4.4.1 Quantificagdo da atividade da enzima tanase

A atividade tandsica do extrato enzimatico bruto foi quantificada utilizando a
técnica de precipitacdo de proteina modificada (DESCHAMPS; OTUk; LEBEAULT,
1983). A mistura da reag@o foi formada por 250 pL de 1% de acido tanico (em tampao
fosfato 0,2M, pH 6,0), 500 ul de tampao fosfato 0,2M (pH 6,0) e 250 puL do extrato
enzimatico da cultura. A mistura foi incubada a 40°C durante 30 min em um banho Maria,
e areacdo foi parada adicionando uma solucdo de 1 mL de 2% de albumina de soro bovino
(BSA). No controle, BSA foi adicionado a mistura antes da incubag@o. Todos os tubos
foram deixados a temperatura ambiente por 20 min, para precipitar os taninos residuais,

e centrifugados a 3.000 g durante 20 min. Posteriormente, a leitura da absorbancia do
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sobrenadante foi feita em espectrofotdmetro, Bioespectro SP 22®, a 260 nm. As
absorbancias foram comparadas com a curva padrdo de 4cido galico, sendo uma unidade
de enzima equivalente a quantidade de enzima que liberta 1 mol de 4cido galico por mL

por min sob condigdes padrao de ensaio.

4.4.2 Curva padrdo de acido galico

A curva padrio foi preparada dissolvendo 0,250 g de acido galico em 5 mL de
etanol para um volume final de 50 mL de 4gua destilada. Desta solugdo 0, 1, 2, 3,5 e 10
mL foram adicionados em frascos volumétricos de 100 mL e diluidos até o volume final
com agua destilada para obter as concentragdes 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,5 ¢ 5 mg/L. As leituras

das absorbancias foram realizadas a 260 nm.

4.5 - Caracterizaciao enzimatica

4.5.1 Efeito do pH na atividade enzimatica

A atividade da enzima foi estudada frente a diferentes valores de pH que variaram
de 4,0 a 7,0. A variagdo no pH foi realizada utilizando-se o tampao fosfato 0,2 M. O
ensaio foi realizado conforme descrito anteriormente, alterando-se apenas o pH do

tampao na qual foi feita a reagao.

4.5.2 Efeito da temperatura na atividade enzimdatica

A atividade da enzima foi avaliada em temperaturas que variaram de 30 a 60°C.
Os ensaios foram realizados conforme descrito anteriormente, alterando-se o valor do pH
da reagdo para o pH 6timo ja encontrado, bem como a temperatura na qual a reag¢ao foi

incubada.
5- RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram preparados inoculos recentes dos seis fungos filamentosos previamente

isolados da casca de café. O género de cada cepa se encontra especificado na Tabela 3:
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Figura 7: Cepas de fungos isolados da casca de café apos sete dias de crescimento meio BDA.
Fonte: NATIVIDADE, 2014.

Tabela 3: Géneros identificados dos fungos isolados da casca de caf€.

Isolados Género
FF1-CC Fusarium
FF2-CC Aspergillus
FF3-CC Aspergillus
FF4-CC Mucor
FF5-CC Penicillium
FF6-CC Cladosporium

Fonte: NATIVIDADE,2014.

5.1 - Analise qualitativa da atividade tanasica

Neste contexto, os seis fungos foram avaliados em condigdes laboratoriais como
potenciais produtores de tanase.

Apbs o periodo de incubagdo dos fungos em meio sélido contendo acido tanico
1%, verificou-se a formacgao de halos castanhos em volta das colonias dos isolados FF1-
CC, FF2-CC, FF3-CC e FF6-CC, indicando a degradagdo do acido tanico e evidenciando

a atividade extracelular da enzima tanase. Os halos podem ser observados na Figura 8.
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Figura 8: epas de fungos isolados da casca de café apos crescimento em meio solido contendo acido Téanico 1%.
Fonte: O AUTOR, 2016.

Para considerar um microrganismo bom produtor de enzimas extracelular, o
indice enzimatico deve ser maior ou igual a 2. O célculo € realizado por meio da Equagdo

1.
_%h .
IE = ac (Equa(;ao 1)

Sendo:
@c: Diametro da colonia (cm);
Oh: Diametro do halo (cm).

Entdo, depois de calculado cada indice, temos na Tabela 4 a correlagdo dos valores

dos halos de hidrdlise de cada cepa, seguido do seu respectivo indice enzimatico.

Tabela 4: Valores dos halos e das colonias medidos nas placas juntamente com seu indice
enzimatico total.

Isolados ¢ halo (cm) ¢ colénia (cm) Indice enzimatico
FF1-CC 0,5 0,45 1,111
FF2-CC 0,75 0,48 1,562
FF3-CC 0,65 0,46 1,413
FF6-CC 1,05 0,40 2,625

Fonte: O AUTOR, 2016.
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Logo, verificou-se apenas o microrganismo FF6-CC, Cladosporium sp. como um

bom produtor de enzimas extracelular devido ao seu indice enzimatico ser maior que 2.
5.2 — Ensaio enzimatico

Foi quantificada a atividade enzimatica desses fungos que apresentaram atividade
extracelular da enzima tanase.

O método da fermentagdo submersa foi utilizado para tais estudos cinéticos, tendo
como parametros o crescimento celular e a quantidade de enzima produzida pelos
microrganismos.

Paralelamente ao experimento, fez-se a curva padrdo de Acido Galico. A curva-
padrdo corresponde a relacdo grafica entre os valores de absorbancia e os de
concentragdo, nesse caso, concentracao de acido galico. Com base nessa analise grafica é
possivel verificar a linearidade da reacdo e calcular um fator de conversao de valores de
absorbancia em concentracao.

Os valores de concentragao ¢ absorbancias encontrados estiao listados na Tabela
S:

Tabela 5: Valores das concentragdes de Acido Gélico e suas respectivas medigdes da
absorbancia.

Concentracao(mg/L) Absorbancia (nm)

0,5 0,047
1,0 0,098
1,5 0,127
2,5 0,179
5,0 0,230
8,0 0,320
11,0 0,401
15,0 0,499

Fonte: O AUTOR, 2016.

O grafico da curva padrao foi plotado e exibido na Figura 9.
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Figura 9: Curva Padrio de Acido Galico — Absorbancia em fungdo da concentragdo de Acido
Galico (g/L). Fonte: O AUTOR, 2016.

Analisou-se separadamente a atividade da enzima tanase de cada cepa apresentada

e obteve-se o resumo dos resultados mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Resumo dos resultados graficos da quantidade de atividade tanasica e melhor dia de
cultivo das cepas analisadas.

Cepa Maxima atividade tanasica Dia de cultivo
Fusarium sp. 1,540,032 U/mL 8°
Aspergillus spA. 1,2 £ 0,003 U/mL 5°
Aspergillus spB. 0,78 £ 0,04 U/mL 3°
Cladosporium sp. 1,17+ 0,004 U/mL 8°

Fonte: O AUTOR, 2016.

Ao avaliar separadamente cada atividade enzimatica, a determinagdo da mesma

pelo fungo de género Fusarium sp., pode ser observada no grafico dado pela Figura 10.
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Figura 10: Produgéo de tanase extracelular por Fusarium sp. em fungdo do tempo de cultivo.
Fonte: O AUTOR, 2016.
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Podemos perceber que a atividade tandsica méaxima desse fungo ocorreu apos 8
dias de fermentacdo, obtendo média de 1,5+0,032 U/mL. Observa-se inicialmente que a
enzima apresentou atividade minima de 0,134+0,009 U/mL logo no primeiro dia de
cultivo, assim como era esperado, visto que o fungo estava em fase de adaptacdo ao meio.
Posteriormente, o indice desta enzima exibiu um aumento significativo até o terceiro dia
de cultivo, mantendo nos dias posteriores aumentos pequenos e constantes até atingir o
topo maximo, oitavo dia de cultivo. Logo depois, observou-se uma queda deste indice de
atividade, o que nos evidencia o oitavo dia como o pico maximo de atividade enzimatica.

Comparado as demais cepas, observa-se que Fusarium sp. apresentou o maior
desempenho frente aos pardmetros de atividade dos fungos estudados. Seu desempenho
foi 20% maior que a atividade maxima observada na cepa Aspergillus spA., 48% maior
que a atividade de Aspergillus spB. e 22% maior que a atividade de Cladosporium sp.

Analogamente, mediu-se a atividade tanasica do fungo de género Aspergillus spA.

e obteve-se o grafico da Figura 11.

)»—~
S

imol/ml.min
e Ul gimol /ml.mi
(e)] [+] - N

o
i

o
~

Atividade Tanase Ul

o
[y
N
w
N
%]
o)
~
(o]
\o]

10

Dias

Figura 11: Producio de tanase extracelular por Aspergillus spA. em funcdo do tempo de
cultivo. Fonte: O AUTOR, 2016.

A maxima atividade de tanase produzida pelo fungo Aspergillus spA. foi
alcangadas ap0s 5 dias do cultivo, apresentando um valor de 1,2 = 0,003 U/mL. Percebe-
se inicialmente que a enzima apresentou atividade minima de 0,16+0,009 U/mL logo no
primeiro dia de cultivo, j4 que o fungo estava em fase de adaptacdo ao meio.
Posteriormente, o indice desta enzima exibiu um pequeno e constante aumento até o
terceiro dia de cultivo, apresentando significativo aumento nos dias posteriores até atingir
0 topo maximo, quinto dia de cultivo. Logo depois, observou-se uma queda deste indice
de atividade, o que nos evidencia por sua vez, o quinto dia como o pico maximo de

atividade enzimatica.
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Observa-se que o Aspergillus spA. apresentou um desempenho frente aos
parametros de atividade 25% menor que a atividade maxima observada na cepa Fusarium
sp., 35% maior que a atividade de Aspergillus spB. e apenas 2,5% maior que a atividade
de Cladosporium sp.

Outro género de Aspergillus sp. foi isolado e também foi avaliada sua atividade,

obtivendo valores mostrados no grafico da Figura 12.
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Figura 12: Produgdo de tanase extracelular por Aspergillus spB. em fungdo do tempo de
cultivo. Fonte: O AUTOR, 2016.

Este género apresentou atividade maxima de tanase ap6s apenas 3 dias do cultivo,
apresentando um valor de 0,78 + 0,04 U/mL. Observa-se inicialmente que a enzima
apresentou atividade minima de 0,04+0,004 U/mL logo no primeiro dia de cultivo, assim
como era esperado, visto que o fungo estava em fase de adaptagdo ao meio.
Posteriormente, o indice desta enzima exibiu um aumento significativo até o terceiro dia
de cultivo, onde ja atingiu o topo maximo, apenas no terceiro dia de cultivo. Nos dias
posteriores, pequenas e constantes quedas foram observadas, o que nos evidencia o
terceiro dia como o pico maximo de atividade enzimatica.

Neste caso observa-se que esta cepa apresentou o menor desempenho frente aos
parametros de atividade dos fungos estudados, tal producao foi 92% menor que a
atividade maxima observada na cepa Fusarium sp., 53,8% menor que a atividade de
Aspergillus spA. e 50% menor que a atividade de Cladosporium sp.

De acordo com a literatura, COSTA, 2012, chegou a obter valores semelhantes,
porém inferiores, para Aspergillus sp. tendo também a casca de café como substrato.
Neste caso o valor obtido foi de 0,36 U/mL. Ja MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN,

2005, apresentaram valores da ordem de 0,275 U/mL de Aspergillus niger ainda em casca
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de café. E por sua vez, RIUL, 2011 encontrou valores de 0,42 U/mL para Aspergillus
phoenicis, utilizando-se folhas de caju e cha verde como fonte de carbono.
Por fim foi medida a atividade tanasica do fungo de género Cladosporium sp., e

foram encontrado os valores plotados no grafico da Figura 13.
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Figura 13: Produgdo de tanase extracelular por Cladosporium sp. em fungao do tempo de
cultivo. Fonte: O AUTOR, 2016.

O Cladosporium sp. obteve atividade méxima de 1,17 £ 0,004 U/mL no seu oitavo
dia de cultivo. Observa-se inicialmente que a enzima ndo apresentou atividade no
primeiro dia de cultivo, visto que o fungo estava em fase de adaptagdo ao meio.
Posteriormente, o indice desta enzima exibiu um aumento significativo até o segundo dia
de cultivo, mantendo nos dias posteriores aumentos pequenos e constantes até atingir o
topo maximo, oitavo dia de cultivo. Logo depois, observou-se uma queda deste indice de
atividade, o que nos evidencia o oitavo dia como o pico maximo de atividade enzimatica.

Observa-se que Cladosporium sp. apresentou um desempenho frente aos
parametros de atividade 28% menor que a atividade méaxima observada na cepa Fusarium
sp., apenas 2,5% menor que a atividade de Aspergillus spA. e 33% maior que a atividade
de Aspergillus spB.

Analisando, por fim, as curvas de um modo geral, percebe-se que a curva da cepa
Cladosporium sp. apresentou uma semelhanga maior com a curva de Fusarium sp. Seus
dias de maiores desempenho foram detectados no final do experimento, oitavo dia de
cultivo. Em contra partida, as cepas Aspergillus spA e Aspergillus spB. apresentaram
maiores desempenho entres os dias 3 e 5 de cultivo.

Utilizando o mesmo residuo agroindustrial, MACEDO, 2005 testou a
produtividade da enzima tanase em meios de cultura contendo 0,5% e 1,5% de acido

tanico. Foi relatado que a produg@o da enzima mostrou estar diretamente relacionada com
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a variagdao de parametros como temperatura, pH e concentragdo de acido tanico, que €
adicionado ao meio de fermentagdo. Tais parametros e principalmente a fonte de carbono,
favorece a producdo rapida de tanase, que por sua vez, cliva os taninos fornecendo
suprimento continuo de fonte de carbono. De acordo com BAJPAI, 1997; LEKHA;
LONSANE, 1997 e PINTO, 2003, o 4cido tanico fornece o papel de fonte de carbono
para o microrganismo, bem como de indutor da sintese. Dessa maneira, a presenca de
acido tanico ¢ imprescindivel para a sintese de tanase. Em trabalho realizado por PINTO,
2003, em experimento preliminar no qual ndo se adicionou 4cido tanico ao meio de
fermentagdo, ndo foi observada atividade da enzima tanase em nenhum tempo de
fermentagdo. Percebe-se entdo, que o trabalho em questdo, tendo como uso temperatura
e pH fixos, assim como concentragdo de acido tanico 1%, possivelmente ndo apresentou
condi¢des ideias de produ¢do, podendo exibir maiores atividades se testados futuramente
em Otimas condigdes.

Entdo, em vista disso, foi realizada a caracterizacdo da tanase frente a dois

parametros fixos utilizados na reacdo para quantificagdo da mesma, o pH e a temperatura.

5.3 - Caracterizacao da enzimas tanase
5.3.1 Efeito do pH na atividade enzimatica

O pH possui papel essencial nas rea¢des de hidrolise catalisadas por enzimas. Sua
variagdo pode ser relacionada a possiveis alteracdes do estado de ionizagdo, mudangas
conformacionais e dissociagdo da enzima no meio reacional, levando a perda na fung¢ao
da enzima até se tornar inativa (SIMOES et. al., 2011).

Na caracterizagdo enzimatica do fungo de género Fusarium sp., a cepa de melhor
desempenho em relacdo a enzima, dois parametros foram analisados, o pH e a
temperatura. Os dados obtidos sob diferentes valores de pH nos ensaios de caracterizagao

da atividade estdo representados na Tabela 7.
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Tabela 7: Atividade enzimadtica da tanase obtida a partir do fungo Fusarium sp.
em diferentes valores de pH.
pH Atividade Tanasica (U/mL)

4 1,140,013
5 1,88+0,009
6 1,50+0,011
7 0,96+0,019
8 0,89+0,023

Fonte: O AUTOR, 2017.

Por sua vez, a Figura 14 apresenta graficamente a influéncia do pH na atividade

enzimatica tanasica.
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Figura 14: Caracterizagdo da tanase em distintas varia¢cdes de pH. Fonte: O AUTOR, 2017.

Pode-se observar analisando a Tabela 7 e a Figura 14, que a tanase presente no
extrato enzimatico apresentou atividade maxima de 1,88 = 0,009 U/mL no pH ideal 5,0.
Sendo observado também, um grande decaimento da atividade enzimatica em valores de
pH superiores ao 6.

De acordo com a literatura, segundo LEKHA; LONSANE,1997, as tanases sao
proteinas acidas com pH 6timo em torno de 5,5. Da mesma forma SABU et. al. 2005,
também descreveram um pH 6timo de 5,5 para a producao de tanase por Aspergillus

niger.
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5.3.2 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

A influéncia da temperatura na cinética da rea¢do enzimdtica se deve aos
aumentos de velocidade de reagdo. A velocidade da reagdo em questdo aumenta, uma vez
que mais moléculas adquirem energia suficiente para atingir o estado de transi¢do. Esse
efeito ¢ observado em um intervalo de temperatura compativel com a manutengdo da
estrutura espacial da enzima (FEITOSA, 2009).

A Tabela 8 apresenta a atividade enzimatica da tanase em distintos valores de

temperatura, assim como o grafico da Figura 15.

Tabela 8: Atividade enzimatica da tanase obtida a partir do fungo Fusarium sp.

em diferentes valores de temperatura.

Temperatura Atividade Tanasica (U/mL)

30 1,44+0,006
40 1,610,019
50 1,4040,021
60 1,36+0,012

Fonte: O AUTOR, 2017.
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Figura 15: Caracterizagdo da tanase em distintas variagdes de temperatura. Fonte: O AUTOR,
2017.

Por sua vez, analisando a Tabela 8 e a Figura 15 é possivel perceber que a tanase

presente no extrato enzimatico exibiu atividade méxima de 1,61 + 0,019 U/mL na
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temperatura ideal de 40°C.

De acordo com a literatura, PINTO, 2003 observou temperatura 6tima entre 32 e
40°C utilizando Aspergillus niger. Da mesma forma, em trabalhos de PINTO, 2003 uma
temperatura Otima de 40°C foi observada em Aspergillus caespitosum, Penicillium

charlesii € Penicillium crustosum.

6. CONCLUSOES

Dos seis fungos de géneros Fusarium sp., Aspergillus spA., Aspergillus spB.,
Penicillium sp., Mucor sp. e Cladosporium sp. previamente isolados de uma fonte
lignoceluldsica, a casca de café, quatro deles apresentaram produgdo de enzima
extracelular. Fusarium sp., Aspergillus spA, Aspergillus spB. e Cladosporium sp.
obtiveram degradacdo do acido tanico evidenciando a atividade extracelular da enzima
tanase, quando incubados em meio sélido contendo acido tanico 1%. Porém,
Cladosporium sp., apresentou melhor producdo da enzima extracelular, obtendo indice
enzimatico maior que 2.

Ao produzir o extrato bruto de tanase e quantificar a atividade enzimatica de cada
cepa, percebeu-se que tais fungos apresentaram atividade tandsica promissora apos 8§, 5,
3 e 8 dias de fermentagdo, respectivamente. Foi evidenciado que a cepa Fusarium sp.
apresentou melhor desempenho frente aos parametros de atividade tanésica, obtendo
média de 1,5+0,032 U/mL.

Visando alcangar condi¢des 6timas de atividade, foi realizada a caracterizagao da
enzima em estudo. Esta exibiu pH 6timo de 5,0 com atividade de 1,88+0,009 U/mL e

temperatura 6tima de 40°C com atividade de 1,61 0,019 U/mL.

7. PERSPECTIVAS PARA FUTUROS TRABALHOS

Futuros trabalhos serdo necessarios para a recuperacdo da enzima produzida, ou
seja, avaliacdo da atividade intracelular da mesma; a caracterizagdo desta frente a
variagOes de mais parametros fermentativos, como concentragao de indutor, fontes de gas
carbonico e oxigénio, visando alcangar condi¢des ainda melhores atividades. Bem como
realizar a imobilizagdo da tanase, almejando futuras aplicacdes nos mais diversos

bioprocessos existentes.
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