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RESUMO

Tanase é uma enzima extracelular induzivel produzida por fungos filamentosos, leveduras e
bactérias através de Fermentacdo em Estado Solido (FES) ou Submersa (FS). Taninos séo
compostos fenolicos presentes nas plantas, sendo assim, as folhas podem ser &timos
indicadores para a producdo da tanase. Espécies de Aspergillus e Penicillium se destacam na
producdo da FES devido a capacidade de suportar diferentes condi¢des fisico-quimica. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a producdo de tanase por isolados de Aspergillus e
Penicillium, através da FES, utilizando folhas de castanhola (Terminalia catappa L.) como
substrato, selecionar o melhor produtor de tanase, otimizar a producéo, purificar e aplicar na
clarificacdo dos sucos de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) e tamarindo (Tamarindus
indica L.). As melhores condi¢cdes foram determinadas utilizando como ferramenta o
Planejamento Placket-Burman (PB) e Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). Todas
as culturas testadas produziram atividade entre 238,93 e 2088,19 U/gbs. Aspergillus carneus
URM 5577 se destacou como o melhor produtor. Os melhores parametros para a producédo de
tanase foram: 70 horas de cultivo, pH 6,0, acido tanico na concentracdo de 7% a 28°C, como
variavel resposta a atividade de 5449,31 U/gbs. A melhor condicdo para a pré-purificagdo foi
a massa molecular do PEG 8000 (g/mol), concentracdo de PEG de 15% (m/m), citrato de 25%
(m/m) e pH 8,0. Em sua aplicagdo, com o extrato bruto, o suco de mangaba reduziu o teor de
tanino em 49,66% apo6s 90 minutos, e tamarindo em 51,82% aos 120 minutos de incubacédo a
37 °C. As folhas da castanhola se mostrou como um excelente potencial para a produgéo da
enzima, diminuindo assim os custos da producéo e enaltecendo o valor do substrato.

Palavras-chave: Taninos. Fermentacdo em Estado Sélido. Folhas.



ABSTRACT

Tannase is an inducible extracellular enzyme produced by filamentous fungi, yeasts and
bacteria by Solid-State Fermentation (SSF) or submerged (SmF). Tannins are phenolic
compounds present in plants, therefore, the sheets can be good indicators for the production of
tannase. Species of Aspergillus and Penicillium are highlighted in the production of SSF
because of the ability to support different physical and chemical conditions. The objectives of
this study were to evaluate the production of tannase by isolates of Aspergillus and
Penicillium, by SSF, using sheets of castanets (Terminalia catappa L.) as a substrate,
selecting the best tannase producer, optimize production, purify and apply the clarification
mangaba of juices (Hancornia speciosa Gomes) and tamarind (Tamarindus indica L.). The
best conditions were determined using as a tool the Placket-Burman Planning (PB) and
Response Surface Methodology (RSM). All tested crops produced activity between 238.93
and 2088.19 U/gds. Aspergillus carneus URM 5577 stood out as the best producer. The best
parameters for producing tannase were 70 hours of cultivation, pH 6.0, tannic acid at a
concentration of 7% at 28°C as the response variable 5449.31 activity U/gds. The best
condition for the pre-purification was the molecular weight of PEG 8000 (g/mol),
concentration of PEG 15% (w/w), 25% citrate (w/w) and pH 8.0. In its application, with the
crude extract, the mangaba juice reduced the tannin content of 49.66% after 90 minutes and
tamarind 51.82% to 120 minutes of incubation at 37°C. The leaves of the castanet was shown
as an excellent potential for the production of the enzyme, thereby lowering the cost of
production and exalting the value of the substrate.

Keywords: Tannins. Solid-State Fermentation. Leaves.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos responsaveis pela fabricacdo de diversos produtos de
grande importancia, como alimentos, bebidas, &cidos organicos, farmacos e vem se
destacando bastante em seu potencial enziméatico devido a sua diversidade biquimica e
facilidade de manipulagdo genética, os fungos filamentosos vém se sobressaindo com 0s
demais, destacando-se os géneros de Aspergillus e Penicillium (FERNANDES, 2014).

Os taninos ocorrem em uma ampla variedade de vegetais, podendo ser encontrados
nas raizes, na casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva. Representam o quarto
mais abundante constituinte vegetal (MANJIT et al., 2008), sendo esses, degradados pela acédo
da tanase.

Tanino acil hidrolase (TAH) (EC 3.1.1.20), ou tanase, € uma enzima indutiva que
catalisa a hidrolise de ligagdes éster e pepsideo em taninos hidrolisaveis, como &cido tanico,
liberando glicose e acido galido (MARTINS, 2014). Os fungos filamentosos sdo reconhecidos
como Otimos produtores desta enzima, sendo que as espécies do género Aspergillus e
Penicillium se destacam nessa producdo (CRUZ et al., 2013; LIMA et al., 2014).

Os processos fermentativos podem ser realizados por microrganimos, mas para a
producdo de enzimas ha preferéncias por fungos filamentosos, pois sdo capazes de secretar
quantidades significativas de proteinas em meios de culturas (FERNANDES, 2014). O
processo ferementativo pode ser de dois tipos, a Fermentacdo Submersa (FS) quando o
microrganismo € inoculado em meio liquido e a Fermentacdo em Estado Solido (FES), no
qual o microrganismo é inoculado normalmente em residuos ou substratos solidos, na
auséncia de agua livre (PEREIRA, 2015).

Existem alguns tipos de substratos utilizados na producdo de tanases por fungos, que
visam a diminui¢do dos custos da producdo. A folha da castanhola (Terminalia catappa L.) é
rica em tanino, poréem nunca foi utilizada como substrato para a producéo de tanase. Quando
ha producdo dessas enzimas, esses substratos podem alcangar um alto valor no mercado
(TREVINO-CUETO et al., 2007; SELWAL; SELWAL, 2012; CRUZ et al., 2013).

A presenca dos taninos confere um amargor ao alimento, diminuindo o seu consumo e
consequentemente o valor comercial. No caso dos vinhos e sucos de frutas, como o da
mangaba e tamarindo, os taninos podem causar uma turbidez indesejavel, apresentando graves

problemas de qualidade diminuindo o valor comercial do produto final. O uso da tanase no
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clareamento destas bebidas pode ser uma solucdo para estes problemas (BANERJEE, et al.,
2005; LIMA, et al., 2014).

Dependendo da aplicacédo a ser dada a tanase que sera purificada, pode-se buscar como
alternativa a extracdo com solventes organicos, como a pre-purificacdo em Sistema de Duas
Fases Aquosas (SDFA). Neste processo, a separacdo entre a molécula a ser purificada e os
contaminantes decorrera das diferentes solubilidades apresentadas por esses solutos, em cada
uma das fases aquosas. O SFDA é formado pela reunido de determinados polimeros,
polieletrolitos, ou ainda, por polimeros em combinacdo com solutos de baixa massa
molecular. Os mais utilizados e estudados sdo 0s constituidos por PEG/Dextrana; PEG/fosfato
de potéassio; PEG/citrato de magnésio e PEG/citrato de s6dio (LUCCARINI et al., 2005). Tal
processo pode ser utilizado na purificacdo da tanase e aplicada na clarificacdo de sucos.

Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a producdo de tanase,
através de FES, utilizando folhas de castanholas (Terminalia catappa L.) como substrato, por
isolados de Aspergillus e Penicillium, bem como selecionar o melhor produtor, otimizar a
producdo e aplicar a enzima na clarificacdo dos sucos de mangaba (Hancornia speciosa

Gomes) e do suco do tamarindo (Tamarindus indica L.).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Taninos

Os taninos sdo compostos polifendlicos naturais que estdo amplamente distribuidos
em varias partes das plantas desde vacuolos celulares, folhas, casca, frutos, semente a seiva
(COUTINHO, 2013). S&o o quarto grupo mais abundante constituinte vegetal, provenientes
do metabolismo secundério das plantas. (FLORES-MALTOS et al., 2011). Sao caracterizados
pela sua capacidade de formar complexos com diferentes minerais e macromoléculas, tais
como proteinas, celulose, amido e entre outros (BELE et al., 2010)

Esses compostos possuem principios ativos de plantas medicinais, e, nos Gltimos anos,
tem havido um grande interesse cientifico para esse grupo de compostos, devido as suas
propriedades antioxidantes, antivirais e propriedades anticancerigenas (CARRETERO-
ACCAME, 2000; ASSIS et al., 2015).

Os taninos apresentam um sabor amargo, e isso pode diminuir significativamente a
disgestdo dos nutrientes em humanos. (MINGSHU et al., 2006; ASSIS et al., 2015)

Elevadas concentracdes de taninos em bebidas tais como o cha gelado, cerveja, vinho,
sumos de frutas e café podem resultar na formacdo de precipitados, devido a sua interacdo
com outras moléculas presentes nessas bebidas. Estes efeitos indesejaveis de taninos podem
ser reduzidos ou eliminados através dos tratamentos enzimaticos (BELMARES et al., 2004;
ORTIZ, 2015).

Muitos microrganismos desenvolveram mecanismos para superar os efeitos destes
compostos. Estes mecanismos incluem a modificacdo do tanino, como a degradacdo dos
complexos de tanino-substrato, sendo inativados por ligantes de alta afinidade, a modificacédo
da membrana e do ion metdlico (BELUR et al.,, 2010). A tanase esta envolvida na

biodegradacao de taninos e ¢ um biocatalisador ecologicamente importante.

2.2 Tanase

A tanase, também conhecida como Tanino acil hidrolase (EC 3.1.1.20) € uma enzima
induzivel que catalisa a hidrélise de ligacOes de éster e depsideo em taninos hidrolisaveis,

como o acido tanico, liberando os seus produtos em &cido galico e glicose (Figura 1).
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Figura 1. Hidrdlise do &cido tanico pela tanase
Fonte: Adaptado de Macedo et al., 2005.

Esta enzima é aplicada comercialmente nas industrias de bebidas e alimentos, na
producdo de farmacéuticos quimicos, fabricacdo de cerveja e até na producéo da racdo animal.
Entretanto, seu uso em grande escala ainda é limitado, devido a uma série de fatores, como
seu alto custo na producdo e pouco conhecimento desta enzima. Assim, existe um interesse
crescente em aspectos basicos e aplicados da tanase. Na Ultima década, tem havido uma série
de interesses para 0 melhoramento nos processos da producéo, recuperacdo e purificacdo da
enzima, esses esforcos incluem a procura de novas fontes de tanase, o desenvolvimento de
novos sistemas de fermentacdo, a otimizacao das condicGes de cultivo a producdo da enzima
por microrganismo recombinante e o projeto de protocolos eficientes para a recuperacdo e
purificacdo tanase (CURIEL et al., 2010; RAAMAN et al., 2010).

2.3 Fermentacao em estado sélido (FES)

A Fermentacdo em Estado Sélido é definida como o processo de crescimento de
microrganismo em substratos sélidos na auséncia de agua livre, no qual o substrato sélido
deve possuir um suporte ideal para o crescimento metabolico e microbiano (SINGHANIA et
al., 2009).
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O primeiro relato registrado na producdo da tanase através da FES foi em 1917, no
qual a espécie de Aspergillus oryzae foi fermentada no meio de farelo de trigo e a producgéo da
tanase era maior a medida que se aumentava a concentracdo de tanino no meio. A partir de
20% de tanino, o crescimento do fungo foi inibido (LEKHA E LONSANE, 1997).

A FES ¢é uma tecnologia muito antiga empregada pelos paises do leste e tem atraido a
atencdo dos paises ocidentais nas ultimas décadas. Foi relatado que o uso de substratos
solidos para o crescimento de microrganismos remonta aos tempos antigos. A técnica mais
antiga da FES foi relatada na fabricacdo de pées por egipcios em 2600 A.C. Qutros relatos
antigos da FES podem ser resumidos como a fabricacdo do queijo produzido por Penicillium
roqueforti, alimentos orientais e bebidas, como tempeh, sorgo, molho de soja, saké e Koji
(FEITOSA, 2014). O koji é um produto da fermentacdo do arroz cozinhado ou outros cereais
cozinhados produzidos por Aspergillus oryzae, que é ainda utilizado como uma cultura de
arranque no molho de soja e producdo do saqué (COUTO; SANROMAN, 2006; COSTA,
2015). Hoje, a produgdo de koji tradicional é aceito como um modelo para a compreensdo do
principio da técnica da FES.

Devido aos aspectos de engenharia e ambientais, a fermentacdo em estado solido tem
se mostrado muito promissora para o desenvolvimento de produtos e processos bioldgicos
diversos. A FES oferece inimeras vantagens sobre fermentacdo submersa (FS). Estes
incluem, a alta produtividade volumétrica, baixo custo, concentracdo relativamente mais
elevada dos produtos, menor geracdo de efluentes, equipamentos de fermentacdo simples, etc.
Os principais fatores que afetam o crescimento e atividade microbiana na FES incluem a
selecdo de um microrganismo e substrato apropriado, pré-tratamento do substrato, tamanho de
particula (o espaco inter-particulas e a area de superficie) do substrato, a umidade, contetdo e
atividade de adgua do substrato, umidade relativa, tipo e tamanho do inoculo, a temperatura de
fermentacdo de matéria, a remocao de calor metabolico gerado durante a respiracao, periodo
de cultivo, a manutencdo da uniformidade em ambiente da FES, e a atmosfera gasosa, ou seja,
0 consumo de oxigénio e taxa de evolucao do didxido de carbono (SHINDU et al., 2015).

Muitos microrganismos apresentam capacidade de crescimento em substratos sélidos.
Tipicamente, os fungos crescem nesses substratos, tais como pedagos de madeira, sementes,
raizes e partes das plantas na natureza. O modo de crescimento das hifas permite que o fungo
ao penetrar no substrato sdlido resulte na colonizacdo do substrato sélido e utilizagdo dos
nutrientes disponiveis. Além disso, a boa tolerdncia a baixa atividade de agua e condicGes de
alta pressdo osmdtica faz dos fungos uma micobiota competitiva para a bioconversdo de
substratos solidos (KRISHNA, 2005; BHARGAV et al., 2008; PEREIRA, 2015).
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2.4 AplicagOes das tanases

A tanase é amplamente utilizada nas indatrias, principalmente na fabricacdo de chés
instantaneo. Pode ser utilizada também na fabricacdo de cervejas e sumos de frutas
diminuindo a turbidez, na fabricacdo de cafés aromatizados, refrigerantes, e na melhoria do
sabor do vinho (SETH; CHAND, 2000; COSTA, 2013). Também tem sido aplicada por
clivagem de compostos fenolicos presentes na célula parede de plantas, 0 que é necessario
para a digestibilidade da parede celular vegetal (GARCIA-CONESA et al., 2001; VALERA,
2014).

O é&cido galico que é sintetizado quimicamente é utilizado na inddstria farmacéutica
para a producgdo de trimetropim, uma droga bactericana e em sinteses de ésteres como propil
galato, usado como antioxidante na industria de alimentos (OW; STUPANS, 2003; ROCHA,
2015).

Na industria de bebidas, a tanase pode hidrolisar os compostos fenélicos com outros
produtos quimicos, diminuindo a sua turbidez. No tratamento da cerveja, as quantidades
dessas proteinas estdo bem elevadas e causa uma turbidez indesejada, a tanase ira quebrar 0s
polifendis presentes no malte. O vinho é tratado de forma bem similar para remover estes
compostos fendlicos, assim como o0s sucos de frutas sdo tratados com tanases para estabilizar
e clarificar o produto. Na producdo de cha, hd uma grande concentracdo de flavonoides,
causando uma turbidez indesejada para os consumidores, a tanase atua como uma atividade
catalitica para remover porcbes do acido galico do tanino e polifendis do extrato do cha
(SHARMA et al., 2014).

Singleton e Kratzer (1969) observaram pela primeira vez os efeitos anti-nutricionais
dos taninos. Eles estdo presentes numa grande variedade dos vegetais, que sdo utilizados
como alimentos para animais (BATE-SMITH; RASPER, 1969). O uso da tanase no pré-
tratamento da alimentacdo contendo tanino pode revelar-se benéfica na remocdo destes
compostos indesejaveis e também melhoria da digestibilidade. A tanase reduz os efeitos anti-
nutricionais dos taninos na alimentacéo animal.

Os taninos sao resistentes ao ataque microbiano e sé@o conhecidos como inibidores de
crescimento de alguns microrganismos. O efeito antimicrobiano do tanino diminui a taxa de
biodegradacdo da matéria organica do solo (SANTANA, 2014). Compostos polifenolicos
sobre tanino forma uma estrutura complexa de substrato com enzimas celulares e

intracelulares adicionais a partir de organismos em biodegradacdo. O tempo para a
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decomposicdo da matéria orgénica do solo pode ser reduzido com o auxilio da tanase
(HASLAM; TANNER, 1970).

Segundo Costa (2013), a tanase produzida pelos fungos € uma excelente alternativa
para o tratamento de efluentes de curtume, uma vez que apresentam grandes quantidades de
taninos, principalmente polifendis, que sdo poluentes perigosos e causam graves problemas
ambientais. Ela pode ser potencialmente utilizada para a degradacdo de taninos, pois esses
efluentes de curtumes oferecem um custo beneficio muito baixo para o tratamento e a
remocao destes compostos.

Devido a escassez e alto custo da producdo da enzima, o uso da tanase em aplicacdes
de grande escala é limitado. Espera-se, portanto, que os beneficios de sua produc¢do ajudem a
melhorar a viabilidade global do processo. Neste contexto, a fermentacdo em estado solido,

mostra-se como excelente alternativa para producéo de tanase por fungos.

2.5 Potencial de substrato utilizado como indutor para produgdo de tanase por

fermentacao em estado solido (FES)

2.5.1 Folhas da castanhola (Terminalia catappa L.)

A Terminalia catappa L., € uma especie da familia Combretaceae uma planta
originaria da India e da Malasia, e popularmente conhecido no Brasil como "Amendoeira",

"amendoeira-da-praia”, "Amendoeira-da-india”, "cuca”, "guarda-sol”, "Castanheira da India",
"Castanhola" e "chapéu-de-Sol". Esta planta é amplamente distribuida em paises com climas
tropicais e subtropicais, especialmente em regides costeiras, devido a capacidade da planta em
se adaptar facilmente a salinidade e os ventos (THOMSON; EVANS, 2006).

As diferentes partes (folhas, frutos e casca) da castanhola mostram distintas atividades
bioldgicas: antimicrobianos, antifungicos, anti-oxidante, antimetastatica, anti-inflamatdrio,
afrodisiaco e antidiabético (CHEN; LI, 2005; PANDYA et al., 2013, YEH et al., 2014).
Nunes et al. (2012) descreveu o efeito do extrato etanolico obtido da casca desta espécie,
Kumar et al. (2014) relataram previamente o efeito anti-secretor do extrato etandlico das
folhas, embora 0 mecanismo responsavel continua desconhecido, assim, 0 uso desta espécie
contra bactérias e doencgas gastricas sdo relevantes. Suas folhas (Figura 2) sdo ricas em uma
ampla variedade de metabdlitos secundarios, tais como taninos, terpendides, alcaloides e
flavonoides podendo representar uma excelente fonte de carbono para a produgéo de tanase

por FES (FOGACA et al., 2013).
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Figura 2: Folhas da castanhola
Fonte: www.acaradisco.org

2.6 Pré-purificacdo da tanase: sistema de duas fases aquosas (SDFA)

O sistema de duas fases aquosas (SDFA) é formado quando duas soluces aquosas
enriquecidas com diferentes polimeros (PEG, dextrana, entre outros) ou um polimero e um sal
(fosfatos, sulfatos, citratos, entre outros) sdo misturados em diferentes concentracoes,
formando assim uma extracdo liquido-liquido com duas fases. Os polimeros solubilizados e
os sais fazem com que as solucBes tornem-se incompativeis, e como resultado, as fases
aquosas se tornam imisciveis (AGUIRRE et al., 2010; GARZA-MADRID et al., 2010; YAN-
MIN et al., 2010).

Este fendbmeno foi reconhecido pela primeira vez em 1896 por Martinus Beijerinck,
descobriu que as solugdes aquosas de agar ndo se misturavam com outras solugdes aquosas de
amido ou gelatina (BEIJERINCK, 1896). Desde esta descoberta, a investigacdo do SDFA
tornou-se um campo de estudo e os pesquisadores ainda estendeu a aplicacdo do sistema com
fases multiplas acima de 18 fases distintas (ALBERTSSON, 1986). Embora tenham sido
utilizadas, as consideragdes teoricas de entalpia e entropia para prever e/ou explicar a
formacdo do SFDA com base na teoria de Flory-Huggins para solu¢cdes com polimeros
(BASKIR et al., 1989a; BASKIR et al., 1989b; SJOBERG; KARLSTROM, 1989), muitas
vezes, uma abordagem empirica é necessaria para determinar se um SFDA que se formara
com base nos seguintes pardmetros: pesos moleculares do polimero, concentracdo do sal,
temperatura e pH da solucdo. A saida resultante destas experiéncias é uma curva que
apresenta as concentracdes de cada polimero e/ou sal, em solugdes, no qual levam a formacao
de um sistema Unico ou de duas fases. Ela é avaliada como uma técnica bastante simples e de
baixo custo (AZEVEDO et al., 2009; LING et al., 2010).

Uma vez caracterizado, o sistema de duas fases pode ser utilizado para varias

aplicacdes. Uma area que tem sido fortemente investigada é a utilizacdo do SFDA em técnicas
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de separacdo e de purificagdo em processos bioldgicos em escala industrial (ASENJO;
ANDREWS, 2011).

A distribuicdo de proteinas entre as duas fases do sistema € caracterizada por um
parametro denominado de coeficiente de particdo (K) que € definido pela relacdo entre as
concentragOes da biomolécula nas fases superior e inferior do SDFA (ALBERTSSON, 1986).

Duas caracteristicas interessantes do SFDA para a purificacdo e extracdo de
biomoléculas sdo: baixa tensdo interfacial e particionamento da biomolécula. Em primeiro
lugar, ao contrario dos sistemas 6leo/agua que possuem elevadas tensdes de superficie e que
conduzem a desnaturacdo das proteinas e de outras biomoléculas, o SFDA tém tensdes de
superficie baixas e sdo altamente biocompativeis, preservando deste modo a estrutura e
funcdo do material bioldgico. Em segundo lugar, o particionamento passivo de determinadas
biomoléculas podem gerar solucdes altamente purificadas e concentradas. Além disso, 0
coeficiente de particdo é dependente, até certo ponto, sobre as propriedades fisico-quimicas
do SFDA. Alterando a hidrofobicidade, as concentracdes e pesos moleculares dos polimeros
do SFDA, bem como o pH e as concentracfes de varios sais na solucdo, podem modificar o
coeficiente de particdo (ALBERTSSON, 1986). Isto é bastante Gtil para a purificacdo de
proteinas, devido a grande variedade de conformacgdes das mesmas, taxas, tamanhos e
hidrofobicidades. Por exemplo, Tubio et al. (2007) utilizou diferentes concentracfes e pesos
moleculares de polietileno glicol (PEG) e de sédio, bem como o NaCl, para aumentar a
tripsina e quimotripsina-a para a fase de citrato do SFDA.

A aplicacdo do SDFA tem se mostrado, em muitos casos, bastante pratico e apresenta
excelentes niveis de pureza e rendimentos, podendo ser utilizado na separacao e purificacdo
de proteinas, mas, o particionamento é dependente das propriedades fisico-quimicas das
proteinas e sobre a composicdo do sistema utilizado. O mecanismo de particionamento €é
complexo, mas algumas tendéncias muito claras podem ser estabelecidas. A hidrofobicidade é
o determinante principal na divisao de proteinas no SFDA (ASENJO; ANDREWS, 2011).

2.7 Producéo de tanase por linhagens dos géneros Aspergillus e Penicillium

A partir do avango nos estudos sobre enzimas, que vem ocorrendo nos ultimos anos, a
utilizacdo de fungos filamentosos como fonte de inUmeras enzimas tem adquirido destaque
nas mais diversas areas industriais e comerciais, principalmente na producdo em escala
industrial estes sdo selecionados, uma vez que, cerca de 90% das enzimas produzidas sdo
extracelulares (UENOJO; PASTORE, 2007).



Silva, Vanilla M. Alves, Producdo de tanase por espécies de Aspergillus e Penicillium... 20

Para se obter sucesso na producdo de metabolitos fngicos de interesse, é necessario
conhecer detalhadamente suas caracteristicas de crescimento e principalmente seus aspectos
fisioldgicos, pois cada fungo é Unico no seu desenvolvimento anatdmico, morfologico e
fisioldgico. Desta forma, pesquisas tem se direcionado para a selecdo de novas linhagens de
fungos como fonte de enzimas, explorando assim o potencial biotecnoldgico da
biodiversidade mundial (ABBASI et al., 2011; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011).

Aspergillus e Penicillium tém se destacado como géneros mais importantes para a
producdo comercial de enzimas extracelulares (NOVAKI, 2009; MACIEL et al., 2013) e sdo
considerados grandes produtores de tanases (BELUR; MUGERAYA, 2011). Sdo géneros
comuns de fungos filamentosos, sendo considerados cosmopolitas. As espécies que 0S
compde sdo amplamente distribuidas na natureza, frequentemente isolados de ecossistemas de
solo (CAVALCANTI et al., 2006; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006; TANGJANG et
al., 2009) e crescendo em diversas condi¢des abidticas (RHODES, 2006).

Selwal e Selwal (2012) observaram a producdo de tanase através da fermentacdo em
estado solido por Penicillium atramentosum utilizaram folhas de Amla, Jamoa, Jambul,
Syzygium e Kikar, no qual obtiveram resultados da atividade taninolitica de 170,75 e 165,56
U/g, nas folhas de jambul e kikar, durante 96 horas a 28 °C, respectivamente.

Cruz et al. (2013) utilizaram folhas da mangueira (Mangifera indica L.) e da
pitangueira (Eugenia uniflora L.) como substrato para a producdo de tanase e como isolado,
Penicillium restrictum URM 6044 foi considerado o melhor produtor de tanases, produzindo
104,16 U/mL de tanase incubado a 30°C durante 96 horas com a folha da mangueira.

Lima et al. 2014 utilizaram folhas e residuos de acerola e de mangaba como substrato
para a FES e obtiveram a melhor atividade taninolitica por Penicillium montanense URM

6286 com 41,64 U/mL, apds 72h de fermentacdo com o residu o de acerola.

2.7.1 Aspergillus Micheli

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 pelo padre-micologista e
boténico Pier Antonio Micheli, sendo validado por Link em 1809. A inspiragcdo para nomear o
género, surge a partir da observagdo ao microscopio de suas estruturas, no qual foi notado
semelhanca com um aspergidor de agua benta (Aspergillum). Entretanto a primeira
monografia sobre o género e as especies pertencentes a ele foi publicada por Tom e Church

em 1926, baseados em caracteres morfologicos aceitaram 69 espécies de Aspergillus, no qual
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foram divididas em 11 grupos, sendo a partir dai este género considerado um dos maiores
géneros de fungos estudados.

Atualmente o género possui mais de 260 espécies, no entanto esse nimero tende a
aumentar, devido a taxonomia baseada em uma abordagem polifasica que vem sendo
recentemente utilizada. Nesta abordagem sdo verificadas as caracteristicas morfologicas,
bioquimicas, ecoldgicas, genéticas e moleculares, e suas interacdes, com intuito de analisar a
variabilidade dentro da espécie e adicionar ou reclassificar as espécies dentro do género
(PERRONE et al., 2007; PETERSON, 2008; PILDAIN et al., 2008; SAMSON; VARGA,
2009; BENNETT, 2010; KRIJGSHELD et al., 2013).

As espécies de Aspergillus apresentam diferentes caracteristicas fisioldgicas e
morfologicas. A temperatura de crescimento esta entre 15 e 35 °C, porém algumas espécies
podem crescer a temperaturas acima de 35 °C. O pH em torno de 6,0 € considerado 6timo
para a maioria das espéecies e a taxa de crescimento em meios de cultura é de rapida para
moderadamente rapida. As coldnias apresentam uma ampla varia¢do na coloracdo, em tons de
verde, amarelo, cinza, marrons, preto e branco, assim como o reverso. Também podem
apresentar esclerécios e clestotécio, producdo de exsudatos e pigmentos soltveis (KLICH,
2002a).

Quanto as estruturas microscopicas, apresentam hifas septadas de aproximadamente 4
mm de didmetro, que podem se diferenciar em hifas especializadas, denominadas
conidioforos, onde se encontram as células conidiogénicas que dao origem aos conidios
(esporos assexuais) (Figura 3). Os conidioforos sdo asseptados e com a base em forma de “T”
ou “L”, comumente chamada de “célula pé”, conectada a uma hifa vegetativa. A partir da
célula pé os conidiéforos se estendem por alguns milimetros de comprimento e em sua
extremidade ocorre uma expansao chamadas de vesiculas que podem apresentar até 7
diferentes formatos (KLICH, 2002b).

Na vesicula sdo formadas as celulas conidiogénicas denominadas de métulas e fialides.
De acordo com a producdo do conidio as espécies podem ser divididas em: unisseriadas
(possuem o conidio diretamente ligado as fidlides) ou bisseriadas (apresentam métulas,

estruturas especializadas que ficam entre a vesicula e as fidlides) (KLICH, 2002b).
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Figura 3. Estruturas morfolégicas de Aspergillus A: Conidiéforo Bisseriado. B: Conidiéforo Unisseriado.
Adaptado de Klich e Pitt (1988).

Aspergillus € um dos géneros de fungos economicamente mais importantes, no qual
abriga espécies de grande interesse biotecnoldgico, onde séo utilizadas na producéo industrial
de alimentos e de produtos farmacéuticos devido ao diverso perfil enzimético. Sao utilizados
industrialmente como fonte de enzimas extracelulares: tanase, amilase, catalase, celulase,
glucoamilase, lipase, pectinase, protease, Xilanase e fitase, utilizadas em diversos setores
industriais, bem como na producdo de &cidos organico, citrico e gluconico, dentre outros
(PANDEY et al., 2005; BENDER et al., 2008; MANJIT et al., 2008; MRUDUL,
MURUGAMMAL, 2011; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011).

2.7.2 Penicillium Link

O género Penicillium foi descrito pela primeira vez por Link em 1809 em seu trabalho
“Observationes in Ordines plantarum naturales’, no qual foram descritas as espécies
Penicillium glaucum, Penicillium candidum e Penicillium expansum. O nome Penicillum
deriva da palavra em latim Penicillius, que significa pincel, devido seus conidiéforos terem
possuirem forma de pincel. Em 1910, Thom designou P. expansum como espécie tipo para
este género (RAPER; THOM, 1949).

No ano de 1993, durante o congresso ‘Fifteentth International Botanical Congress’,
Pitt e Samson propuseram uma lista que foi aprovada com 223 nomes de Penicillium spp e de
61 teleomorfos dos géneros Eupenicillium e Talaromyces, para a familia Trichocomaceae.
Recentemente foi publicado uma lista de espécies aceitas que inclui 225 Penicillium ssp. e 61
nomes de seus teleomorfos Eupenicillium e Talaromyces. (PITT et al., 2000). Esta lista
também inclui nomes vigentes de uso mais frequentes, juntos com sues respectivos

sinonimios.
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O género Penicilium possui ampla distribuigdo na natureza e apresenta col6nias com
diferentes coloragdes, principalmente com diferentes tonalidades de verde (verde-amarelas,
verde-azuladas, verde-acinzentadas. O reverso das coldnias pode ser incolor, ou variar de tons
de amarelo, verde, vermelho e marrom. Os isolados de algumas espécies podem produzir
pigmentos que modificam a tonalidade do meio de cultura. Podem crescer em uma gama de
temperaturas e substratos, sem do necessario o cultivo em meios especificos para taxonomia
(PITT et al., 2000; FRISVAD; SAMSON, 2004).

Penicillium ssp. caracteriza-se pela producéo de conidios dispostos em cadeia que se
originam a partir da fidlide (célula conidiogénica), com os conidiéforos apresentando
estrutura morfol6gica semelhante a pequenos pincéis. Os conidiéforos estdo unidos ao micélio
vegetativo pela estirpe. Entre as fidlides e o conidioforo podem aparecer diferentes células,
gue se apresentam agrupadas e se originam de um mesmo ponto. A partir das fidlides, os
pontos de ramificacdo (um, dois, ou trés) ao longo do conidiéforo. A célula de suporte da
fidlide se denomina métula que é sustentada pela rama. As ramificagdes dos conidiéforos sdo
classificadas como: monoverticiladas, biverticiladas, triverticiladas e quadriverticiladas
(Figura 4) e contribuiram para a classificacdo das espécies de Penicillium em quatro
subgéneros: Aspergiloides: monoverticilados (conidioforo mais simples); Biverticillium e
Furcatum: apresentam conidiéforos biverticilados; Penicillium o subgénero mais complexo,
por apresentar todas asestruturas descritas: fialides, métulas, ramificacdes intermediarias na
estirpe (PITT, 1991).

Monoverticilada Biverticiladas Triverticiladas Quadriverticilada
N Vvaon
2 e o P4,
\01s R SN
1;"4:-/‘ / i ”\ <X ~3 ‘( \
g o ]
i | |
| ‘ o
B i
| S oo
) ' | . o= o I ¢
] | = O{) 2 L 200 ¢
| - |
L L ] _

Aspergilloides  Furcatum Biverticillium Penicillium
Figura 4: Tipos de conidiéforos e subgéneros presentes em Penicillium spp. Adaptado de Samson et al. (2004).

Penicillium é género cosmopolita, ocorrendo em uma variada gama de habitats,
principalmente no solo. Seus conidios estdo presentes no ar e sdo considerados contaminantes
de alimentos, tendo grande impacto econdémico. Sua principal funcdo na natureza é a
decomposic¢édo de compostos organicos (FRISVAD; SAMSON, 2004).
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Na indastria de alimentos, destacam-se Penicillium camemberti e Penicillium
roqueforti, que sdo utilizados para a produgdo de queijos especiais, como Camembert ou
Roquefort (GIRAUD et al., 2010). Algumas espécies também sdo utilizadas em processos
fermentativos durante a fabricacdo de salsichas (LUDEMANN et al., 2010).

Devido a sua grande capacidade de producdo de diferentes enzimas extracelulares,
como amilase, protease, tanase, xilanase, celulase, etc, Penicillium spp. sdo estudadas para a
selecdo de melhores linhagens quanto a producdo de diferentes enzimas e descobertas de
novas enzimas, além de otimizacdo de processos de producdo enzimaticos, amplamente
empregadas em varios processos na industria de alimentos, industria téxtil, producdo de
bebidas, detergentes e papel (LI et al., 2007; ADSUL et al., 2007; TERRASAN et al., 2010).

Assim, o conhecimento da biodiversidade e da bioprospeccdo microbiana tornara-se
um dos focos principais da era biotecnologica, visto que a utilizacdo desses organismos na
busca de solucBes nas areas de salde, alimentos, meio ambiente e industria vém crescendo de
forma acelerada (BURKE et al., 2011)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Substratos

Folhas de castanhola (Terminalia catappa L.) foram obtidas no campus da
Universidade Federal de Pernambuco, situada no municipio de Recife em Pernambuco
(8°02°55.20”S e 34°57°03.90”0) - Brasil. No qual foram previamente lavadas com agua
corrente, seguido de agua destilada, secas em estufa a 55 °C durante 72h e trituradas
mecanicamente (LIMA et al., 2014).

3.2 Microrganismos e preparacao do in6culo

Foram selecionadas 15 espécies de Aspergillus e 15 espécies de Penicillium,
preservadas em 6leo mineral (SHERF, 1943), estocadas na Micoteca URM do Departamento
de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco. O
método de selecdo utilizado foi: o fungo ndo ser de interesse médico ou produtor de
micotoxina.

Cada isolado foi inoculado em Agar Extrato de Malte (MEA), contido em tubo de
ensaio e incubado a 30 °C. Apbs o crescimento, as culturas foram mantidas a 4 °C para
utilizacdo em curto prazo. Posteriormente, esporos de cada cultura foram transferidos para o
tubo de ensaio contendo 10 mL de agua destilada esterilizada e 0,1% de Tween 80. A
suspensdo de esporos foi utilizada como indculo. Os esporos foram quantificados pela técnica

de contagem em placa, na concentragdo de 5x10® esporos/mL (SABU et al., 2005).

3.3 Producao de tanase por Fermentacdo em Estado Sélido (FES)

Cinco gramas das folhas da cantanhola (Terminalia catappa L.) foram acondicionados
em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL e esterilizados a 121 °C, durante 30 min em vapor
fluente. Os substratos foram umedecidos com 5 mL de uma solugdo esterilizada de sais
contendo 0,5% m/v de NH4;NO3, 0,1% m/v de MgS0O,.7H,0 e 0,1% m/v de NaCl, pH 5,0. O
teor de umidade foi ajustado para 50%. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e em cada
frasco foi inoculado com 1 mL da solucdo de esporos (5x108 esporos/mL). O contelido foi
misturado e incubado a 30 °C durante 96h (SABU et al., 2005). Apos este periodo, a cada
frasco foram adicionados 50 mL de &gua destilada contendo 0,01% de Tween 80, previamente
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esterilizada. Em seguida, os frascos foram agitados em agitador rotatério (Tecnal TE421, Séo
Paulo, Brasil) a 150 rpm durante 10 minutos. Em seguida, o conteudo foi filtrado utilizando
papel de filtro Whatman #1 e o filtrado foi considerado como extrato enzimatico bruto, sendo
acondicionado em frascos conicos e preservados a -4 °C para posterior analises (SABU et al.,
2005).

3.4 Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada atraves espectrofotometria de acordo com o
método de Sharma modificado (SHARMA; GUPTA, 2003). Este meétodo baseia-se na
formacdo de um cromogeno entre acido galico (liberado pela atividade de tanase esterase) e a
rodanina (2-tio-4-cetotiazolidina). Para determinar o 4&cido galico, 100 ul do extrato
enzimatico bruto foi incubado com &cido tanico (0,3 mM) em tampéo de fosfato de sodio (10
mM, pH 5,5) durante 30 min a 30 °C. Em seguida, 300 ul da solucdo metandlica de rodanina
(0,667 % p/v de rodanina em metanol 100 %) e 100 ul de KOH 500 mM foram adicionados a
mistura que foi diluida com 900 ul de &gua destilada e incubados durante 10 min a 30 °C.
Apdbs esse periodo, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro (Hitachi-U5100) a
absorbéncia de 520 nm. No qual foi realizada uma curva padrdo, utilizando &cido galico em
diferentes concentragbes. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Uma unidade de
atividade de tanase (U) é definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar um
umol de acido gélico por minuto sob condic6es de reacdo definida. A atividade da enzima foi

expressa em U/gbs.

3.5 Analise Estatistica

3.5.1 Otimizacéo da producéo de tanase

Das 30 espeécies, apenas 1 foi escolhido para a otimizagdo das melhores condicdes
para a producdo da tanase pelo fungo selecionado, foram utilizados dois estagios: o design
Planejamento Placket-Burman (PB) e a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).
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3.5.2 Identificagdo e selecdo das variaveis mais importantes na otimiza¢cdo usando o

design Planejamento Placket-Burman (PB)

Para selecdo dos componentes do meio para a producéo de tanase, foi utilizado design
Plackett Burman (PB), no qual foram avaliadas as variaveis Tempo (h), Temperatura (°C); pH
e Acido Tanico (%). Cada componente foi examinado em dois niveis: "-1" para baixo e nivel
“+1” alto, utilizando o pacote de software estatistico ESTATISTICA 8.0, que gerou um

conjunto de 12 ensaios experimentais (Tabela 1).

Tabela 1. Matriz experimental do planejamento Plackett-Burman (PB) para a producéo de tanase por Aspergillus
aureolus URM 7034 e Aspergillus carneus URM 5577 através de FES, utilizando folhas de castanhola.

ENSAIO pH inicial Temperatura de Acido tanico Tempo de
incubacéo (°C) (%, p/v) fermentacéo (h)
1 6 (+) 28 (-) 7(+) 48 ()
2 6 (+) 32 (+) 1(-) 96 (+)
3 4(-) 32 (4) 7(+) 48 ()
4 6 (+) 28 (-) 7(+) 96 (+)
5 6 (+) 32 (+) 1() 96 (+)
6 6 (+) 32 (+) 7(+) 48 (-)
7 4(-) 32 (4) 7(+) 96 (+)
8 4(-) 28 (-) 7(+) 96 (+)
9 4(-) 28 (-) 1(-) 96 (+)
10 6 (+) 28 (-) 1(-) 48 (-)
11 4(-) 32 (+) 1(-) 48 ()
12 4(-) 28 (-) 1(-) 48 (-)

3.5.3 Otimizacdo dos componentes selecionados utilizando a Metodologia de Superficie
de Resposta (MSR)

Para conhecimento do nivel 6timo da variavel selecionada pelo PB (Tempo (h)), foi
aplicada a MSR, utilizando o software estatistico ESTATISTICA 8.0. No qual foi estudada em
cinco diferentes niveis (12, 24, 36, 48 e 70h). Os experimentos foram conduzidos em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 gramas da folha da castanhola adicionado da solucéo de

sais (pH 6,0), 7% de acido tanico, preparados de acordo com o design, a 28 °C.
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3.6 Pré — purificacdo da tanase
3.6.1 Preparo do sistema de duas fases aquosas

Para a extracdo da tanase, o sistema foi preparado com PEG de diferentes massas
moleculares (3350, 6000 e 8000 g/mol) e sais de fosfato. As solugdes fosfato (40%, m/m)
foram preparadas pela mistura de quantidades adequadas de fosfato de potassio dibasico
(K2HPQ,) a diferentes valores de pH (6,0, 7,0 e 8,0) a 25 + 1 °C. As quantidades desejadas de
PEG e sal foram colocadas em tubos de centrifuga graduados (15 mL). O extrato enzimatico
bruto contendo as PG, representa 20% do volume total do sistema e foi adicionado aos tubos,
a agua adicionada a um peso final de 10 g. Ap6s agitacdo por um minuto em vortex, os tubos
permaneceram em repouso por 60 min para a separacao das fases. Os volumes de cada fase
foram mensurados e em seguida separados com pipetas automatizadas. As atividades
enzimaticas e dosagem do teor de proteina foram determinados, o que permitiu o calculo do

coeficiente de parti¢do, rendimento e fator de purificagdo da tanase.

3.6.2 Delineamento experimental

Os efeitos da massa molar do PEG (Mpgg), concentracéo do PEG (Cpeg), cOncentragao
de fosfato (Cros) € pH sobre as variaveis resposta do sistema (coeficiente de particdo (K),
rendimento em atividade (Y) e fator de purificacdo (FP) foram avaliados com base nos
resultados obtidos por um planejamento experimental do tipo 2%, mais um ponto central que
foi realizado duas vezes para permitir uma estimativa do erro experimental (VIEIRA NETO et
al., 2002). Os valores selecionados para estas varidveis (Tabela 2) foram escolhidos com base
nos diagramas de relatos binodais na literatura (VERNAU; KULA, 1990; ASSIS et al., 2001).
Todas as andlises estatisticas e gréficos foram feitos no software Statistica 8.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA) (STATSOFT, 2008).
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Tabela 2. Niveis dos fatores utilizados no planejamento experimental do tipo 2* selecionados para a extrago e
purificacdo da tanase utilizando o SDFA PEG/fosfato.

Niveis
Variaveis Baixo (-1) Central (0) Alto (+1)
Mpeg? 3350 6000 8000
Creg” 15 20 25
Cros’ 15 20 25
pH 6.0 7.0 8.0

*Massa molar do PEG (g/mol).’Concentracéo do PEG (%).°Concentracéo de fosfato (%).

3.6.3 Determinacdo do coeficiente de particdo, rendimento e fator de purificacéo

O coeficiente de particdo da enzima foi definido como a razéo entre a atividade

enzimatica das enzimas na fase superior (At) e na fase inferior (Ab):

.

K =%
Ab

1)

O fator de purificacdo foi calculado como a razéo entre a atividade especifica na fase
superior e a atividade especifica do extrato enzimético bruto (antes da parti¢do) (Ai):

F= ] @
Ai/Ci

onde Ct e Ci sdo as concentracGes de proteina total, expressa em g/mL, na fase superior € no
extrato enzimatico bruto, respectivamente.
O rendimento da atividade foi definido como a razdo entre a atividade total na fase

superior e a do extrato enzimatico bruto e foi expresso em porcentagem:

AtVt
Y =| —0—- XlOO 3
(AlVlj ®)

onde Vt e Vi sdo os volumes da fase superior e do extrato enzimatico bruto, respectivamente.
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3.6.4 Aplicagdo do extrato enzimatico bruto ao suco de mangaba e tamarindo para

clarificacdo

Para o preparo dos sucos, frutos de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) e do
tamarindo (Tamarindus indica L.) foram lavados em &gua corrente, retiradas as sementes e a
polpa foi liquidificada (Black&Decker, LF910) e, em seguida filtrada com o auxilio de
peneira granulométrica (Peneira em aco Inox - ASTM 1/4 Polegadas, abertura 6,30 mm). O
suco foi estocado a -4 °C para posteriores analises (SABU et al., 2005).

Para clarificacdo, em frascos de Erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 10 mL
separadamente do suco de mangaba e tamarindo, aos quais foram acrescidos diferentes
aliquotas de extrato enzimatico bruto: (0,5 mL; 1,0mL; 1,5mL e 2,0 mL), no qual continha
5449,31 U/gbs de tanase. Como controle foi utilizado o suco de mangaba e tamarindo,
separadamente, sem adicdo de extrato enzimatico bruto. Em seguida, os frascos foram
mantidos em agitador rotativo a 150 rpm com temperatura ajustada para 37 °C, durante 120
minutos, sendo analisados a cada 30 min (0, 30, 60, 90 e 120 min). Os ensaios foram
realizados em quintuplicada. Apos agitacdo, os frascos foram incubados em banho Maria,
durante 10 min a 50 °C. Apds esse periodo, foi retirado 1 mL de suco tratado com o extrato
enzimatico bruto para dosagem do teor de taninos de acordo com Hagerman e Butler (1978).

O teor de taninos presente no suco da mangaba e do tamarindo foi determinado através
do método de precipitacdo de proteinas por taninos, de acordo com Hangerman; Butler
(1978).
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4. RESULTADOS

Quando inoculadas no substrato testado através de FES todas as 30 linhagens testadas
produziram tanase (Tabela 3).
Tabela 3. Atividade de tanase (U/gbs) de linhagens de Aspergillus e Penicillium em Fermentagdo em Estado

Solido (FES), utilizando folhas da castanhola (Terminalia catappa L.) como substrato, ap6s 96 horas de
fermentacéo.

Linhagens URM U/gbs
Aspergillus aureolus 7034 2088,19
A. carneus 5577 1128,59
Penicillium implicatum 6223 1055,75
P. brasilianum 6892 974,16
P. melinii 6463 933,37
A. viride-nutans 7033 929,49
P. corylophilum 6491 925,60
P. brevicompactum 6833 881,90
P. aurantiogriseum 6844 867,33
P. fellutanum 6472 855,67
A. candidus 6607 810,02
A. flavus 7028 802,25
A. flavo-furcatis 6142 774,09
P. griseofulvum 6846 773,12
A. versicolor 7029 749,81
A. carbonarius 6613 738,15
A. tubingensis 6991 683,76
P. adametzii 7015 662,39
P. janczewskii 6672 599,26
P. citrinum 7030 588,58
A. terréus 3420 523,50
A. aculeatus 7013 518,65
A. caespitosus 5938 511,85
A. sclerotiorum 6619 506,02
P. commune 6671 427,35
P. purpurogenum 6634 372,96
A. oryzae 5638 303,03
P. citreonigrum 6458 255,44
P. restrictum 6135 253,50
A. niveus 5461 238,93

Duas espécies se destacaram na producdo da enzima, o Aspergillus aureolus URM
7034 e Aspergillus carneus URM 5577, sendo selecionados para a otimizagao da producéo da
tanase.

Para aumentar a producdo de tanase, as duas espécies destacadas foram otimizadas
utilizando-se o delineamento experimental Plackett-Burman (PB) e com o melhor otimizado,

foi aplicado a metodologia de superficie resposta (MSR), visando selecionar variaveis
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importantes na producdo da tanase, bem como verificar os niveis significativos. Foram
analisadas 4 variaveis: Tempo (h), Temperatura (°C); pH e Acido Tanico (%) em relagio a
producdo de tanase. O efeito da variavel encontra-se na figura 5. A variavel independente foi
o tempo (h) evidenciando a influéncia dessa variavel foi maior nos parametros testados na

producéo de tanase por Aspergillus carneus URM 5577.

(4)Time (h) ¥
(3)Tannic acid (%, w/v) 7

(2)Temperature (°C)

(initial pH

(5)Ycast extract (%, w/v )

p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5. Resultados do efeito e coeficiente para a producéo de tanase apresentados pelas varidveis utilizadas no
planejamento Plackett-Burman (PB) do Aspergillus carneus URM 5577.

O tempo de fermentacdo foi identificado como a variavel mais significativa para a
producdo de tanase por Aspergillus carneus URM 5577 em FES utilizando o modelo Plackett-
Burman (Figura 1). Para o A. aureolus URM 7034, ndo houve aumento significativo da
atividade, sendo entdo descartado das atividades posteriores. Essa variavel foi selecionada
para ser otimizada utilizando parametros disponibilizados pelo programa estatistico, através
da Metodologia de Superficie Resposta (MSR).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). A equacao de regressao
quadrética foi a que melhor explicou a otimizacdo das varidveis do meio para a producdo de
tanase, com um R2 de 0,98, explicando 98% da variabilidade do modelo e demonstrando a
qualidade do mesmo.

As interacBGes entre as varidveis geraram graficos tridimensionais que mostram o
aumento na producgdo de tanase, sugerindo uma produgdo 6tima (5571,09 U/gbs) em meio de
cultura adicionado de 7% de acido tanico, incubado a 28°C, durante 70h e pH 6. Portanto,
houve um aumento de aproximadamente de 4% na producdo da enzima, quando comparado

ao valor maximo de atividade obtida no planejamento PB (5449,31 U/gbs) e de
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aproximadamente 5 vezes superior quando comparada ao screening inicial (1128,59U/gbs),
provando a validade do modelo de otimizag&o.

De acordo com o planejamento MSR, quando analisados simultaneamente os fatores
tempo e teor de acido tanico, observou-se que producdo de tanase por Aspergillus carneus
URM 5577 aumenta de acordo com o aumento do teor de &cido ténico, até um nivel de

aproximadamente 7,2% e depois volta a cair e quanto ao tempo de incubacdo, seu ponto
maximo é atingido num tempo maximo de 70h (Figura 6).

(SR |0y) Sy

Il > 5000
B <5000
B <4000
[ <3000
[ < 2000
B < 1000

Figura 6. Superficie de resposta para a atividade da tanase considerando &cido tanico e tempo.

Para a purificacdo da enzima foram testados PEG de diferentes massas moleculares
(3350, 6000 e 8000) em pH 6, 7 e 8. Foram escolhidos os pontos aleatorios da regido bifasica
de acordo com a fase que a tanase se fixou, que no caso foi a PEG. Na tabela 4, estdo

apresentados os resultados obtidos para o fator de purificacdo, recuperagéo taninolitica (RT) e
coeficiente de parti¢do (K).
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Tabela 4. Atividade da tanase através do Sistema de Duas Fases Aquosas baseados em PEG 3350, 6000 e 8000

Ensaio PEG (%») pH PEG Citrato de Fator de Kparticio RT (%)
Potassio Purificagdo

1 15 6 3350 15 3,72 23,14 2166,38
2 15 6 8000 15 1,83 8,14 1906,95
3 25 6 3350 15 213 17,84 1981,65
4 25 6 8000 15 1,73 10,58 599 64

5 15 8 3350 15 2,21 14,44 128049
6 15 8 8000 15 2,75 11,44 1518.05
7 25 8 3350 15 1,36 16,29 212261
3 25 8 8000 15 8,07 12,60 232776
9 15 6 3350 25 3.82 15,62 1941,95
10 15 6 8000 25 4,95 10,35 1366,20
11 25 6 3350 25 3,58 21,82 226933
12 25 6 8000 25 6,42 1422 1514 90
13 15 8 3350 25 1,56 2551 1749 58
14 15 8 8000 25 8.15 17.03 138952
15 25 8 3350 25 2.44 21,18 1941 .43
16 25 8 8000 25 7,39 18,90 222930
17 20 7 6000 20 1,93 7,89 1440.41
18 20 7 6000 20 1,77 9.01 1382 69

*RT- Recuperagio Taninolitica

De acordo com o planejamento MSR, quando analisados simultaneamente as variaveis
independentes, MMPEG e Citrato, apresentaram efeito significativo para o FP. O maior fator
de purificacdo (FP = 8,15), foi observado no ensaio 14, utilizando 15 % PEG 8000 e 25% de
citrato de potassio pH 8, com uma recuperacdo de 1389,52 %. O ensaio 8 apresentou um FP
de 8,07 utilizando 25% de PEG 8000 e 15% de citrato de potassio pH 8, com uma
recuperacao de 2327,76 % (Figura 7).

As maiores recuperacdes (RT) foram observadas nos ensaios 8, com 25 % PEG 8000
e 15% citrato de potassio e 0 ensaio 11, com 25% PEG 3350 e 25% citrato de potassio, com
RT de 2327,76% e 2269,33%, respectivamente (Tabela 4). Todos os ensaios conduziram a
purificagdo (FP > 1).
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Figura 7. Superficie de resposta para o fator de purificacdo considerando CPEG e MMPEG.

Os efeitos das concentracdes de PEG, Citrato de potassio, pH e concentracdo do PEG
sobre o fator de purificacdo estdo apresentados na Figura 8.

p=.05
Figura 8. Gréfico de Pareto dos efeitos para o fator de purificacao.

Para o fator de purificacdo a MMPEG e Citrato apresentaram efeitos significativos, sendo
a MMPEG foi a variavel independente que apresentou um efeito significativo maior. As
interacBes entre as variaveis da massa molar do PEG e pH, entre o citrato de postassio com a
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massa molar do PEG e com a concentracdo do PEG, entre o pH e a concentracdo do PEG
apresentaram efeitos significativos com efeitos positivos, sendo entdo diretamente proporcionais.
Ja se tratando do pH ele vai interagir negativamente com o citrato e em relagdo a concentragéo de
PEG, interagindo juntamente com as demais varidveis, também vai apresentar um efeito negativo,
ou seja, séo diretamente proporcionais.

Na aplicacdo, a a¢do do extrato enzimético bruto de A. carneus URM 5577 contendo
tanase é evidenciado nas Figuras 5, 6, 7 e 8.

O suco puro da mangaba apresentou uma quantidade de 126,21 U/mL de taninos. A
clarificacdo foi testada em diferentes concentragcOes de extrato bruto (Figura 9), assim como
em diferentes intervalos de tempo (Figura 10). Esses dados foram submetidos a anélise de
regressdo, sendo selecionadas equagdes polimoniais de segundo grau, com um R?=de 0,94.
Um aumento adicional no volume de extrato enzimatico bruto (2 mL) melhorou o ponto de
clarificacdo, pois de acordo com a predicdo dos dados da equacdo, o ponto de maximo foi
com um volume de extrato bruto de 63,53 U/mL de tanase (Figura 10), apresentando o
minimo de quantidade de tanino, houve diferenca estatistica quando aplicado as diferentes
concentracdoes do extrato bruto (Figura 9). O teor de taninos no suco foi reduzido a 49,66%

(63,53 U/mL) apds 90 minutos de incubacdo com o extrato enzimético bruto em 2mL a 37 °C.

140,00

® 126214 y = 25,225x2 - 78,127x + 122,22
120,00 ’ R? = 0,9457

63,53 e

Quantidade de Taninos/10 mL do suco de

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Quantidade de extrato bruto/mL

Figura 9. Efeito de diferentes volumes do extrato bruto na degradagéo de taninos presentes no suco de mangaba
ap6s 90 minutos de incubacéo.
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Figura 10. Efeito de 2 mL de extrato bruto na degradagdo dos taninos presentes no suco da mangaba em

diferentes tempos.

O suco puro do tamarindo apresentou uma quantidade de 161,21 U/mL de taninos

(Figura 11) e foi submetido as mesmas condic¢des de andlises do suco de mangaba, sendo o

R?=0,99 relacionado ao tempo e R?=0,92 em relaco as concentracdes do extrato. Ele também

demonstrou um aumento adicional na clarificacdo de acordo com volume de extrato

enzimatico bruto (2 mL) e seu ponto maximo apresentou um volume de extrato bruto de 77,67

U/mL de tanase, apresentando o minimo de quantidade de tanino, houve diferenca

estatisticamente as diferentes concentracdoes do extrato bruto (Figura 12). O teor de taninos

no suco foi reduzido a 51,82% (77,67 U/mL) ap6s 120 minutos de incubacdo com o extrato

enzimatico bruto em 2mL a 37 °C.
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Figura 11. Efeito de diferentes volumes do extrato bruto na degradacéo de taninos presentes no suco de
tamarindo ap6s 90 minutos de incubacao.
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Figura 12. Efeito de 2 mL de extrato bruto na degradacdo dos taninos presentes no suco de tamarindo em
diferentes tempos.
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5 DISCUSSAO

Diversos microrganismos séo utilizados para a producdo industrial da tanase através
de FES. Entretanto, os fungos filamentosos tém se destacado como 6timos produtores desta
enzima, como € o caso dos géneros Aspergillus e Penicillium (RAMOS et al., 2011; YAO et
al., 2013).

No Brasil, especialmente em regides costeiras, a castanhola (Terminalia catappa) se
adapta facilmente a salinidade e os ventos (THOMSON; EVANS, 2006). Suas folhas séo
ricas em taninos, apresentando assim, uma excelente fonte de carbono para a producéo de
tanase por FES.

A Fermentacdo em Estado Soélido, tem se mostrado uma excelente alternativa na
producdo dessas enzimas por fungos filamentosos utilizando folhas (SELWAL; SELWAL,
2012). Kumar et al. (2007) observaram a producdo maxima de 69 U/gbs, ap6s 96 h de
incubacéo a 30 °C por Aspergillus ruber, utilizando folhas de “jamum”. Selwal et al. 2011
utilizou diferentes substratos de folhas como amla (Phyllanthus emblica), ber (Ziziphus
mauritiana), jamun (Syzygium cumini), Jamoa (Eugenia cuspidate) e keekar (Acacia nilotica)
através da FES, nesse estudo os autores obtiveram uma atividade maxima de 170,75 U/gbs e
165,56 U/gbs no jamun e keekar, respectivamente durante 96h a 28 °C.

Macedo e Madeira (2013) avaliaram a producdo de tanase, utilizando o bagago de
laranja como substrato através da fermentacdo em estado sélido e o Penicillium variotii como
biocatalisador. Nesse estudo, apds a otimizacdo obtiveram uma atividade enzimatica de 4800
U/gbs utilizando 3% de 4cido tanico, durante 96 horas.

As folhas de castanhola utilizadas nesse estudo apresentaram resultados significativos,
qguando comparados a literatura, pontencializaram suas atividades aumentando em quase 5
vezes mais apos ser otimizada, com uma atividade do Aspergillus carneus URM 5577 de
5571,09 U/gbs. Este é o primeiro relato da producdo de tanase para esta espécie. Com isso,
comprovando a utilizagdo de folhas como substratos por fungos filamentosos sdo eficazes
para a producéo da tanase, sendo de grande interesse industrial com seu potencial enzimatico.

O pH e o tempo tem grande importancia na producdo de metabolitos (SELWAL,;
SELWAL, 2012). Neste presente estudo, a maior atividade apresentada foi em pH 6,0 durante
70h de fermentacdo.Quanto mais curto o tempo de incubacdo mais interessante sera para a
industria produtora de enzimas, pois isto diminuird nos custos de sua producdo. Logo, 0
Aspergillus carneus URM 5577 é viavel por ter realizado essa atividade relativamente num

curto espaco de tempo e ter se mostrado um Gtimo produtor da tanase.
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Apos a aplicagdo do planejamento Plackett-Burman (PB), o tempo e o percentual de
acido tanico foram identificados como as variaveis significativas. De acordo com o PB, o
menor tempo de fermentacdo (48h) possibilitou maior atividade. Porém, apos a aplicacao da
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) observou-se que o tempo de 70h é ideal para a
producdo de tanase por A. carneus URM 5577. Além disso, 0 MSR mostrou que a melhor
concentracdo do &cido tanico é a 7%. Anwar (2007) obteve uma melhor otimizacdo da
producdo de tanase a 7% de acido tanico por Aspergillus niger.

O fator de purificacdo apresentou resultados relevantes quando comparados com a
literatura. Rodriguez-Duran et al., (2011) utilizou o PEG em diferentes concentra¢fes 400,
600 e 1000 com o fosfato de potéssio para a purificagdo da tanase produzida por Aspergillus
niger. E obteve uma recuperacao de 96 % que se fixou na fase inferior do sistema composto
por PEG 1000, e apresentou um aumento de 7 vezes no fator de purificacao.

Todos os ensaios ultrapassaram 100% podendo ser devido a ativacdo da enzima em
anélise, por exemplo, na remo¢do dos metabolitos secundarios durante a purificacdo, a
atividade enzimatica poderd ser inibida, ou também elevar a concentracdo de sal e/ou
proteina, 0s quais ajudam a manter a conformacdo da proteina na forma ativa (PAN et al.,
2001).

Avaliando-se o coeficiente de particdo (Kparti¢do), foi observado que todos os valores
de K foram superiores a 1 (um), demonstrando que a enzima apresenta diferentes tendéncias
de particdo entre as fases. Albertsson (1970) e Marcos et al., (1999) relataram que a fase rica
em sal (fase de fundo) possui caracteristicas hidrofilicas, e a fase rica em PEG (fase de topo)
caracteristicas hidrofébicas. Deste modo, o particionamento da enzima apresentou uma maior
afinidade pela fase rica em PEG (fase de topo), favorecida pela sua interacdo hidrofobica ao
sistema.

Srivastava e Kar (2010) utilizaram a tanase co-produzida por Aspergillus niger, para
clarificacdo do suco de emblica (Phyllanthus emblica) observaram uma reducéo de 45,2% no
teor de taninos a 37°C por 180 minutos e 150 rpm. Sharma et al., (2014) observaram a co-
producdo da tanase atraves da fermentacdo em estado solido por Aspergillus niger no
tratamento do sumo da goiaba (Psidium guajava), havendo uma reducdo méxima de 59,23%
no teor de taninos, ap6s 60 minutos utilizando 2% do extrato enzimatico bruto.

Em outro estudo, Lima et al., (2014) testou a atividade ao suco de uva por Penicillium
montanense URM 6486, e apresentou maior eficiéncia ao reduzir 46% do teor de taninos,
apo6s 120 minutos de incubagdo, a 37°C e 2 mL do extrato bruto. O presente estudo mostrou

que a enzima produzida por Aspergillus carneus URM 5577 contida em 2 mL do extrato
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enzimético bruto quando aplicados nos dois sucos, apresentaram eficiéncia quando
comparados com a literatura, demonstrando assim, a relevancia das tanase flngicas na

clarificacdo de sucos ricos em taninos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Através da FES todas as espécies foram capazes de produzir tanase, entretanto, a
especie Aspergillus carneus URM 5577 se destacou nessa producéo e esta sendo descrito pela
primeira vez como produtor da tanase atraves da fermentacdo em estado sélido, utilizando
como substrato folhas de castanhola.

O sistema de duas fases aquosas se mostrou bastante eficiente para a pré-purificacdo
da enzima. Os sucos da mangaba e do tamarindo, aplicado ao extrato bruto, reduziram cerca
de 50% o teor de taninos, afirmando a eficiéncia do potencial enzimatico desses fungos.
Entretanto, a otimizacdo dos pardmetros de crescimento em um biorreator é indispensavel
para a viabilidade comercial da tanase e possivel aplicacdo na clarificacdo de sucos como 0s
de tamarindo e mangaba.

A utilizacdo das folhas de castanhola como substrato para a producdo de tanase pode

ser uma alternativa para promover a reducgédo dos custos de producéo da enzima;
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