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REsumo: As enzimas de origem microbiana apresentam caracteristicas peculiares, que favorecem seu emprego
em diversos processos biotecnoldgicos existentes, sendo relevantes as vantagens de conversdes enzimaticas em
diferentes processos industriais e ambientais. A sua producdo, na maioria das vezes, ainda € economicamente
dispendiosa, assim ha necessidade de selecionar novos microrganismos com elevado potencial na producao de
substancias de alto valor agregado. A Caatinga € uma regiao pouco explorada biotecnologicamente, possuindo
uma imensa populacédo microbiana. Os rejeitos agroindustriais, principalmente os da indUstria de alimentos, muitas
vezes sdo descartados de maneira incorreta no meio ambiente e apresentam um elevado poder nutricional que
poderia ser aproveitado na formulacdo de meios para producdo de enzimas. A tanase € uma glicoproteina
esterase formada predominantemente por um acido galico esterase e uma depsidase, além de possuir inmeras
aplicacbes biotecnoldgicas. Foram realizados estudos para selecdo de 14 amostras de Aspergillus isoladas do
solo da Caatinga de Pernambuco, para producdo de tanase em meios alternativos contendo residuos
agroindustriais oriundos da industria de sucos e bebidas (cascas de café, tangerina e uva). As fermentacGes
submersas ocorreram a 30°C, 150 rpm, 120 horas. Os resultados obtidos indicaram que a amostra SIS 04
apresentou o maior halo de producdo de tanase (2,0 cm) e uma atividade enzimatica de 4,0 pmol/mim. mL de
enzima, valor superior ao obtido no meio controle. A utilizacdo de rejeitos agroindustriais para a elaboracéo de
meios econdmicos para a obtenc&o de bioprodutos de alto valor agregado surge como uma alternativa viavel na
producéo de metabdlicos com alto potencial biotecnolégico.

PALAVRAS-CHAVE: Producéo enzimatica. Residuos agroindustriais. Aspergillus.
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ABSTRACT: The microbial enzymes have characteristics that favor their use in various biotechnological processes.
The Caatinga is a region little explored biotechnologically processing an immense microbial population. The agro-
industrial wastes, especially the food industry are often improperly discarded in the environment and have a high
nutritional power that could be used in formulating means for producing enzymes. The tannase is a glycoprotein
esterase formed predominantly by a gallic acid esterase and a depsidase, has numerous biotechnological
applications . Studies were conducted to select 14 samples Aspergillus isolated from the soil from Caatinga of
Pernambuco, to produce tannase in alternative agro-industrial residues containing from industry of juices and
beverages (coffee, tangerine and grapefruit peels).The submerged fermentation occurred at 30°C , 150 rpm , 120
hours. The results indicated that the sample had the highest SIS 04 halo production of tannase (2.0 cm) and
enzyme activity of 4.0 mmol / min. mL enzyme, higher than that obtained in the control medium. The use of agro-
industrial wastes for the production of economic media to obtain value-added bioproducts emerges as a viable

alternative in the production of metabolic with high biotechnological potential.
KEYwWORDS: Enzyme production. Agro-industrial residues. Aspergillus.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de diversos géneros microbianos para
producdo de inUmeros compostos bioativos tem
aumentado nas Ultimas décadas devido a grande
eficiéncia que esses organismos apresentam na
producdo de metabdlitos secundarios, principalmente
as enzimas microbianas (DEMAIN, 1998; DEMAIN,
2000; BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000; DEMAIN,
2007; DEMAIN; ADRIO, 2008; HANEFELD; CAQ;
MAGNER, 2013).

Nas (dltimas décadas, um grande numero de
microrganismos ndo patogénicos, capazes de produzir
enzimas, tem sido pesquisado nos diversos ramos
industriais. Os fungos filamentosos sdo
microrganismos que se destacam devido a sua grande
facilidade de cultivo, por secretarem suas enzimas
diretamente no meio de producdo, ndo sendo
necessaria, assim, a ruptura celular para sua

liberacdo. Adicionalmente, apresentam elevados
niveis de producéo enzimatica, com elevado potencial
para inUmeras (OGAWA,
SHIMIZU, 1999; SCHUEGERL, 2000; POLIZELI et al.,

2005, STROPARO et al., 2012).

aplicagcbes industriais

O género Aspergillus se destaca como um excelente
produtor de metabdlitos secundarios de interesse
industrial e ambiental (BERKA, DUNN-COLEMAN,
WARD, 1992; WARD et al., 2005; LOTFY; GHANEM;
EL-HELOW, 2007; MATA-GOMEZ et al, 2009;
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DHILLON et al.,, 2012; GOSWAMI et al., 2012;
CHAVAN; DESHPANDE, 2013; PATRO et al., 2014;
SHIVANNA, VENKATESWARAN, 2014).

Tanino acil hidrolase (TAH), conhecida como tanase
(EC 3.1.1.20), faz parte de um dos maiores grupos de
enzimas industriais descritas nas Ultimas décadas na
literatura (EL-TANASH; SHERIEF; NOUR, 2012), pois
hidrolisa ésteres e apresenta ligacdes laterais de
taninos hidrolisaveis, produzindo, assim, glicose e
acido galico. A tanase é uma enzima extracelular,
produzida na presenca de acido tanico por fungos
filamentosos, bactérias e leveduras (BATTESTIN,
MATSUDA, MACEDO, 2004; BATTESTIN, MACEDO,
2007; BATRA, SAXENA, 2005; PARANTHAMAN et
al., 2010; MELO et al., 2014).

Quimicamente a tanase é uma glicoproteina esterase
formada principalmente por moléculas de acido galico,
esterase e depsidase. Pode ser separada em duas
esterases, em que uma esterase € considerada
especifica para ésteres alinfaticos, como metil galato,
e a outra, uma depsidase que hidrolisa ligacdes
depsidicas, como o acido m-digalico. (BHAT; SINGH,;
SHARMA, 1998; AGUILAR et al.,, 2007, BELUR;
MUGERAYA, 2011).

As tanases produzidas por fungos filamentosos e
leveduras apresentam, na sua maioria, estruturas

proteicas com elevada massa molecular. Essas



enzimas sado produzidas na presenca de um indutor,
gue normalmente € o acido tanico. O acido pode estar
também na composicao do meio de producao da
enzima, a Unica fonte de carbono. E mesmo na
presenca de outro componente nutricional, a
concentracdo do acido tanico é indispensavel para a
producdo da tanase. Alguns estudos realizados
mostram que a presenca de ions de ferro, de zinco e
de cobre, também, é considerada essencial para a
producdo da enzima (PINTO et al., 2005, HAMDY;

FAWZY, 2012; GEORGE; ONG, 2013).

Por estar envolvida na biodegradacao do tanino, a
tanase possui inUmeras aplicagcdes em varios setores
industriais, como induUstrias de alimentos, sucos,
cervejaria, cosmeéticos, farmacéutica e quimica,
entretanto seu alto custo de producdo impede sua
ampla utilizacdo em outros setores industriais. Por
isso, atualmente sua utilizacdo esta restrita a
producdo de &cido gdlico, chas instantaneos,
estabilizacdo da cor do vinho, refrigerantes a base de
café, processos de tratamentos de couro,
detanificacdo de alimentos e em tratamentos de
efluentes na industria de couros (BATTESTIN et al.,
2004; MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2005,
CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2012, PRASAD et al,

2012; YAO et al., 2014).

Os residuos agroindustriais oriundos de diversos
produtos das industrias alimenticias de sucos e outros
derivados tém sido bastante utilizados na elaboracéo
de meios de producdo considerados alternativos, pois
sdo uma alternativa viavel, e a maioria desses
residuos apresenta um elevado valor nutricional, que
pode ser assimilado por diversos microrganismos
produtores de metabdlitos de alto valor agregado,
reduzindo, assim, os custos de producao de inimeros
compostos de alto valor agregado (NOVAKI et al.,
2010; MURUGAN et al.,, 2011; STROPARO et al.,
2012).
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Este trabalho teve por objetivo selecionar amostras de
Aspergillus ssp isoladas do solo da Caatinga dos
municipios de S&o José do Bel Monte e de Serra
Talhada, do estado de Pernambuco, produtoras de
tanase, e analisar a produgdo da enzima por
fermentacdo submersa através da formulagdo de

meios alternativos contendo residuos agroindustriais.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas 14 amostras de Aspergillus ssp,
isoladas de solo, coletadas nas cidades de José do
Bel Monte e de Serra Talhada, regido da Caatinga,
Pernambuco, catalogadas no Banco de Culturas da
Universidade Cat6lica de Pernambuco — Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia
(NPCIAMB). As culturas foram mantidas em Meio
Batata Dextrose Agar (BDA) a 4°C e aclimatadas em
meio BDA suplementado com acido ténico (0,2%),
durante 72 horas, a 28°C.

2.2 MEIOS DE DETECCAO E PRODUCAO DE

TANASE

Foram utilizados os seguintes meios de deteccdo e
producdo, segundo a metodologia descrita por Lekha
e Lonsane (1997): Meio de deteccdo - meio BDA
suplementado com acido tanico (10 g/L), pH 5,7; meio
de producdo - solugdo de sais (g/L): KH2POu,1,0;
NHsNOs, 2,0; MgS0.4.7H.0, 0,2; CaCl,.2H,0, 0,02;

MnC|2.4H20, 0,004; NazMOO4.2H20, 0,002;
FeS0..7H,0, 0,0025, &cido tanico, 10 (g/L).

2.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Foram utilizados para formulagdo dos meios

alternativos residuos de cascas de café, tangerina e

uva, previamente tratados, lavados com Aagua
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destilada e secos em estufa a 40°C, no periodo de 48
a 72 horas. Em seguida o material foi triturado e
peneirado para se obter uma consisténcia mais
homogénea, facilitando, assim, a sua dissolu¢do no

meio de producao.

2.4 SELECAO DAS AMOSTRAS PRODUTORAS DE

TANASE EM MEIO SOLIDO

Para deteccao da presenca da enzima tanase em
meio sOlido, foi utilizada a metodologia descrita por
Hankin e Anagnostakis (1975). Foram preparadas
placas contendo o meio de deteccdo, e a seguir
inoculados discos de aproximadamente 0,8 cm das
amostras de Aspergillus ssp no centro placas de Petri

contendo o meio de deteccéo.

As placas foram mantidas em estufa a 28°C, durante
72 horas, sendo acompanhadas diariamente. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata. A
formacdo de halo caracteristico ao redor do
crescimento da col6nia evidenciava a producao de

tanase, que correspondia a degradacdo do &cido

tanico pelo microrganismo testado.

2.5 PRODUCAO DA TANASE

Apobs a selecao da melhor amostra de Aspergillus ssp,
produtora de tanase isolada do solo da Caatinga,
foram iniciados os testes de producdo da enzima por
fermentacdo submersa, utilizando o meio de
producdo, denominado de controle, e 0s meios

alternativos contendo os residuos agroindustriais.

Para a producdo de tanase, foram inoculados 5x107
esporos/mL nos meios controle e alternativos, a 30°C,
150 rpm, por 120 horas, em frascos de Erlenmeyers
de 250 mL, contendo 100 mL de meio. Aos meios
alternativos foram adicionados 10 g dos residuos

agroindustriais (cascas de café, tangerina e uva).
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Foram coletadas amostras a cada 24 horas do

processo fermentativo em triplicata.

Ao término do processo, todas as amostras coletadas
foram filtradas, centrifugadas a 12.300g, durante 30
minutos, a 4°C. Os sobrenadantes obtidos
corresponderam aos extratos enzimaticos, segundo a

metodologia de Lekha e Lonsane (1997).

2.6 DETECCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para avaliacdo da atividade enzimatica da tanase,
utilizou-se a metodologia descrita por Mondal et al.
(2001). Foi preparada uma solucdo contendo 0,5 %
(p/v) de éacido tanico em tampao acetato 0,2 M (pH
5,5) para detec¢do da enzima através de uma reacao
enzimatica. A reacdo foi realizada a partir da adicao
de 0,3 mL da solucdo de substrato e de 0,5 mL de
extrato enzimatico bruto previamente obtido. A
solucdo obtida foi incubada a 60°C, durante 10

minutos.

Apbs o periodo de incubacao, a reacéo foi paralisada
através da adicdo de 3 mL de uma solugcdo de
albumina de soro bovino (BSA), na concentracédo de 1
mg/mL e 0,17 M de cloreto de sOdio em tampéao
acetato 0,2 M (pH 5,0). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12.300 g, durante 15 minutos, a
4°C. Os precipitados obtidos foram ressuspensos em
3 mL de solugcdo SDS-Trietanolamina [SDS 1% (p/v),
adicionando 5% (v/v) de Trietanolamina em &agua
destilada], acrescido 1 mL de solugédo de FeCl; [0,01
M de FeClz em 0,01 M de &cido cloridrico].

A leitura foi realizada ap6s 15 minutos de repouso do
término da reacdo, em espectrofotdbmetro Biochrom
S21, a um comprimento de onda de 530 nm. A

absorbancia final foi calculada pela equacao (1):

Abs = AbScontole — AbSteste (equa(}éo 1)



A atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar um pmol de &cido

tanico por minuto de reagdo nas condi¢des avaliadas.

2.7 CURVA DE CALIBRACAO DO ACIDO TANICO

Foi realizada uma curva de calibragéo de &cido tanico
para a detec¢do da atividade enzimatica no processo
fermentativo, através da preparacdo de uma solugdo
padrdo de &cido tanico: 0,1 g de &cido tanico diluido
em 100 mL de agua destilada (Solugao A). Foram
retirados 10 mL da solugcdo A para um baldo de 100
mL, completando o volume com agua destilada
(Solucao B). Aliquotas da solucdo B de 1, 2, 4, 6, 8 e
10 mL foram transferidas para balées de 100 mL

contendo 75 mL de 4gua destilada.

Posteriormente, foram adicionados 5 mL do reagente
Folin-Denis e 10 mL da solugdo de carbonato de
sédio, diluidos em 100 mL com &agua destilada. Apos
homogeneizacdo as amostras permaneceram em
repouso por 30 minutos, em seguida filtradas e
determinadas as absorbancias a 760 nm utilizadas
para obtencdo da curva padrdo do acido ténico
(equacdo 2). O aparecimento da coloragdo azul
marinho intenso é proporcional a concentracdo de

tanino.

Y=0,027-X + 0,085 r?=0.998 (equac&o 2)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes de deteccdo em meio sdlido
da enzima tanase em 14 amostras de Aspergillus ssp,
isoladas de amostras de solo, coletadas em diversos
pontos da Caatinga de Pernambuco, na cidade de
Serra Talhada e Sdo Jose do Bel Monte (Tabela 1).

Os resultados obtidos nos ensaios de selecdo de
amostras produtoras de tanase evidenciaram que a
amostra SIS 04 apresentou 0 maior halo caracteristico

de degradacéo do acido tanico, cujo valor foi de 2,0

99

cm. Verificou-se também a auséncia de atividade
enzimatica nas amostras SIS 07, 08, 10, 11, 17 e 18,
representando um percentual de 43% de amostras

testadas nao produtoras de tanase.

Jana et al. (2012) fizeram uma sele¢do de diversos
microrganismos isolados de ambientes diversos para
producdo de tanase e obtiveram resultados
satisfatorios para a maioria dos organismos testados,
pois a maior parte deles apresentaram a formagéo do

halo caracteristico, devido a degradacdo do acido

tanico pelos microrganismos testados.

Tabela 1 — Deteccao de atividade enzimatica das
amostras de Aspergillus ssp isoladas de diferentes

tipos de solo da Caatinga do Estado de Pernambuco

Isolado Local de coleta Halo (cm)
SIS 4 Serra Talhada 2,0
SIS 5 Serra Talhada 1,4
SIS 7 Serra Talhada ND
SIS 8 Serra Talhada ND
SIS 9 Serra Talhada 1,0
SIS 10 Sé&o José do BelMonte ND
SIS 11 Serra Talhada ND
SIS 16 Serra Talhada 0,5
SIS 17 Serra Talhada ND
SIS 18 Sé&o José do BelMonte ND
SIS 19 S&o José do BelMonte 0,8
SIS 20 S&o José do BelMonte 0,9
SIS 22 Serra Talhada 1,0
SIS 25 Serra Talhada 1,8

(ND) - ndo detectada a formagé&o do halo caracteristico

Alguns residuos agroindustriais tém sido testados para
producédo de tanase através das fermentacdes sélida e
submersa (AGUILAR et al., 2004; RAMACHANDRAN
et al., 2007; PARANTHAMAN et al., 2008;
KUPPUSAMY; THANGAVELU; CHOKALINGAM,
2012) apresentaram resultados bastante satisfatorios
guando incorporados ao meio de producao, através da
substituicao de reagentes ou mesmo sendo colocados
na composicao original do meio, aumentando muitas
vezes a producdo de tanase nos meios considerados

alternativos.
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Apoés a selecdo da amostra de Aspergillus sp (SIS 04),
foram realizadas producdes da enzima através de
fermentacdes submersas, utilizando o0s meios
denominados de controle e alternativos: A; (casca de

café), A, (casca de tangerina) e A; (casca de uva).

Mesmo apOs serem utilizados para fabricacdo de
polpas de frutas e de café, os residuos desses
produtos, na maioria das vezes descartados,
apresentam em sua composicdo um elevado valor
nutricional, podendo servir para formulacdo de meios
de producdo de diversos produtos de alto valor

agregado.

Os residuos utilizados foram suplementados ao meio
controle na quantidade de 10g/L em substituicdo ao
acido tanico. A fermentacao ocorreu durante 120 h, a
30°C, 150 rpm (Figura 1).

Verifica-se que houve uma fase lag mais acentuada
no meio A; (casca de tangerina) e bem mais discreta
no meio controle, nas primeiras 24 horas de
fermentacdo. Apdés o periodo de estabilizacdo em
ambos os meios testados, a fase estacionaria foi apos
48 horas do inicio do processo fermentativo, se
estendendo até o término do processo, com 120

horas.

——Controle
—=—(afé

Biomassa(g)

02 Tangerina
—o—Uva

Figura 1 — Curvas de crescimento do Aspergillus sp
(SIS 04) em diferentes meios de producéo

Durante todo o processo de produgcdo da enzima,

foram coletadas amostras em triplicata, para deteccéo
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do pH (figura 2), producao da enzima (figura 3), da

biomassa (tabela 2).

Tabela 2 — Biomassa obtida através da producéo de
tanase por Aspergillus sp (SIS 04) em diferentes

meios de producao

Tempo Controle Café Tangerina Uva
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 0 0 0 0
24 0,036 0,268 0,428 0,242
48 0,087 0,397 0,410 0,329
72 0,150 0,409 0,404 0,238
96 0,135 0,357 0,409 0,380
120 0,169 0,362 0,411 0,466

Verifica-se, na Tabela 2, que a maior biomassa obtida
nos diferentes processos de produgdo ocorreu no
meio denominado de As, que continha 10g/L de casca
de uva (0,466 g/L), e a menor biomassa obtida foi
verificada no meio controle, que continha 10 g/L de

acido tanico como indutor (0,169 g/L).

pH
w

e

0 24 48 2 96 120

Tempo (h)

=¢—Controle =l=Al(Café) A2 (Tangerina) ===A3(Uva)

Figura 2 - Variagcdo de pH obtida durante a producéo
de tanase por Aspergillus sp (SIS 04) em diferentes
meios de producao

Os valores de pH obtidos nas 4 fermentacdes
realizadas demonstraram que, durante todo processo
fermentativo, o pH permaneceu na faixa acida, tendo o
meio controle obtido apds 24 h de crescimento celular,
valores na faixa de 4,01, e, apés 120 horas de

producéo, obteve valores de 2,8.



As menores oscilagdes de pH foram verificadas no
meio denominado As, que obteve valores de 3,74 ap0s
24 horas de fermentacao e, com 120 horas, valores na
faixa de 3,41.

Na figura 3, estdo descritas as atividades enzimaticas
obtidas durante 120 horas nos processos de producéo
da enzima estudada. O meio A; apresentou uma
atividade enzimatica de 4,0 pmol/mim.mL de enzima,
valor superior ao obtido no meio controle, que foi
1,925

fermentacao.

pmol/mim.mL, no mesmo periodo de
Verifica-se também que todos os
residuos testados através da elaboracdo de meios

alternativos produziram a enzima.

Atividade tanalitica U (umol/mim. ml)

Tempo (h)

=4—Controle =—=Al (Café) A2 (Tangerina) ===A3(Uva)

Figura 3 — Detecc¢édo da atividade enzimatica das
amostras nas 4 diferentes fermentacdes para
producéo de tanase. Resultados da detecgéo

expressos em U (umol/mim. ml de enzima)

A producédo de tanase, utilizando residuo de café por
linhagens de Paecilomyces variotii, foi estudada por
Battestin (2007), em que houve a elevacao de 3 e 2,8
vezes na atividade enzimatica, com o aumento da
concentracdo de acido tanico de 0,5% para 1,5%, no

meio de cultivo.

Esses resultados indicam que a utilizacdo do meio

contendo solucéo de sais e residuos de casca de café

101

apresentou uma maior producdo de tanase, quando
comparada aos meios contendo solucdes de sais,
acrescidas de 10g/L de é&cido tanico (meio controle), e
aos meios contendo solugBes de sais e residuos de

tangerina (A2) ou uva (A3).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de rejeitos agroindustriais para a
elaboracao de meios econdmicos para a obtencdo de
bioprodutos de alto valor agregado surge como uma
alternativa viavel, para minimizar os custos de
producdo e também para evitar o descarte de uma
grande maioria de residuos com elevado potencial

nutritivo.

O meio contendo residuo de café apresentou maior
producdo satisfatéria da tanase, quando comparado
ao meio denominado controle e aos demais meios
contendo diferentes residuos agroindustriais de laranja

e uva.

Verificou-se a habilidade da amostra isolada do solo
da Caatinga Aspergillus sp (SIS 04) em hidrolisar os
taninos residuos

presentes nos testados,

transformando-o0s na enzima estudada.

Esses estudos de producdo enzimatica revelam o
elevado potencial biotecnolégico dos fungos isolados

do solo da Caatinga do Estado de Pernambuco.
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