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RESUMO: As tanases (tanino acil hidrolase, EC 3.1.1.20) sdo enzimas de grande
interesse biotecnolégico, com potencial de aplicacdo em diferentes setores industriais
como o de alimentos, de obtencado de quimicos, de bebidas e o farmacéutico. Estas
enzimas atuam na hidrolise de taninos hidrolisaveis, liberando glicose e acido galico a
partir de galotaninos. Neste contexto, os fungos filamentosos, especialmente os
endofiticos, tém se destacado como fontes enzimaticas. Portanto, este estudo teve
como objetivo a producédo de tanase pelo fungo endofitico Aspergillus niger ANG18,
isolado da casca do angico (Anadenanthera colubrina Vell), em Fermenta¢do em Estado
Solido (FES), empregando residuos agroindustriais e produtos agroflorestais como
substratos, selecionando-se as melhores condi¢des para maxima produgéo enzimatica,
bem como a determinacao de algumas propriedades fisico-quimicas da enzima. O fungo
endofitico A. niger ANG18 apresentou maior producdo enzimatica (29,82 U/g de
substrato) quando cultivado em FES usando folhas de eucalipto (Eucalyptus ssp.) como
substrato, umedecida com de solugao de sais de Khanna (1:1; m/v) por 96 h a 37°C e
60% de umidade relativa. A tanase contida no filtrado bruto apresentou temperatura e
pH étimos aparentes de atividade entre 40 e 45°C, e pH 5,0, respectivamente, sendo
levemente ativada (16,93%) na presenca de BaCl.. Deste modo, o fungo A. niger ANG18
pode ser considerado como um produtor alternativo de tanases em FES, sendo este o
primeiro relato de produgéo de tanase por um fungo endofitico em FES.

Palavras-chave: Microbiologia; Fermentacao; Enzimas.
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PRODUCTION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF TANNASE BY ENDOFITIC
FUNGUS Aspergillus niger ANG18 IN SOLID-STATE FERMENTATION

ABSTRACT: Tannases (tannin acyl hydrolase, EC 3.1.1.20) are enzymes of great
biotechnological interest, with potential for application in different industrial sectors such
as food, chemical, beverage and pharmaceutical industries. These enzymes act in the
hydrolysis of hydrolysable tannins, releasing glucose and gallic acid from gallotannins.
In this context, filamentous fungi, especially endophytic fungi, have been highlighted as
enzymatic sources. Therefore, the objective of this study was the production of tannase
by the endophytic fungus Aspergillus niger ANG18, isolated from bark of angico
(Anadenanthera colubrina Vell), under Solid-State Fermentation (SSF), using
agroindustrial residues and agroforestry products as substrates, selecting the best
conditions for maximum enzymatic production, as well as the determination of some
physical-chemical properties of the enzyme. The endophytic fungus A. niger ANG18
presented higher enzymatic production (29.82 U/g of substrate) when cultivated under
SSF using eucalyptus (Eucalyptus ssp.) leaves as substrate/carbon source moistened
with 1:1 (m/v) Khanna salts for 96 h at 37°C and 60% relative humidity. The tanase
contained in the crude filtrate presented temperature and apparent optimum pH of
activity between 40 and 45°C, and pH 5.0, respectively, being slightly activated (16.93%)
in the presence of BaCl..In this way, A. niger ANG18 can be considered as an alternative
producer of tannases in SSF, being this the first report of production of tannase by an

endophytic fungus in SSF.

Keywords: Microbiology; Fermentation; Enzymes.

1. INTRODUGCAO

As tanases, também denominadas de tanino acil hidrolase (TAH; EC 3.1.1.20),
sdo enzimas de grande importancia no desenvolvimento de bioprocessos industriais.
Estas enzimas atuam na hidrélise de ésteres e ligacoes depsidicas de taninos
hidrolisaveis, como o &cido tanico, liberando glicose e acido galico ou acido elagico (no
caso dos elagitaninos) (1, 2). Taninos sao metabdlitos secundarios fendlicos produzidos
por diferentes vegetais como parte do mecanismo de defesa contra ataque de insetos,
fungos ou bactérias (3). Sdo caracterizados por formar complexos insoluveis com

proteinas, pectinas e celuloses, pela adstringéncia de frutos e vegetais, formagéao de
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precipitado em sucos e bebidas e dificultar a assimilacdo de alguns nutrientes na
alimentagéo animal (4, 5).

As tanases sao potencialmente empregadas na industria de alimentos no
processamento de chds instantaneos, eliminando precipitados insollveis indesejados,
na fabricacao de bebidas para reduzir a formagao de turbidez decorrente da presenca
de compostos fendlicos e como agente clarificador de sucos de frutas e em bebidas
geladas a base de café (6). Na racao animal podem ser adicionadas para remog¢ao dos
taninos presentes, aumentando a digestibilidade e favorecendo a assimilacdo dos
nutrientes (7). No tratamento de efluentes representam um modelo de tratamento de
baixo custo e efetivo na remogao dos taninos presentes no processo de curtimento do
couro (8, 9). Contudo, sua aplicagdo mais importante das tanases € na producao de
acido galico, o qual tem emprego na industria quimica e farmacéutica por ser
intermediario na sintese de propil galato (utilizado como aditivo nas industrias de
alimentos), pirogalol (conservante) e trimetropina (agente antibacteriano) (6).

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo potenciais produtores de tanases,
de modo que estes ultimos tém se destacado pela sua versatilidade na degradacao de
diferentes tipos de taninos (1, 10). Espécies de Aspergillus e Penicillium encontram-se
entre os produtores mais eficientes quando cultivados em Fermentacdo Submersa
(FSbm) e em Fermentacdo em Estado Sélido (FES) (10). Nas ultimas décadas foi
observada alta eficiéncia na produgao enzimatica por FES, em que a tanase expressa
apresenta atividade mais estavel a temperatura e ao pH quando comparada com a
enzima obtida por FSbm (2, 11, 12). A FES proporciona vantagens como o baixo custo
da matéria-prima, possibilidade de utilizar subprodutos agroindustriais como casca de
uva, caju, café ou farelo de trigo, arroz e aveia, entre outros (13-17), equipamentos
simples e elevado nivel de produgéo (18).

De forma geral, tanases fungicas apresentam pH étimo de atividade em torno de
5,5 e estabilidade enzimatica na faixa de pH variando de 3,5 a 8,0 (1, 6). Em geral, a
temperatura 6tima de atividade encontra-se proxima a 35°C, com estabilidade térmica
entre 30°C e 60°C, como relatado para as enzimas de A. ochraceus (19) e A. tamarii
(20). A atividade tandsica costuma ser inativada por EDTA, 2-mercaptoetanol,
tioglicolato de sédio, sulfato de magnésio e de calcio e o-fenantrolina (1, 8).

Considerando a grande diversidade fungica ainda nao analisada quanto ao
potencial de producao de enzimas de interesse biotecnoldgico e visando melhorar os
processos de produgdo, recuperagao e purificacao da tanase, inumeras pesquisas estao

sendo desenvolvidas em busca de novas fontes enzimaticas e novos sistemas de
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fermentagédo (8). Dentre os fungos filamentosos, os fungos endofiticos vém se
destacando como fontes de produtos naturais. Esses microrganismos vivem uma parte
ou a totalidade do seu ciclo de vida no interior das plantas, habitando suas partes aéreas
sem causar, aparentemente, dano ao hospedeiro (21, 22). Desempenham papel
importante para adaptacdo das plantas nos mais variados ambientes por meio da
produgcdo de metabdlitos funcionais, como enzimas, alcaldides, horménios e
antibiéticos, os quais podem ser explorados biotecnologicamente (23-25). Entretanto,
estudos utilizando fungos endofiticos relatando suas aplicacbes praticas em
biotecnologia ainda sdo escassos. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi
analisar o potencial do fungo endofitico A. niger ANG18 para a produgéo de tanases em

FES, assim como caracterizar parcialmente a enzima produzida.

2. MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

O fungo endofitico A. niger ANG18, isolado a partir de cascas do angico
(Anadenanthera colubrina Vell.), coletado no bioma Caatinga no Estado da Paraiba -
Brasil, foi empregado neste estudo para producao de tanase em FES. O microrganismo
foi mantido em meio BDA (batata-dextrose-agar) a 4°C e estocado no Laboratério de
Microbiologia e Biologia Celular da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, da Universidade de Sao Paulo (FFCLRP-USP). Repiques periédicos foram

realizados a cada 30 dias.

Producao de tanase em Fermentacao em Estado Sélido
Selecao do substrato sélido

A Fermentagédo em Estado Sdlido foi realizada mediante inéculo de 1 mL da
suspensao de esporos (5x108 esporos/mL) de A. niger em frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 5 g de substrato sélido (residuos agroindustriais e folhas de vegetais,
descritos na Tabela 1) umidificados com solucéo do Meio Mineral (0,1% KH2PQOy4; 0,2%
MgS04.7H20; 0,1% CaClz; 0,3% NH4CI) (26) na proporgédo 1:1 (m/v), previamente
autoclavados a 120°C a 1,5 atm por 20 minutos. As FES foram conduzidas a 37°C em
estufa com 60% de umidade relativa, verificada por termohigrémetro digital.
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Cha verde, hortela, cha preto e manjericao foram adquiridos no comércio local,
sendo utilizados diretamente no meio de cultivo. As folhas dos demais vegetais foram
colhidas no municipio de Jardin6polis-SP (21°0'55.37" de latitude sul e 47°46'4.25" de
longitude oeste), secas em estufa a 40°C por 3 a 5 dias, até atingirem massa seca

constante e posteriormente trituradas em gral de porcelana.

Influéncia do tempo de cultivo

As FES foram conduzidas por diferentes periodos por até 168 horas para
determinar o efeito do tempo de cultivo na producdo de tanase empregando o substrato
selecionado na etapa anterior. A cada 24 horas os filtrados foram ensaiados para
atividade enzimatica e quantificagcao de proteinas. Os cultivos foram realizados a 37°C
em estufa com 60% de umidade relativa.

Efeito das solucoes umectantes e nivel de umidificacao

Solugdes de sais de Khanna (27), sais SR (28), meio mineral (26), agua de
torneira e agua destilada foram empregadas como solugbes para umedecer o substrato
sélido na proporcao 1:1 (m/v). Em seguida, analisou-se a influéncia de diferentes
proporcdes da solucdo umectante que favoreceu a producdo de tanase, variando de
1:0;1:1;1:2 e 1:3 (m/).

Obtencao do filtrado bruto

O filtrado bruto foi obtido adicionando-se 25 mL de agua destilada gelada ao
cultivo ap6s o término da fermentacao. A mistura foi submetida a agitacdo de 140 rpm
com auxilio de uma barra magnética em agitador rotativo por 20 min a 4°C para
obtencado do filtrado bruto. Em seguida, os cultivos foram filtrados a vacuo em funil
Buchner utilizando gaze e posteriormente papel de filtro Whatman n®1. Os filtrados livres
de células foram dialisados contra 4L de agua destilada por 24 horas a 4°C e utilizados
para determinacao das atividades enzimatica e quantificacao de proteinas.

Determinacao da atividade enzimatica

A atividade tanasica foi determinada pelo método da rodanina metandlica
utilizando metil galato (0,2% m/v) como substrato em tampao acetato de sédio (100
mmol/L, pH 5,0) (29). A reagao foi composta por 250 pyL do substrato e 250 pL da
amostra enzimatica, sendo conduzida a 30°C durante 5 min. A reagdo enzimatica foi

parada pela adi¢cado de 300 pL de rodanina metandlica 0,667% (m/v). Apoés 5 min, 200
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ML de hidroxido de potassio 0,5 mol/L foram adicionados, formando um cromatdégeno de
coloracao violeta. O volume obtido foi adicionado de 4 mL de 4gua destilada. Apés 10
min procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro com comprimento de onda ajustado
para 520 nm. Uma unidade de atividade tanasica (U) foi definida como sendo a
quantidade de enzima necesséria para produzir 1umol de &cido galico por minuto nas
condi¢gdes de ensaio. A atividade foi expressa em U/g de substrato sélido.

Quantificacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (30), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrao, e expressa como mg de proteina por g de
substrato sélido. A atividade especifica foi expressa em U/mg de proteina.

Caracterizacao parcial da enzima presente no extrato bruto
Efeito da temperatura e pH na atividade enzimatica

A temperatura 6tima aparente para a atividade tandsica foi determinada em
diferentes temperaturas entre 30°C e 70°C, com intervalos de 5°C. O pH étimo aparente

foi determinado utilizando-se tamp&o Mcllvaine, com pH variando entre 3,0 e 8,0.
Efeito de diferentes sais na atividade enzimatica

O efeito de diferentes sais sobre a atividade tanasica foi determinado
adicionando-se na mistura de reacao AgNOs, BaCl,, CaCl,, CoCly, CuClz, CuSOQOs,
MgClz, MgSOQOs, MnClz, MnSO4, NaCl, NH4Cl, ZnSQOs4, na concentragdo de 1 mM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No cultivo em Fermentacdo em Estado Sélido o fungo endofitico A. niger
ANG18 apresentou maior producdo de tanase quando foram empregadas como
substratos folhas de eucalipto (24,73 U/g de substrato), cha preto (15,24 U/g de
substrato), folhas de jambo (12,12 U/mg de substrato) e folhas de manga (11,13 U/g de
substrato). Nos substratos bagago de cana-de-aglcar, casca de amendoim, casca e
bagaco de laranja e sabugo de milho o microrganismo nao sintetizou a enzima de
interesse.

Varios trabalhos relatam as vantagens da FES para producao de tanase e o

uso de diferentes substratos, como farelo de trigo, bagaco de caju, folhas de manga,
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jambolao e residuos agricolas, como casca de café e casca de arroz, entre outros (13,
31, 32). Residuos agroindustriais e produtos florestais ricos em taninos séao
considerados geralmente os melhores substratos para sintese dessa enzima (33). No
presente estudo as folhas de diferentes espécies vegetais foram as melhores indutoras
da producao tanasica por A. niger ANG18, o que pode ser justificado, possivelmente,
pela maior disponibilidade de taninos nas folhas do que em outras partes dos vegetais,
como no grao de trigo, casca de mandioca e laranja.

Diferentes espécies de Aspergillus foram descritas na literatura como
produtores de tanase em FES, como A. niger (34-36), A. carbonarius (37), A. awamori
(38), A. tubingensis (39), A. oryzae (15), A. ruber (40) e A. fumigatus (31). Entretanto, a
maioria dos fungos foi isolada do solo e efluentes, sendo este estudo, entédo, o primeiro
relato em FES por fungo endofitico. Os substratos folhas de jambo, manga e cha preto
ja foram empregados para producdo de tanase por A. ruber (40), P. restrictum, A.
flavofurcatus, A. stromatoides (41) e A. carbonarius (37). Folhas de eucalipto ja foram
relatadas como fonte de carbono em FSbm para o cultivo de A. oryzae (42), A. fumigatus
CAS21 e A. niger ANG18 (43). Contudo, atualmente, ndo hé relatos empregando folhas
de eucalipto como substrato em FES para producao de tanase.

A presenca de taninos hidrolisaveis ja foi relatada para diferentes espécies de
eucalipto, como nas folhas de Eucalyptus microcorys, representando aproximadamente
90% dos metabdlitos secundarios desta planta (44). Deste modo, folhas de eucalipto
foram selecionadas como substrato para a FES visando a obtengéo de niveis elevados
de tanase por A. niger ANG18.

Tabela 1. Produgéo de tanase em FES por A. niger ANG18 utilizando diferentes

produtos, residuos agroindustriais e folhas de diferentes espécies vegetais como

substrato.
Substratos Atividade enzimatica Atividade especifica
(U/g de substrato) (U/mg de substrato)
Casca de mandioca 6,92 +2 4,57 £ 0,1
Cha Preto 15,24 £0,8 1,830
Cha Verde 5,44 £ 0,7 0,7+0
Folha de abacate
(Persea americana) 45£25 52905
Folha de abiu 4,48 +2.4 2,47 +0

(Pouteria caimito)
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Folha de caju

(Anacardium occidental) 82322 4,76 £0,05
Folha de eucalipto 2473 +15 1374 +0,2
(Eucalyptus ssp.)

Folha de goiabeira
(Psidium guajava) 82148 499£0.2
Folha de jambo 12,12+ 1,5 9,77 40,2
(Syzygium jambos)
Folha de jamboléo
(Syzygium jambolanum) 92709 3,9220,1
Folha de manga
(Mangifera indica) 11,13£03 3,50 £0,1
Folha de roma 6,45+0,8 5,71+ 0,1
(Punica granatum)
Manijericao
(Ocimum basilicum) 9.3 +1,7 0,880
Pinhao manso 474416 4,87 +0
(Jatropha curcas)
Trigo em gréo 569+14 227+0

Os cultivos foram realizados em FES por 96 horas, a 37° e 60% umidade relativa.

Analisando a influéncia do tempo de cultivo na produgcado enzimatica em FES
empregando folhas de eucalipto como substrato, pode ser observado na Figura 1 que a
producéo tanasica aumentou gradualmente no decorrer do tempo até 96 horas de cultivo
(25,79 U/g substrato), periodo semelhante ao encontrado para a producdo de tanases
por A. ruber utilizando folhas de jambolao como substrato (40) e por A. niger cultivado
em residuos de cha (36). Acima de 96 horas, foi observada reducido da atividade
tanasica, o que pode ser explicado, possivelmente, pelo aumento de fontes de carbono
prontamente assimilaveis, como a glicose, obtida pela hidrélise dos taninos presentes
nas folhas, ou pela acdo de proteases que degradaram a enzima de interesse. De
acordo com o substrato utilizado na FES e o microrganismo, diferentes periodos de
cultivo foram relatados para a maxima produgdo enzimatica como, por exemplo, 48
horas para Aspergillus spp. UCP1284 cultivado em bagaco de caju (17) e 72 horas para
A. terreus na presenca de farelo de trigo (13).
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Figura 1. Producao de tanase em funcao do tempo de cultivo pelo fungo endofitico A.
niger ANG18 em FES empregando folhas de eucalipto como substrato. Simbolos: (o)

Atividade tanasica (U/g de substrato); (A ) atividade especifica (U/mg de proteina).

Visando melhorar a produgdo em FES, a influéncia de diferentes solugbes
umectantes foi avaliada. Na Tabela 2 observa-se que a maxima produgdo tanasica
ocorreu na presenca de sais de Khanna (29,82 U/g de substrato), seguida por Meio
Mineral (24,94 U/g de substrato). Na presenca de sais SR a produgéo foi reduzida cerca
2 vezes (13,84 U/g de substrato) quando comparado ao uso de sais de Khanna. As
solucbes umectantes sdo importantes para o crescimento do microrganismo e para
producdo de enzimas. A presenca de ions metalicos nessas solugbes auxilia na
expresséo completa da atividade catalitica da enzima, no crescimento e reprodugéo dos
microrganismos (45). Tais compostos sdo micronutrientes e atuam como co-fatores de
enzimas (46). Sais de Khanna, meio Mineral e sais SR possuem como constituintes
comuns o fosfato de potassio monobasico (KH2PO.) e o sulfato de magnésio
(MgS0.4.7H20). Contudo, a presenca de NH4H.PO4 na composicdo de sais SR, e
ausente nas demais solugbes umectantes, pode ter influenciado negativamente a
sintese enzimatica. A presenca de ZnSO, e CuSOs na solugéo de sais de Khanna pode
ter favorecido a maxima produgao tanasica por A. niger ANG18, corroborando o fato de
que este fungo, quando cultivado em meio Khanna contendo acido tanico como fonte
de carbono, promoveu a maior produgao de tanase em FSbm (43). Por outro lado, outras
espécies de fungos filamentosos, tais como A. fumigatus MA (31), A. carbonarius (37) e
A. ruber (40) apresentaram maxima producdo de tanases quando utilizada agua de

torneira como agente umectante.
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Tabela 2. Efeito de diferentes solugbes umectantes adicionadas a FES sobre a

producdo de tanase por A. niger ANG18 empregando como substrato folhas de

eucalipto.
Solugdes umectantes Atividade enzimatica Atividade especifica
(U/mg prot.)

1:1 (m/v) (U/g subst.)
Agua destilada 18,56 £ 3,3 10,36 £0,2
Agua de torneira 16,07 £ 4,2 12,11 0,2
Sais de Khanna 29,82 +1,3 13,47 £0,4
Meio mineral 24,94 +1,2 10,85 £ 0,1
Sais SR 13,84 + 4,1 10,41 +0,4

Os cultivos foram realizados por 96 horas a 37°C com umidade relativa em torno de
60%.

A umidade do meio cultivo influencia no desenvolvimento dos microrganismos,
nos processos bioldégicos e enzimaticos. Para realizar suas atividades metabdlicas,
como a sintese de diferentes enzimas, os microrganismos necessitam de um limite
minimo de atividade de agua (47). Deste modo, analisando a influéncia da proporcao de
sais de Khanna empregada para umidificar o substrato folhas de eucalipto, verificou-se
a maior producao enzimatica (19,33 U/g de substrato) quando utilizado o nivel 1:1 (m/v)
com atividade especifica de 6,58 U/mg de proteina. A presencga de sais de Khanna no
nivel 1:3 (m/v) nao favoreceu a producao de tanase por A. niger ANG18, possivelmente,
porque a alta disponibilidade de umectante dificulta a aderéncia do fungo ao substrato
e, consequentemente, ndo ocorre producao de tanase para degrada-lo (48). Alto teor de
umidade prejudica a porosidade do meio, diminuindo as trocas dos gases e aumentando
a temperatura interno do meio. Em baixa umidade o crescimento do microrganismo é
prejudicado por diminuir a acessibilidade aos nutrientes, o que influencia na obtencao
do produto de interesse (49).

Temperatura e pH 6timo aparentes de atividade

A temperatura étima aparente de atividade da tanase contida no extrato bruto
produzido por A. niger ANG18 em FES foi de 40-45°C (Figura 2A). Acima de 45°C foi
observada reducdo da atividade enzimatica até a completa inativacdao a 70°C. O

aumento da temperatura promove o aumento do numero de colisbes entre a enzima e
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0 substrato resultando em maior atividade. Contudo, além do nivel 6timo de temperatura
algumas das ligacoes fracas que determinam a estrutura tridimensional das proteinas
sao rompidas, provocando a desnaturacao e causando sua inativacao (50). As enzimas
de Emericella nidulans e A. ochraceus apresentaram temperatura étima de atividade de
45°C e 30-45°C, respectivamente (51, 19). Contudo, altas temperaturas para a maxima
atividade enzimatica foram descritas para as tanases de Paecilomyces variotii (52) e A.
carbonarius (37).

Em sua maioria, as tanases sao enzimas acidas, com pH étimo de atividade
em torno de 5,5 (1). O pH étimo aparente de atividade foi igual a 5 (Figura 2B),
semelhante ao observado para as tanases de A. ochraceus (19), A. foetidus (50) e
Aspergillus niger AUMC 4301 (53).
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Figura 2. Temperatura 6tima aparente (A) e pH 6timo aparente (B) de atividade para a
tanase contida no extrato bruto produzido por A. niger ANG18 em FES utilizando

folhas de eucalipto como substrato.

Efeito da adicao de diferentes compostos na atividade tanasica

Algumas enzimas necessitam de ions metdlicos para obter sua completa
atividade catalitica (5, 33). A presenca de ions pode alterar a estrutura terciaria das
enzimas tornando-a mais ativa ou inativa (54). No caso da tanase encontrada no extrato
bruto produzido por A. niger ANG18, observa-se que a presenca dos ions estudados
nao exerceu grande influéncia nas atividades enzimaticas (Tabela 3). A atividade
enzimatica foi levemente favorecida na presenga BaCl, (+ 16%) e reduzida na presencga
de NaCl (- 44%) e CoClz (- 38%). De modo geral, as tanases costumam ser inibidas por
Cu?, Zn*2, Fe*2, Mn*? e Mg*?, sendo inativadas por MgSQO4 e CaSQs (3, 10). Diferindo

do observado para a enzima de A. niger ANG18, o BaClinibiu as atividades das tanases
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produzidas por A. niger ITCC 6514.07 (55), por Trichoderma harzianum MTCC
10841 (56) e por A. ochraceus (19).

Tabela 3. Efeito de diferentes compostos na atividade tanasica do fungo endofitico A.
niger ANG18.

Sais (1mM) Atividade relativa (%)
Controle 100
AgNO3 77,56 +8,3
BaCl, 116,93 + 11,3
CaClz 99,21 £9,7
CoClz 62,73 +3,3
CuClz 71,39+44
CuSOq4 83,86 £ 10,6
MgCl 68,77 +9,3
MgSO, 70,08 + 8.2
MnCl, 90,29 +6,7
MnSO4 70,08 +7.,8
NaCl 55,25 +2
NH.CI 93,44 +3
ZnS04 93,04 +8,4

4. CONCLUSOES

O fungo endofitico A. niger ANG18 apresentou potencial para producao de tanase
quando cultivado em Fermentacdo em Estado Sélido. A tanase apresentou
caracteristicas fisico-quimicas interessantes para aplicagdo industrial, como
temperatura 6tima a 45°C e manutencéo da atividade na presencga de diferentes ions.
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