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RESUMO

As enzimas de origem microbiana apresentam muitas caracteristicas que favorecem seu
emprego em diversos processos biotecnoldgicos existentes, sendo relevantes as vantagens de
conversdes enzimdticas em diferentes processos industriais e ambientais. A produgdo, na
maioria das vezes, ainda é economicamente dispendiosa, havendo necessidade de selecionar
novos microrganismos com elevado potencial na producdo de substincias de alto valor
agregado. A tanase (EC 3.1.1.20) € uma enzima capaz de hidrolisar liga¢des éster e depsidicas
de taninos hidrolisaveis obtendo-se como produtos a glicose e o dcido eldgico ou acido galico,
sendo o acido gdlico um importante substrato para as industrias farmac€uticas e quimicas. A
Fermentacdo em Estado Soélido (FES) é uma excelente alternativa para a producdo desta
enzima. O objetivo deste trabalho foi selecionar cepas flingicas oriundas do Bioma Caatinga
potencialmente produtoras de tanase. A selecdo dessas cepas foi realizada utilizando como
unica fonte de carbono o 4cido tanico a 1%. Para a determinacdo da atividade enzimética
esses espécimes foram testadas em Fermentagdo Submersa, incubadas em mesa agitadora, por
144 horas, a 40°C, em Meio Mineral contendo: KH,POs, MgS0,4.7H,0, NaCl, (NH4),SOy,
Extrato de Malte, Acido Tanico e H,O Destilada. Das 21 espécimes testadas 90,4% formou
halo de degradacio em torno das colOnias. As espécimes selecionadas como melhores
produtoras de tanase foram: LAB 07, LAB 14, LAB 15, LAB 17 e LAB 20. Para atividade, os
melhores resultados foram obtidos para LAB 07 e LAB 15, apresentando atividade de 0,155
Ul e 0,133 Ul, respectivamente. Esse estudo de producdo de tanases evidencia o elevado

potencial biotecnoldgico dos fungos da Caatinga.

PALAVRAS-CHAVE: Enzimas; Acido Tanico; Fermentacdo; Atividade Enzimaética.



ABSTRACT

The enzymes of microbial origin have many characteristics that promotes its use in several
existing biotechnological processes, being relevant the advantages of enzymatic conversions
in different industrial and environmental processes. Its production, in most cases, still
economically costly, requiring selection of new microrganisms with high potential in the
production of high value-added substances. The tannase (EC 3.1.1.20) is an enzyme able of
hydrolyzing hydrolysable tannin’s ester and depsidic bonds, obtaining as products glucose
and gallic acid or ellagic acid, gallic acid is an important substrate for the pharmaceutical and
chemical industries. The Solid State Fermentation (SSF) is a great alternative for the
production of this enzyme. The objective of this study was to select fungi strains from
Caatinga Biome possibly producer of tanase. The selection of these strains was performed
using as the single carbon source, 1% tannic acid. To determine the enzymatic activity of
these species were tested in submerged fermentation incubated in shaker, for 144 hours, at 40°
C in Mineral Medium containing: KH,PO,4, MgS0,4.7H,0, NaCl, (NH4), SO4, Malt Extract,
Tannic Acid and distilled H,O. Of the 21 species tested 90.4% formed round around the
colonies. The species chosen as the best producers tannase were LAB 07, LAB 14, 15 LAB,
LAB, LAB 17 and LAB 20. The best results were obtained for LAB 07 and LAB 15,
presenting activity of 0.155 and 0.133 UI, respectively. This tanases production study shows
the high biotechnological potential of fungi Caatinga.

KEYWORDS: Enzymes; Tannic Acid; Fermentation; Enzyme Activity.
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INTRODUCAO

A tanase ou tanino-acil-hidrolase (E.C. 3.1.1.20) € uma enzima de aplicacdo industrial
bastante diversificada, usada na producdo industrial de 4cido gdlico, cujo éster é utilizado
como agente conservante, na industria de alimentos para remover certas substancias
indesejdveis, na industria de racdo animal e no tratamento de efluentes de curtumes. Na
inddstria de alimentos sua maior aplicag¢do é no tratamento de folhas ou extratos de folhas de
chd, para reduzir o surgimento de turbidez em bebidas geladas, tudo isso em virtude da
presenca de taninos. Apresenta, também, grande potencial de aplicacdo em sucos de frutas
tropicais ricos em taninos (MELO et al., 2005).

A tanase € uma enzima indutivel capaz de hidrolisar taninos, levando a liberacao de 4cido
gdlico e glicose (MAHEDRAN et al., 2006). Na natureza, esta enzima favorece a invasao dos
microrganismos, principalmente fungos, em plantas hospedeiras, pela hidrélise de parte dos
compostos fenodlicos presentes em tecidos vivos ou em decomposi¢do, mais especificamente
os taninos hidrolisaveis (SCALBERT, 1991).

Podendo ser produzidas por fungos filamentosos e leveduras apresentam, na sua maioria,
estruturas proteicas com elevada massa molecular. Essas enzimas sdo produzidas na presenca
de um indutor, que normalmente € o 4cido tanico. Este 4acido pode estar também na
composi¢ao do meio de producdo da enzima como sua Unica fonte de carbono, € mesmo na
presenca de outro componente nutricional, a concentracdo do 4cido tanico € indispensadvel
para a producdo da tanase. Alguns estudos realizados mostram que a presenca de ions de
ferro, de zinco e de cobre, também, € considerada essencial para a producdo da enzima
(PINTO et al., 2005, HAMDY; FAWZY, 2012; GEORGE; ONG, 2013).

Para esse processo de produgdo de tanases por fungos, duas metodologias se apresentam
como alternativas, a Fermentagdo Submersa (FS), em que o microrganismo € inoculado em
meio liquido contendo fontes de carbono e nitrogénio e a Fermentacao em meio Sélido (FES),
na qual o microrganismo € inoculado em um meio contendo geralmente residuo
agroindustrial, umedecido ou ndo com uma solugdo salina, porém sem &agua livre disponivel
(BELUR; MUGERAYA, 2011).

A utilizacdo das tanases em processos industriais pode ser realizada de duas formas: uma
com contato direto do extrato enzimdtico ou da enzima imobilizada em suportes, com o
material polifendlico a ser hidrolisado ou, de outra maneira, cultivando o microrganismo
produtor de tanase diretamente no material rico em taninos que serd degradado em compostos

cada vez mais simples (AGUILAR e SANCHEZ, 2001).
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O objetivo deste estudo foi selecionar os melhores produtores de tanase entre 21
espécimes fungicos da Caatinga, mantidas na colecio LAB/CDSA, seleciona-los e purifica-

los para possiveis aplicagdes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Realizar a Bioprospeccdo da enzima Tanase produzida a partir de fungos filamentosos

da Caatinga.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Cultivar os fungos filamentosos da Caatinga, em meio seletivo para producio de
tanase;
e Determinar quais fungos filamentosos sdo capazes de se desenvolver a partir de dcido
tanico como fonte de carbono;
e Caracterizar a atividade taninolitica dos extratos;
e Realizar a caracterizacdo do perfil cromatografico de proteinas extracelulares,

produzidas nestas condi¢des.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 BIOPROSPECCAO

Como a mais antiga das atividades humanas, a bioprospec¢do consiste na identificacio
e avaliacdo de material biolégico encontrado na natureza, para a obtencdo de novos produtos

ou processos (ARTUSO, 2002).

Desde os primdrdios, o homem utiliza recursos naturais para as mais diversas
finalidades, em particular na forma de medicamentos, alimentos, suplementos alimentares,
cosméticos, inseticidas e defensivos agricolas. O conhecimento e o dominio de espécies vivas
sejam na forma de cultivo ou na domesticacdo de espécies selvagens, bem como de sua
exploracdo para os mais diversos fins, sempre constituiu um elemento importante no

estabelecimento de relagdes de poder (BALICK, 1996).

Quando se trata de “conservagdo ambiental” remete-se logo a biotecnologia e
bioprospeccao (AZEVEDO, 2003). Todo programa de bioprospec¢do tem como objetivo
basico o descobrimento de organismos que possibilitem o desenvolvimento de novos
produtos, esse programa reune trés etapas bdsicas: inventario e coleta de amostras, preparagdao
de extratos e determinacdo das propriedades (TEIXEIRA, 1997). Em resumo, prospec¢do da
biodiversidade ou simplesmente bioprospeccao significa “a exploragdo da diversidade

bioldgica por recursos genéticos e bioquimicos, de valor comercial” (SANT’ANA, 2002).

Apesar da bioprospeccdo ser um processo relativamente novo, podemos desde ja
destacar algumas das vantagens que seriam: propiciar conhecimento da biodiversidade e
potencial, fornecer substancias importantes ao homem, favorece o crescimento econdmico, €
um fator gerador de empregos, proporciona fundo para a conservagao, gera impostos, melhora
o nivel cientifico do pais e poderd melhorar o nivel de vida no planeta com a utilizag@o correta

dos recursos naturais (SANTOS, 2007).

Em viérios paises do mundo estdo sendo criados programas de bioprospeccao,
integrando universidades, institutos de pesquisas, industrias, entre outros, para descobrimento
e desenvolvimento de novos produtos (PALMA; YAMANE; CAMARGO, 2001). Os acordos
de bioprospeccdo t€m sido um dos mecanismos recentemente mais utilizados, e em plena

expansdo, para conseguir o aproveitamento comercial da abundante biodiversidade existente
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nos paises da América Latina e Caribe, principalmente, o chamado cinturdo tropical e
subtropical do planeta, onde se concentra mais da metade da biodiversidade estimada, regido

que representa apenas 7% da superficie da terra (Férum Ambiental, 1998).

Entretanto, outros setores consideram a bioprospeccao uma atividade lucrativa que,
entretanto, pode perfeitamente favorecer o desenvolvimento e a conservagao dos recursos dos
paises em desenvolvimento e, particularmente, das comunidades locais, devendo realizar-se
convénios transparentes que mostre claramente qual serd o beneficio dessas comunidades a
partir dessas parcerias e, tomando todas as cautelas necessdrias para que os danos sejam 0s

menores possiveis (ENRfQUEZ, 2005).

3.1.1 Bioprospeccao Enzimatica a partir de Fungos

A biotecnologia, por meio da utilizacdo de enzimas altamente selecionadas, surge
como uma estratégia para substituir os processos tradicionalmente utilizados, ou ao menos
otimizé-los, de modo a reduzir a carga téxica liberada ao meio ambiente (TUNCER et al.,
1999). O desenvolvimento tecnologico mundial avanga cada vez mais nesse caminho, devido
a irreversivel tendéncia de prevaléncia das politicas ambientais. Nesse sentido, a substituicao
de processos quimicos convencionais por processos enzimaticos torna o desenvolvimento e o

aprimoramento desta tecnologia de suma importancia (COELHO, 1993; CUNHA, 1999).

Os fungos constituem um grupo importante de organismos, conhecendo-se mais de
77.000 espécies, a maioria das quais, terrestres (PUTZKE e PUTZKE, 2002). Nas udltimas
décadas, a utilizacdo de fungos em bioprocessos ganhou importancia devido a producdo de
enzimas com caracteristicas fisico-quimicas variadas e com potenciais excelentes para a
aplicacdo industrial. A capacidade de sintese em grande escala, bem como a facilidade com
que sdo secretadas para o meio externo constituem algumas dessas caracteristicas
(IWASHITA, 2002; PAPAGIANNI, 2004). Devido a isso 0os microrganismos constituem a
principal fonte de enzimas industriais, esses podem ser cultivados em grandes quantidades e
por um pequeno periodo de tempo utilizando sistemas de fermentacdo (KAR; BANERJEE,
2000).

A primeira etapa para o desenvolvimento do processo de producdo de enzimas

microbianas é a selecdo da cepa. Enzimas extracelulares sdo preferidas, pois sdo mais

facilmente extraidas e dispensam métodos de extracdo mais dispendiosos (COURI et al.,
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1998). De acordo com Bon et.al. (2008), o microrganismo a ser considerado ideal para um

processo de producdo enzimdtica, deve apresentar as seguintes caracteristicas:
- Ser seguro sob o ponto de vista biolégico, ou seja, ndo ser patogénico;
- Apresentar elevada capacidade de sintese e excrecao da enzima;

- Suportar condi¢des ambientais adversas, relacionadas com a pressao osmdtica e a

temperatura;

- Ser tolerante a presenca de substancias téxicas, que podem ser geradas no processo de

tratamento da matéria-prima ou pelo proprio metabolismo celular.

As enzimas de origem microbiana apresentam muitas vantagens em relacdo as
equivalentes de origem animal ou vegetal, geralmente relacionadas ao hébitat e a fisiologia do
microrganismo produtor (por exemplo, organismos terméfilos produtores de enzimas termo
resistentes), possibilidade de manipulacdo genética e representam recurso renovavel

(OLIVEIRA et al., 2006; PASTORE, 2002).

3.2 POTENCIALIDADES DA CAATINGA

Sendo um bioma exclusivamente brasileiro, a Caatinga ocupa 734.478 Km?,
caracterizado por uma vegetacdo xerofila e caducifélia na qual a produgdo de folhas e flores
sao dependentes das chuvas que se distribuem de forma desigual quanto ao volume e época do

ano, com predominancia de clima BSh (Clima Semidrido Quente) (ANDRADE-LIMA 1981).

J& foram registradas 932 espécies de plantas vasculares (GIULIETTI et al., 2004), mas
o numero real de espécies na Caatinga é, provavelmente, ainda maior, uma vez que 41% da
regido nunca foi investigada e 80% permanece subamostrada (TABARELLI& VICENTE,
2004). Com mais de 25 milhdes de pessoas, aproximadamente 15% da populacdo do Brasil,
vivem na Caatinga (MITRMEIER et al., 2002), a populacdo rural é extremamente pobre e 0s
longos periodos de seca diminuem ainda mais a produtividade da regido, aumentando o
sofrimento da populagdo (SAMPAIO & BATISTA, 2004). Como a pobreza da populacdo é
considerada o principal desafio na Caatinga, a conservacdo da biodiversidade estd entre as
menores prioridades de investimento. Infelizmente, os governos e as organizagdes nao-
governamentais ainda ndo trataram, adequadamente, das potenciais relacdes entre a
conservacgdo da biodiversidade e a reducdo da pobreza, apesar do Parque Nacional da Serra da

Capivara oferecer um dos melhores exemplos, no pais, para isso (FUMDHAM, 1998).
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ANDRADE-LIMA (1989) chamou a atencdo para a riqueza da flora da Caatinga e
destacou os exemplos fascinantes das adaptacdes das plantas aos hébitats semidridos. Dessa
forma, a Caatinga, tem se destacado por conter uma grande diversidade de espécies vegetais,
muitas das quais endémicas ao bioma, e outras que podem exemplificar relagdes
biogeograficas que ajudam a esclarecer a dindmica histérica vegetacional da prépria Caatinga

e de todo o leste da América do Sul.

A diversidade da vegetacdo da caatinga, o nimero reduzido de estudos de longo prazo,
e a introducdo de espécies exdticas sao fatores que contribuem para o descaso existente com
relacdo a flora da Caatinga. Como resultado, geralmente as espécies nativas tendem a ocupar
um espaco secunddrio nos sistemas de produg¢do da regido, principalmente as espécies
lenhosas, das quais ndo se conhecem com precisdo os principais aspectos silviculturais
referentes ao seu desenvolvimento e produ¢do de madeira, lenha e forragem, dentre outros
aspectos. Outro fator agravante para o descaso reservado a vegetacdo nativa consiste na
desvalorizacdo das frutiferas nativas, cujos frutos sao comercializados de maneira rudimentar,
dificultando a introducdo dos mesmos no mercado interestadual e internacional. As espécies
meliferas, produtoras de corantes e de outras substancias como taninos, gomas, 6leos, ceras,
latex, fibras, etc., ainda permanecem na condi¢do de compor a flora caatinga, porém as suas
potencialidades sao ignoradas pela maioria da populacdo. Sdo aproveitadas por pequenos
produtores, sem uma mensuragdo efetiva que mostre a sociedade a sua real importancia para a
economia regional, ou em alguns empreendimentos, como o beneficiamento do umbu, a
curticao de peles com os taninos da casca do angico e a produ¢do de mel em édreas de caatinga

nativa (SAMPAIO et al., 2005).

3.2.1. Frutos da Caatinga com Taninos

Os taninos representam o quarto mais abundante constituinte vegetal, depois da
celulose, da hemicelulose e da lignina (SCALBERT, 1991). Sdo substancias secundarias,
fendlicas, responsdveis pela adstringéncia dos vegetais, apresentando massa molecular entre
cerca de 500 e 3000 Dalton e soliveis em dgua. Classificados tradicionalmente em: taninos
hidrolisaveis, encontrados em dicotiledoneas herbaceas e lenhosas; e taninos condensados que
ocorrem mais amplamente em gimnospermas e angiospermas (SANTOS e MELLO, 2004).
Atuam como captadores de radicais livres, e tem atividade antimicrobiana, antiviral,

antifiingica, anti-diarréica e antisséptica (MONTEIRO et al, 2005a).
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Os taninos fazem parte do metabolismo secundério das plantas (BHAT et al., 1998), a
maioria dos vegetais € portador de tanino, podendo ser encontrados nas raizes, no lenho, na
casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva. O teor e a espécie de tanino variam, nao
s6 de um vegetal para outro como também de uma parte para outro do mesmo vegetal

(SANTOS, 2000) como observamos na Tabela 1.

Tabela 1: Teor de taninos totais em algumas espécies vegetais.

Produtos Teor de tanino Referéncia
Abacaxi
Folha 0,81 % Santos et al., 2001
{Euulc 0,61 % Santos etal,, 2001
Sorgo 060-261"% Rodrigues, 1991
Mandioca 062-1,11% Carvalho et al_, 1993
Caja 0,35-0,72 % Embrapa 1992
Café (casca) 1,31 -297% Filho et al., 2000
Folha de couve flor 0.21 g/ 100mg Santos et al., 2000
Folha de brocoh (1.325 g/100mg Santos et al., 2000
Couve 0,290 g/100mg Santos etal., 2000
Taioba
Folhas L0 g/100mg Santos, 2000
{ Limbuo 1,17 g/ 100mg Santos, 2000

Caule 0,82 g/100mg Santos, 2000
Fonte: BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004.

Lekha e Lonsane (1997) relataram que o acumulo de taninos pelas plantas protege
partes vulnerdveis do ataque microbiano, inativando virus e enzimas invasivas secretadas
pelos microrganismos. Essas enzimas sdo totalmente ou parcialmente inativadas pela
formacdo de complexos com os taninos. Porém, muitos desses microrganismos sao resistentes
aos taninos e podem crescer e se desenvolver em sua presenca. A degradacdo microbiana de

taninos € mais relatada para taninos hidrolisaveis, principalmente galotaninos.

Muitas espécies florestais da caatinga sdo ricas em taninos, substincias fendlicas
presentes nas suas folhas e cascas cuja funcdo bdsica nas plantas é de defesa contra a
herbivoria dos animais, enquanto o homem usa os taninos em seu beneficio na curticdo de
peles. O mercado nacional de taninos baseia-se na extracdo de taninos das cascas de acicia
negra (Cdssia nigra), com plantios localizados na regido Sudeste do Brasil. Apesar do alto

7

teor (~20%) de taninos na casca desta espécie, a producdo € insuficiente para atender a
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demanda. A indistria curtidora local utiliza bastante a casca de angico como fonte de taninos,
exercendo uma intensa pressao sobre esta esséncia florestal. Em algumas regides curtidoras de
peles, o angico praticamente ndo mais existe, necessitando de estudos que identifiquem as
condic¢des para o seu restabelecimento, de modo que a extracdo da casca e do tanino volte a
ser uma realidade. Felizmente, outras espécies nativas apresentam altos teores de taninos em
sua composicdo, tais como a baraiina, a aroeira, e as juremas branca e preta. (MENEZES et

al., 2008)

A jurema preta (Figura 1), planta tipica da caatinga, apresenta 18% de taninos em sua
casca (DINIZ et al., 2003), e pode produzir até 10kg de taninos para cada metro estéreo de
lenha, por meio de um processo simples de imersdao da casca em dgua quente (70°C) por duas
horas. Considerando que um hectare de jurema preta em um sitio degradado produz em média
40 estéreos de lenha, o qual é vendido no campo a menos de R$10,00 (R$ 400,00 de lenha por
hectare), acredita-se que a renda proveniente dos 10 x 40 = 400 kg de taninos dessa mesma
drea iguale ou supere a renda obtida com a venda da lenha (PAES), com a vantagem adicional
de que a retirada da casca melhora a qualidade e diminui o tempo de secagem da lenha e da

estaca.

Figura 1: Arvore de Jurema Preta

Fonte: Marcos Drumond,2010/Embrapa
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3.3 ENZIMA

Enzimas sdo catalisadores biolégicos, sendo, em sua maioria, polimeros constituidos
por aminodcidos ligados por ligacdes peptidicas covalentes. Os catalisadores atuam
diminuindo a energia requerida para a ativacdo de uma determinada reagdo, tornando, assim,
mais rdpida a obtencdo do produto. As reagdes ndo catalisadas requerem mais energia para
serem iniciadas e, por isso, sua velocidade é menor que as reacdes catalisadas (LENINGHER,
2006). Possuem propriedades que as tornam altamente requisitadas. Sdo muito ativas e
versateis, realizando uma série de transformacdes de modo seletivo e rapido. A grande
vantagem € que elas catalisam as transformacOes moleculares sem a ocorréncia de reacdes
paralelas, o que € comum em sinteses quimicas, tudo isso devido sua especificidade, e, ainda
pela facilidade em se regular sua atividade, pois para isso basta modificar a natureza do meio

de reacgdo, alterar o pH ou adicionar algum efetor (PATEL, 2002; PIZARRO & PARK, 2003).

Nos primeiros estudos as enzimas mais estudadas eram aquelas de origem animal ou
vegetal, contudo as de origem microbiana apresentam grande potencial para a aplicacdo
industrial, ja que sdo facilmente produzidas em larga escala, via fermentacdo. Sdo também
mais facilmente expressas (clonadas) em organismos de cultivo ja estabelecido (GANDHI,

1997).

O mercado mundial da tecnologia enzimdtica movimenta, anualmente, cerca de 2
(dois) bilhdes de dolares (NORDISK, 1996). Tal montante justifica-se pelo interesse gerado
por processos que envolvem tecnologia de baixo custo energético, com menor impacto
ambiental e que utiliza matérias-primas renovdveis, adequando-se ao reaproveitamento de
sub-produtos da agroindustria. O custo de uma enzima é um dos principais fatores que
determinam sua producdo. Reduzir os custos de producdo por otimizagdo do meio
fermentativo e do processo é o objetivo da pesquisa basica para aplicagdes industriais (PARK
et al., 2002). A demanda por enzimas mais estdveis em aplicagdes industriais esta crescendo
rapidamente. Com isso, se faz necessdrio a busca de enzimas microbianas que apresentem

estabilidade em faixas elevadas de pH e temperatura (KHALIL, 2002).

As enzimas industriais sdo grandes representantes dos processos biotecnolégicos. O
setor de producdo de enzimas apresenta muitas iniciativas de pesquisa e desenvolvimento,
resultando na producdo de diversos produtos novos € no melhoramento dos processos e do

desempenho dos produtos ja existentes no mercado (BCC, 2005).
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3.4 TANASE

Tanino acilhidrolase conhecida como tanase (E.C: 3.1.1.20) ¢ uma enzima que
hidrolisa ésteres e ligacdes laterais de taninos hidrolisaveis (BANERIJEE et al., 2001). A
tanase € uma enzima induzivel, ou seja, € produzida em maior quantidade na presenca de
dcido tanico ou do seu produto final, que € o 4cido gélico (Figura 2). Porém, o mecanismo de
inducdo da tanase ainda ndo foi elucidado. Acredita-se que o 4cido tanico ndo seja o indutor
da enzima, uma vez que o seu tamanho e reatividade com a membrana e parede celular,
impedem a absorcdo dessa molécula pela célula. Assim, sugere-se que niveis bdsicos de
tanase, produzida constitutivamente, hidrolisem o acido tanico em acido galico e glicose, e
entdo, o dcido gélico possa ser absorvido pela célula, funcionando como o indutor da enzima

(LEKHA; LONSANE, 1997).

Figura 2: Hidrélise do Acido Tanico

COOH
CH,OR, CH,OH
EC 3.1.1.20
1 * 9 1
OR) OR, + OH OH
OR, & = OH
OH
Acido Tanico Acido Galico Glicose

Fonte: AGUILAR et al., 1999

A tanase pode ser obtida a partir de fontes vegetal, animal e microbiana (KAR &
BANERIEE, 2000). Os microrganismos compreendem a fonte mais importante para obtencao
dessa enzima, isso porque podem ser cultivados em larga escala e por um curto periodo de
tempo, levando a producdo de tanase em altas quantidades, continuamente. Além disso, as
enzimas produzidas pelos microrganismos sdo mais estaveis do que aquelas obtidas por outros
organismos. O melhoramento genético também pode ser uma alternativa interessante ja que os
microrganismos podem ser manipulados facilmente e os resultados obtidos mais rapidamente

do que em animais e plantas (MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2005).
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Tanases produzidas por fungos filamentosos e leveduras apresentam, na maioria,
estruturas proteicas com elevada massa molecular. Essas enzimas sdo produzidas na presenca
de um indutor, que normalmente € o 4cido tanico. O 4cido pode estar também na composicao
do meio de produgdo da enzima, a unica fonte de carbono. E mesmo na presenga de outro
componente nutricional, a concentragao do 4cido tanico € indispensavel para a produgao da
tanase. Alguns estudos realizados mostram que a presenca de fons de ferro, de zinco e de
cobre, também, € considerada essencial para a producdo da enzima (PINTO et al., 2005,
HAMDY; FAWZY, 2012; GEORGE; ONG, 2013). Estdveis em uma faixa de pH de 3,5 a
8,0, pH 6timo de 5,5 a 6,0, estabilidade a temperaturas de 30 a 60°C e temperatura 6tima em

torno de 30 a 40°C (AGUILAR; GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

O uso de microrganismos termofilos e termotolerantes possibilita ainda a produgdo de
enzimas mais estdveis do que aquelas produzidas por mesoéfilos ndo termotolerantes. A
atuacdo dessas enzimas em processos de producdo em temperaturas mais elevadas traz muitas
vantagens como a reducdo da viscosidade do meio, facilitando o bombeamento, filtracdo e
centrifugacdo, permite a hidrélise enzimdtica em altas concentracdes de substrato e diminui a
contaminagdo por mesofilos, que sdao a maioria em um ambiente industrial. Outra
caracteristica das enzimas termoestdaveis € sua maior resisténcia a acao de proteases, uma vez
que, quanto mais rigida for a molécula, menos o sitio de protedlise € exposto, além da maior

resisténcia a desnaturacdo por alguns solventes organicos (GOMES et al., 2007).

A tanase estd presente em muitas plantas ricas em taninos principalmente em suas
frutas, folhas, galhos e nascascas (BANERJEE&KAR, 2000). Encontrada em maiores
quantidades dentro da célula ligada a membrana, no entanto, também pode ser secretada para
o meio de cultura (BRADOO et al., 1997). E principalmente utilizada para producdo de acido
gdlico, chds instantaneos, na estabilizacdo da cor do vinho, processo de tratamento de couro,
detanificacdo de alimentos, produ¢cdo de antioxidantes e para tratamento de efluentes na

industria de couros (BANERJEE et al., 2001).

Alguns fungos, principalmente os pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium
sdao produtores de tanases (RAJAKUMAR e NANDY, 1983). Para a produ¢do por fungos,
dois processos de fermentagdo podem ser utilizados, a Fermentacdo Submersa (FS) ou a
Fermentacdo em Estado Sdélido (FES). De acordo com a literatura, a FES € mais vantajosa que
a submersa, sobretudo pela grande economia de dgua e pela possibilidade da utilizacdo de

residuos industriais ou de substratos de baixo custo, disponiveis na natureza, como folhas de
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vegetais a serem utilizados como fonte de carbono e taninos para o fungo durante a produgdo
da enzima. (MACEDO et al., 2005). A exploracdo adequada da fermentacdo sélida, usando
residuos da agroindustria, pode significar a reducao do custo de produgdo de tanase. O uso de
residuos agroindustriais pode ajudar ndo somente a reduzir a polui¢do ambiental, mas também

agregar valor as industrias processadoras (PANDEY et al., 2000).

Embora existam muitas aplicacdes industriais da tanase em potencial, poucas sdo
efetivamente empregadas devido essencialmente ao custo de producio da enzima, que ainda é
elevado e, principalmente ao pouco conhecimento sobre seu modo de agdo catalitica. A
enzima pode ter vasta aplicacdo na industria de alimentos, principalmente sucos, cervejaria,

cosméticos, farmacéutica e indudstria quimica (LEKHA & LONSANE, 1997).

Devido a este aspecto de elevado custo de producdo, observa-se a necessidade de mais
estudos e identificacdes de tanase produzida por fungos de diversas regides, otimizando o

processo de producdo da mesma, tornando-a mais acessivel.

3.5 MERCADO MUNDIAL DE ENZIMAS

O uso de enzimas em processos industriais € de grande interesse, em especial devido a
facilidade de obtencdo (por biotecnologia) e as vantagens em relacdo aos catalisadores
(aceleradores de reagcdes) quimicos, como maior especificidade, menor consumo energético e
maior velocidade de reacdo. Além disso, a catdlise enzimdtica tem outros beneficios, como o
aumento da qualidade dos produtos, em relagcdo a catalise quimica; a redugdo dos custos de
laboratdrio e de maquindrio, gracas a melhoria do processo; ou a fabrica¢do controlada de

pequenas quantidades.

O mercado mundial de enzimas industriais estd dividido em dois grandes segmentos:
enzimas (enzimas técnicas, enzimas para inddstria de alimentos e enzimas para ragdo animal)
e enzimas especiais (enzimas terap€uticas, enzimas para diagndstico, enzimas para quimica
quiral e enzimas para pesquisa). Em termos percentuais, as enzimas de uso industrial

representam mais de 60 % do mercado mundial de enzimas (BON et.al., 2008).

A demanda mundial por enzimas cresceu a um ritmo de quase dois digitos de 2003
para 2008, auxiliada em grande parte, pelo aumento rdpido dos precos mundiais de energia
(produzida por processos enziméticos e produtos relacionados com melhor custo-beneficio e
facilitou a legislacao de uma rdpida expansao do mercado de etanol combustivel, sobretudo

nos Estados Unidos) e o sucesso do lancamento de vérios produtos farmacéuticos que contém
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enzimas. O mercado de enzimas tem se tornado muito mais desafiador, desde entdo, e o
crescimento serd significativamente moderado daqui para frente. (FREEDONIA, 2009).0
mercado brasileiro de enzimas, embora ainda pouco representativo (cerca de 2% do total
mundial), revela grande potencial, devido a enorme geracdo de residuos agroindustriais e ao
dinamismo das industrias de alimentos, medicamentos, tecidos e celulose/papel. A reducao do
custo de produgdo de enzimas € favorecida, no pais, pela possibilidade de bioconversao de
subprodutos agricolas como farelo de trigo, farelo de algoddo, casca de soja e outros

(MUSSATTO, FERNANDES e MILAGRES, 2007).
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia do Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido (CDSA), da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG). Todos os materiais utilizados foram devidamente esterilizados por meio de

autoclavagao, a 121 °C, 1 atm, por 25 minutos.

4.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS

As coletas dos microrganismos foram realizadas em uma area umida da Caatinga,
tendo sido coletadas amostras de plantas e solo de diferentes locais das mediagdes do
laboratério do CDSA/UFCG. As amostras foram colocadas em tubos de plastico do tipo
eppendorf contendo 1 mL de solucgdo salina a 0,9%. O liquido superficial presente nos tubos
foi depositado na superficie de cada placa de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura BDA

(Batata, Dextrose e Agar) (Tabela 2), de maneira uniforme.

Tabela 2: Componentes do meio de cultura Batata, Dextrose e Agar (BDA)

COMPONENTE QUANTIDADE
Batata 200g
Dextrose 20g
Agar 20g
Agua Destilada g.s.p- 1000mL

As placas foram identificadas com seus respectivos contetdos e incubadas em BOD

(BiochemicalOxygenDemand), por 72 horas, a 37°C.

4.1.1 Manutencao dos Isolados

Inicialmente foram isoladas 21 espécimes, sendo essas devidamente armazenadas de
acordo com o método Castellani (CASTELLANI, 1939). A metodologia baseia-se na retirada
de discos da placa de Petri contendo o fungo acrescido em meio BDA e transferido para tubos
de plastico do tipo eppendorf, como mostra a Figura 3, contendo 1 mL de 4gua destilada e

armazenados em geladeira.
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Figura 3: Método Castellani
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Fonte: SOUSA, 2014.

4.2 DETECCAO DA CAPACIDADE TANILOLITICA DOS FUNGOS

Foram testadas as 21 (vinte e uma) espécimes isoladas das dreas préximas ao
Laboratério do CDSA/UFCG. As espécimes foram inoculadas para o centro do meio
contendo o 4cido tanico (Tabela 3) contido em placas de Petri, sendo incubadas em estufa a
40°C por 96 horas. Os testes foram realizados em triplicatas. Apds a incubacdo, a aparéncia

das colonias e tamanho do halo em torno das col6nias foi determinada (MURUGAN et al.,
2007).

Tabela 3: Meio de Cultura para produgdo de Tanase

COMPONENTE QUANTIDADE
Acido Ténico lg
Agar 20¢g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

4.3 CONTAGEM DE ESPOROS

ApOs a realizacdo dos testes, as 5 (cinco) melhores espécimes produtoras de tanase
foram selecionadas e inoculadas em placas de Petri contendo 20mL de meio BDA (Batata,

Dextrose e Agar) para produgio de esporo, incubadas em BOD 2 37°C por 72 horas.

Para a suspensdo de esporo foi adicionada com auxilio de uma Pipeta Pasteur, uma
gota de detergente comercial e 1 mL de Solucdo Salina, a 0,9%, evitando a agregacdo dos

esporos e, facilitando a contagem.
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Com uma pipeta Pasteur foi coletada uma pequena aliquota da suspensao (2ul) e
depositada em um dos canais laterais ao campo central da Camara de Neubauer (Figura 4).
Aguardou-se 1 minuto para que houvesse a sedimentacdo dos esporos e foi realizada a
contagem das cinco espécimes selecionadas como melhores produtoras de tanase, uma por

vez. Para a contagem foi usado o microscépio 6ptico.

Foi observado no microscépio apenas o quadrante C da Camara de Neubauer.

Figura 4: a) Camara de Neubauer; b) Quadrante C.
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Fonte: BARGA, 2007

4.3.1 Para o Calculo de Esporos

Como o quadrante C (com 0,1 mm° de volume) € dividido em 25 sub-quadrantes, ao
serem contados os esporos nos 5 sub-quadrantes (c), tem-se o nimero de esporos em um
volume de suspensdo igual a 0,004 mm’ x 5 = 0,02 mm’ (= 0,00002 cm?). Logo em 1 sub-
quadrante (c) temos o numero médio de esporos (n° observado + 5) em um volume de
0,00002 cm’ + 5 = 0,000004 cm’. Para se obter o niimero estimado de esporos em C, que tem
um volume 25 vezes maior que ¢, devemos considerar que temos 25 vezes mais esporos
contidos em um volume de 0,000004 cm’® x 25 =0,0001 cm’. Para se obter o nimero estimado

de esporos/mL faz-se o seguinte calculo:

numero médio de esporos em C x 25 ---------- 0,0001 cm®

X €Sporos ---------- 1 cm? (=1mL)

Logo, o nimero de esporos/mL ¢ igual a:

(nimero médio de esporos contados em ¢) x (2,5 x 10°)
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4.4 PRODUCAO DE TANASE

A suspensdo de esporos foi inoculado em dois diferentes tipos de meio: meio sélido e

liquido, esses meios contendo 4cido tdnico como tnica fonte de carbono a 1%.

Em placas de Petri contendo 20 mL de meio diferencial (Acido Tanico, 1g; Agar,

16g; H,O destilada, 1000mL), foram inoculados 20 pl. da suspensdao com esporo incubadas

em BOD, a 40°C, por 96 horas.

Para Fermentacdo Submersa foi utilizado um meio mineral descrito na Tabela 4. As
culturas foram obtidas mediante indculo de ImL de uma suspensdo de esporos em &dgua
destilada estéril em uma concentragdo final de 10° esporos/mL, em frascos Erlenmeyer de
250mL, contendo 100 mL de meio. As culturas foram mantidas a 40°C, em mesa agitadora,

por 144 horas.

Tabela 4: Meio mineral para determinacdo da atividade enzimatica

COMPONENTE QUANTIDADE
KH,PO4 1.0g
MgS0,4.7H,O 20¢g
NaCl 10g
(NH4),SO4 30¢g
Extrato de Malte 1,0g
Acido Ténico 10g

H,0O Destilada g.s.p- 1000mL

4.5 OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO
Ap6s o periodo de incubacdo, a biomassa foi separada por filtracdo a vicuo e a

massa seca foi determinada apds 96 horas de incubacdo em estufa a 37°C. O liquido filtrado

foi usado para determinar a atividade de tanase extracelular.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA TANASE
Para as quantificagdes enzimdticas, as atividades foram expressas em

miligrama por decilitro (mg/dL) e foram testadas com auxilio de um glicosimetro automatico
(Figura 5) da marca Accu-ChekPerforma®. E um aparelho que realiza testes rapidos com
apenas uma pequena gota do material a ser analisado, garante resultados confidveis nos testes,

exibe o resultado em apenas 5 segundos.
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Figura 5: Aparelho Glicosimetro automadtico utilizado para aferir a quantidade de Glicose presente no meio.

4.7 CARACTERIZACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DAS PROTEINAS
EXTRACELULARES

Sendo um dos mais novos € mais importantes membros das técnicas de separacao, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sua aplicagdo considerada indispensdvel em
vdrios laboratérios. Ela utiliza equipamentos muito sofisticados que podem ser totalmente

automatizados.

Neste método sao utilizadas colunas, nas quais uma fase moével liquida elui sobre a
fase estaciondria que estd em seu interior, sendo esta formada de materiais especialmente
preparados; emprega-se alta pressdo na separacdo dos componentes da amostra sendo capaz

de completar a andlise em alguns minutos (COLLINS; GUIMARAES, 1997; CECCHI, 2003).

4.7.1 Preparaciao das amostras

Nesse estudo as amostras foram homogeneizadas e filtradas em filtro de nylon para

seringa, com poro de 0,45 um (Figura 6).
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Figura 6: Filtro de nylon com porosidade de 0,45um.

4.7.2 Liofilizacao das amostras
Feito esta homogeneizacao e filtragem, um volume de 10 mL foi congelado e colocado

para liofilizar (Figura 7).

Figura 7: Amostras congeladas sendo colocadas para liofilizar.
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4.7.3 Perfil cromatografico das amostras
Apo6s a desidratacdo, via liofilizagcdo, as amostras foram ressuspensas em ImL de

dgua deionizada e 20puL. da amostra foi aplicada no HPLC para andlise (Figura 8).

Foi utilizada uma coluna C18 (marca) de 4,5 x 150mm, com particula de 10um e

poros de 100A.

As corridas foram realizadas em gradiente crescente de metanol (grau HPLC), em
agua deionizada, quando de 0 a Smin a concentracdo de metanol foi 0%, de 5 a 30min foi
realizado um gradiente linear até a concentracdo de 95% de metanol, mantendo esta

concentracao por Smin.

O material eluido da coluna foi analisado em um detector UV-Vis (DAD), nos

comprimentos de onda de 214 e 280nm.

Figura 8: Aparelho para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em fase reversa.

Q0 |




33

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIO DE AVALIACAO
A selecdo de cepas fungicas produtoras de tanase foi realizada em meio de

fermentacdo sélida, os isolados foram avaliados quanto a capacidade em degradar o meio que
possui como principal fonte de carbono o acido tanico. A Tabela 5 indica o diametro do halo

de degradac¢do de cada espécime observado.

Tabela 5: Ensaio de avaliag¢do, didmetro do halo de degradacao para producio de tanase.

Isolados Diametro do halo (cm)
LAB 01 2,0
LAB 02 0,5

LAB 03 (*) 0,0
LAB 04 2,0
LAB 05 (*) 0,0
LAB 06 1,8
LAB 07 4,0
LAB 08 0,8
LAB 09 0,7
LAB 10 1,2
LAB 11 2,0
LAB 12 1,2
LAB 13 1,8
LAB 14 2,5
LAB 15 2,5
LAB 16 1,7
LAB 17 2,5
LAB 18 2,0
LAB 19 1,5
LAB 20 2,0
LAB 21 2,0

Nota: (*) isolados que néo apresentaram resultados quanto a degradag@o do meio.

Dos espécimes testados a concentragdao de 1% de 4cido tanico no meio diferencial,

19 (90,4%) mostraram capacidade de degradagdo sobre o 4cido tinico, na temperatura de
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40°C, incubadas por 96 horas. Apenas 2 espécimes ndo mostraram essa capacidade, com
auséncia de halo em torno das colonias. Muitos fungos, bactérias e leveduras sdo resistentes
aos taninos e podem crescer e se desenvolver na presenca destes, como: Aspergillus,

Penicillium, Fusarium, Bacillus cereus, Corynebacterium sp, Candida sp e Pichia sp (BHAT

et al., 1998).

Outros testes foram realizados com uma concentracdo maior de dcido tanico, foram
testadas as concentragdes 3, 5 e 10%, o que se pode observar que, nessas concentracdoes o
meio precipitava. Para a concentragcdo de 1% a 30°C a formacdo de halo era quase

imperceptivel.

Nesse estudo o efeito da temperatura sobre a atividade da tanase mostrou que a
atividade maxima desta enzima foi obtida a 40°C, podendo ser produzida pela indudstria numa
temperatura em torno de 37°C, minimizando os custos. BELUR e MUGERAYA (2011)
relatam que, o efeito da temperatura na atividade da enzima é um fator de extrema relevancia

a ser considerado, bem como a estabilidade da enzima as temperaturas.

Segundo GOMES et al., (2007), o uso de microrganismos termoéfilos e
termotolerantes possibilita a producdo de enzimas mais estdveis do que aquelas produzidas
por mesdfilos ndo termotolerantes. A atuacdo dessas enzimas em processos de producdo em
temperaturas mais elevadas traz muitas vantagens como a reducdo da viscosidade do meio,
facilitando o bombeamento, filtracdo e centrifugacdo, permite a hidrélise enzimética em altas
concentracdes de substrato e diminui a contaminagdo por mesoéfilos, que sao a maioria em um

ambiente industrial. Além da maior resisténcia a desnaturagdo por alguns solventes organicos.

Com base nos resultados da Tabela 5, alguns fungos que apresentaram melhores
resultados quanto a producdo da enzima tanase foram escolhidos. Os isolados selecionados

foram: LAB 07, LAB 14, LAB 15, LAB 17 e LAB 20. A Figura 9 mostra a representacao dos

halos de degradagdo em torno das colonias destes cinco selecionados.



35

Figura 9: Representacdo dos espécimes LAB 07 (a); LAB 14 (b); LAB 15 (c); LAB 17 (d) e LAB 20 (e).

Nota: As marcagdes nas placas mostram o diametro do halo de degradagdo.

Ensaios para revelar e visualizarmos melhor a degradac¢do foram realizados, utilizou-
se uma pequena quantidade de vermelho congo por 1, 3 e 5 minutos, mas a enzima ndo
revelou. Foi usado também o Iodo nos mesmos intervalos de tempo, o qual também nao foi

possivel a visualizagdo.

O indice enzimatico (IE) (Tabela 6) dos cinco selecionados como melhores

produtores de tanase foi calculado.

Tabela 6: Indice Enzimatico (IE) da enzima tanase no meio de cultura a 1% de 4cido tanico.

Isolado Oc Oh IE
LAB 07* 0,7 3,3 4,71
LAB 14 0,8 1,7 2,12
LAB 15* 0,3 2,1 7,00
LAB 17 0,5 2,0 4,00
LAB 20 04 1,6 4,00

Nota: Abrevia¢do e simbolos convencionais utilizados:
*: isolados que apresentarem melhores resultados

IE — Indice Enzimético (IE= @h/@c)

@¢ — Diametro médio da colonia

@h — Didmetro médio do halo de degradagéo
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Os cinco isolados nomeados por LAB 07, LAB 14, LAB 15, LAB 17 e LAB 20
apresentaram grande potencial para producao de tanase a 1%, tendo destaque os isolados LAB
07 e LAB 15 com um valor de IE de 4,71 e 7,00, respectivamente. Embora esses dois isolados
em destaque tenham obtido alto valor de IE, os cinco selecionados apresentaram IE>2,0 e de
acordo com Lealem e Gashe (1994) para que um microrganismo seja considerado como bom

produtor de enzimas em meio s6lido devem apresentar um IE > 2,0.

5.2 SELECAO DOS ISOLADOS
Depois de selecionados, foi realizada a contagem dos esporos destes espécimes em
Camara de Neubauer, os resultados observados estdo demonstrados na Tabela 7. A Figura 10

apresenta uma foto feita pela leitura em Camara de Neubauer.

Tabela 7: Resultado da contagem de esporo dos isolados por mL.

Isolados Quantidade de esporo/ mL

LAB 07 750.000
LAB 14 * 2.200.000
LAB 15 1.950.000
LAB 17 * 2.350.000
LAB 20 1.300.000

Nota: * isolados com maior quantidade de esporos por mL.

Para célculo da quantidade de esporo, foi usado: (nimero médio de esporos contados em ¢) x (2,5 x
10°)

Como observamos na Tabela 7, todos os espécimes flingicos estudados apresentaram

um grande numero de esporo. As amostras de LAB 14 e LAB 17 apresentaram valores >

2.000.000 esporos por mL.
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Figura 10: Imagem vista através do microscépio 6ptico do Quadrante C na contagem de esporos em Camara de
Neubauer

Para cada espécime foi realizado duas observacdes com principal objetivo de ndo

comprometer a confiabilidade dos resultados.

5.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE TANINOLITICA
Um ml do in6culo foi inoculado em meio liquido e incubado por 144 horas, em mesa
agitadora, a 40°C. Os cinco isolados estudados formaram um precipitado (Figura 11) que serd

utilizado para determinar a atividade enzimética.

Figura 11: Meio liquido precipitado apds 144 horas de incubagido em mesa agitadora.

A filtragem foi realizada com ajuda de uma bomba a vécuo, sendo que toda biomassa

foi separada (Figura 12) e levada a estufa para secagem, por 96 horas. Os valores da
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determinagdo estdo representados na Tabela 8. Todo conteddo filtrado foi utilizado para

determinar a atividade enzimatica.

Figura 12: Massa do Micélio da espécie LAB 20 ap6s filtragem a vacuo.

Tabela 8: Determinacdo da Biomassa, separada ap6s 96 horas de incubacao, a 37°C.

Isolado Peso Papel de Filtro Peso Massa Seca Biomassa

LAB 07
LAB 14
LAB 15
LAB 17
LAB 20

0,834 ¢
0,816 g
0,812 g
0,830 g
0,835 ¢

0,840 g
0,822 ¢
0,820 g
0,836 g
0,839 ¢

0,006 g
0,006 g
0,008 g
0,006 g
0,004 g

Nota: Para célculo e determinagdo da Biomassa, foi usado:

(massa seca — massa papel de filtro) = biomassa (g)

Todos os espécimes estudados apresentaram valores semelhantes ou proximos,

apenas o espécime LAB 20 mostrou um resultado um pouco discrepante com relagdo aos

demais. O espécime LAB 15 foi o que apresentou maior valor de biomassa igual a 8mg. Os

estudados LAB 07, LAB 14 e LAB 17 apresentaram valores semelhantes de massa seca,

obtendo os trés o mesmo valor de biomassa igual a 6mg.

Com ajuda de um Glicosimetro aferiu-se a quantidade de Glicose presente em cada

meio filtrado depois de incubados por 144 horas, sob agitacdo, a 40°C, os valores foram
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expressos em mg/dL (Tabela 9). O meio controle contendo apenas o 4cido tinico possui

quantidade de glicose igual a 19 mg/dL.

Tabela 9: Quantidade de Glicose expressa em mg/dL e em mmol/L.

Isolado Quantidade de Glicose Quantidade

(mg/dL) (mmol/L)
LAB 07 28 1,55
LAB 14 LO* -
LAB 15 24 1,33
LAB 17 LO* -
LAB 20 LO* -

(*) Nota: LO = abaixo do limite de deteccdo do aparelho, ou seja, a glicose estd muito baixa.

Para Quantidade em mmol/L, foi usado: (quantidade em mg/dL multiplicado por 0,0555)

A amostra de LAB 07, apresentou maior producdo de glicose referente as outras em
estudo, quantidade igual a 28 mg/dL, um ndmero bem significativo. A amostra de LAB 15
também obteve um valor favordvel igual a 24 mg/dL. Enquanto as amostras de LAB 14, LAB
17 e LAB 20 tiveram valores abaixo do limite de detec¢do do aparelho. O aparelho usado na
andlise mede a partir de 10mg/dL, concluimos que esses isolados ndo identificados
produziram uma quantidade de glicose muito baixa. O que se espera é que a glicose em um
meio com fungos deveria ser baixa, pois ele iria consumir toda glicose presente nesse meio,
mas o0 que acontece € que a tanase produzida quebra todo 4cido tanico presente no meio
liberando glicose em um nivel bem maior que o consumido, mesmo com a biomassa

semelhante.

Para obtermos a produtividade da enzima baseada na quantificacdo do produto, foi
calculado o UI dessas duas amostras (Tabela 10), para o cdlculo do Ul usamos a seguinte

férmula:

Quantidade de Glicose . Massa da Glicose = X (mmol/L)

Logo:

Xumol
=Y (umol/ ml)

X . 1000 = =
100 ml
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Portanto:

Yumol /ml

" = U (umol/ min . ml)

Tabela 10: Produtividade da enzima baseada na quantificagdo do produto.

Linhagem U (umol/min . ml enzima)
LAB 07 0,155
LAB 15 0,133

As cepas apresentaram potencial produtor de tanase com valores de atividade de
0,155 e 0,133 UI, para LAB 07 e LAB 15, respectivamente, essa atividade estd sendo
considerada 6tima, levando em consideragdo a concentracdo de acido no meio sendo de
apenas 1%. Esses resultados se assemelham aos obtidos por Macedo et. al. (2005),
considerando como uma atividade o6tima os valores de 0,106; 0,1037 e 0,1021 U. E
importante ressaltar a necessidade de outros testes com maiores concentracdes de acido
tanico, ja que relatos da literatura nos mostram que a concentracdo de acido tanico presente no
meio de fermentacdo estd diretamente relacionada com a producdo de enzima. Lekha &
Lonsane (1997), Bajpai & Patil (1997) e Pinto (2003) nos relatam que, o &cido tinico
desempenha o papel de fonte de carbono para o microrganismo, bem como de indutor da

sintese. Dessa maneira, a presenga de dcido tanico € imprescindivel para a sintese de tanase.

Vimos neste estudo que, o espécime LAB 07 € melhor produtor de tanase em meio
liquido, enquanto o LAB 15 tem melhor produ¢do em meio s6lido sendo recomendado para
este a Fermentacdo em Estado s6lido. A amostra de LAB 07 precisa de mais estudos para
verificar se um melhor crescimento em meio liquido estimularia a produgdo de tanase,
obtendo maiores indices. Fazendo uma relacdo entre a biomassa e a producdo de enzima

(Tabela 11), veremos:
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Tabela 11: Relagdo entre a atividade enzimatica e a biomassa para andlise da influéncia desta na produgéo da
enzima, para as duas amostras.

Cepa Ul Biomassa Ul/Biomassa
LAB 07 0,155 6 mg 0,025 U/mg
LAB 15 0,133 8 mg 0,016 U/mg

O espécime LAB 07 obteve uma atividade mais vantajosa na presenca de uma menor
biomassa, enquanto o LAB 15 que possui uma maior biomassa obteve uma atividade mais
baixa. Esta relacdo se dd pelo fato de que na presenca de uma maior quantidade de biomassa
esta possa consumir a glicose presente no meio, por isso, recomendam-se testes com outras
concentracdes para sabermos ao certo se a concentracdo de biomassa vai interferir na

producdo enzimatica.

5.4 CARACTERIZACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DAS PROTEINAS
EXTRACELULARES

A andlise realizada por cromatografia liquida revelou o perfil de cada espécime
observado em dois comprimentos de onda, 214 nm (para ligacdo peptidica) e 280 nm (para
aminodcidos com anel aromadtico). As Figuras 13, 14, 15, 16, 17 e 18 mostram os perfis

cromatograficos dos espécimes LAB 07, LAB 14 e LAB 15 respectivamente.

Figura 13: Perfil cromatografico do espécime LAB 07 observado sob comprimento de onda de 214nm.
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Figura 14: Perfil cromatogréfico do espécime LAB 07 observado sob comprimento de onda de 280nm.
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Figura 15: Perfil cromatogréfico do espécime LAB 14 observado sob comprimento de onda de 214nm.
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Figura 16: Perfil cromatogréfico do espécime LAB 14observado sob comprimento de onda de 280nm.
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Figura 17: Perfil cromatogréfico do espécime LAB 15 observado sob comprimento de onda de214nm.
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Figura 18: Perfil cromatogréfico do espécime LAB 15 observado sob comprimento de onda de 280nm.
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Observamos no perfil de cada amostra que ha uma variacdo de tamanho do pico no
tempo de 30 minutos na leitura a 280 nm. O espécime LAB 07 destaca-se com um maior pico
de absorbancia nessa leitura em 30 minutos quando comparado a leitura a 214 nm, alcangando

um valor equivalente a 200 mAU.

Apesar da precisdo do método de CLAE, foi realizada a tentativa de comparar os
maiores, com o menor produtor de tanase, afim de identificar o pico, correspondente no
cromatograma, a enzima de interesse.

Como ndo conhecemos a composi¢cdo dos aminodcidos da tanase, foi tentada a leitura

de 214 e 280nm, afim de obtermos analise melhor.

Apesar do indicio do pico encontrado em, aproximadamente, 30 minutos do
cromatograma, ser o que mais variou, ndo foi possivel estabelecer uma correlacio entre este

pico e a atividade da tanase.

Madura (2001) em estudo com fragdes ativas em coluna de DEAE-Toyopearl 650M
foram aplicadas na coluna de Toyopearl HW 55F, apresentando o perfil cromatografico a 280
nm. Afirma que podemos ter atividade da enzima obtida em um tnico pico no tempo entre 17
e 30 minutos, entretanto como o tipo de coluna utilizado neste trabalho foi outra (C18 - fase

reversa) ndo foi possivel identificar o pico correspondente a enzima.
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Se houvesse uma correlacdo de algum dos picos com a atividade, terfamos utilizado a

FR-CLAE para purificar a enzima e testa-la sobre o substrato.

6 CONCLUSOES

e Dentre as 21 cepas obtidas, 19 sdo potencialmente produtoras de tanase mediante
selecdo induzida pela presenca de 4cido tanico;

e Os cinco fungos selecionados como melhores produtores de tanase apresentaram oS
seguintes valores de Indice Enzimético: LAB 07 IE 4,71; LAB 14 IE 2,12; LAB 15 IE
7,00; LAB 17 IE 4,00 e LAB 20 IE 4,00.

e Verificou-se a habilidade das amostras isoladas da Caatinga, LAB 07 e LAB 15 em
hidrolisar o 4cido tanico, apresentando atividade enzimética de 0,155 e 0,133UlI,
respectivamente;

e Esse estudo de produgdo de tanases evidencia o elevado potencial biotecnolégico dos

fungos da Caatinga.
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