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Resumo 

 A utilização de biofilmes como forma inovadora para cultivar fungos 

filamentosos tem sido cada vez mais empregada na produção de enzimas. 

Quando o fungo se desenvolve aderido a uma superfície, formando então o 

biofilme, seu metabolismo é amplificado e consequentemente sua secreção 

enzimática. Deste modo, a fermentação por biofilme (FB) torna-se uma 

alternativa atrativa para a produção de enzimas, que são um dos principais 

produtos de interesse biotecnológico. Dentre as enzimas produzidas por fungos 

filamentosos, as tanases se destacam devido sua ampla gama de aplicações 

industriais, como na indústria de alimentos, bebidas, ração animal, farmacêutica 

e química. Estas enzimas atuam na hidrólise de ligações éster de taninos 

hidrolisáveis, como o ácido tânico, liberando glicose e ácido gálico, o qual é 

intermediário na síntese de compostos como o propil-galato (utilizado como 

aditivo na indústria de alimento), pirogalol (conservante) e trimetropina 

(antibacteriano). Desta forma, esta pesquisa visou a produção de tanases por 

biofilmes de Aspergillus ochraceus desenvolvidos em suporte inerte de 

polietileno. Em FB o fungo foi cultivado em condições ótimas em meio Khanna 

tendo 1,5% (m/v) de ácido tânico como fonte de carbono e 0,1% (m/v) de extrato 

de levedura como fonte adicional de nitrogênio, por 72 horas a 28ºC, 50 rpm e 

pH inicial 5,0. A tanase de A. ochraceus apresentou temperatura ótima aparente 

de 30ºC e pH ótimo aparente de 6,0. Mostrou também boa estabilidade na faixa 

de 30º-40ºC, apresentando ainda 50% de sua atividade inicial nos tempos de 

100 e 180 minutos, respectivamente. Os valores de pH de 5,0-6,0 foram os mais 

estáveis. A atividade enzimática foi aumentada na presença de ureia, MnCl2 e 

NH4Cl, e inibida na presença de íons Ag+ e Ba2+. A aplicação do extrato bruto 

para tratamento de efluentes de curtume do couro de bode reduziu em 83% o 

teor de taninos presentes após 2 horas de incubação. Também reduziu em 62% 

o teor de taninos presentes na farinha de sorgo após 5 dias de tratamento. A 

enzima contida no extrato foi capaz de produzir propil-galato, sendo a maior 

produção obtida em 96 horas de reação. Os biofilmes foram ainda reutilizados e 

um aumento de 20,5% e 30,5% foram observados na atividade enzimática, 

respectivamente, na primeira e segunda reutilização. Foi realizada a microscopia 

eletrônica de varredura dos biofilmes (MEV), na qual a formação de canais foi 

observada, o que permite a troca eficiente de nutrientes entre o biofilme fúngico 

e o ambiente. Deste modo, o fungo A. ochraceus em FB apresentou bom 

potencial na produção de tanase com propriedades importantes para aplicação 

industrial. 

Palavras-chave: Aspergillus ochraceus; Efluente; Fermentação por biofilme; 

Propil-galato; Tanino acil hidrolase.  

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

The use of biofilms as an innovative way to grow filamentous fungi has been 

increasingly employed in the production of enzymes. When the fungus develops 

adhered to a support, then forming the biofilm, its metabolism is amplified and 

consequently its enzymatic secretion. In this way, biofilm fermentation (BF) 

becomes an attractive alternative for the production of enzymes, which are one 

of the main products of biotechnological interest. Among the enzymes produced 

by filamentous fungi, the tannases stand out due to their wide range of industrial 

applications, such as the food, beverage, animal feed, pharmaceutical and 

chemical industries. These enzymes act on the hydrolysis of ester bonds of 

hydrolysable tannins, such as tannic acid, releasing glucose and gallic acid, 

which is intermediate in the synthesis of compounds such as propyl gallate (used 

as an additive in the food industry), pyrogallol (preservative) and trimethoprim 

(antibacterial). Thus, this research aimed at the production of tanases by 

Aspergillus ochraceus biofilms developed in inert polyethylene support. In BF the 

fungus was cultivated under optimum conditions in Khanna medium containing 

1.5% (w/v) tannic acid as a carbon source, 0.1% (w/v) yeast extract as an 

additional source of nitrogen, for 72 hours at 28° C, 50 rpm and initial pH of 5.0. 

The A. ochraceus tannase had an optimum apparent temperature of 30ºC and 

an optimum apparent pH of 6.0. It also showed good stability in the 30-40 range 

presenting as well 50% of its activity on 100 and 180 minutes, respectively. The 

pH values of 5-6 were the most stable. The enzymatic activity was increased in 

the presence of urea, MnCl2 and NH4Cl, and inhibited in the presence of Ag+ and 

Ba2+ ions. The application of the crude extract to treat tannery effluents from goat 

leather reduced the content of tannins present after 2 hours of incubation by 83%. 

Also reduced by 62% the content of tannins present in sorghum flour after 5 days 

of treatment. The enzyme contained in the extract was also capable of producing 

propyl gallate, and the highest yield was obtained in 96 hours of reaction. Biofilms 

were also reused and an increase of 20.5% and 30.5% were observed in the 

enzymatic activity, in the first and second reuse respectively. Scanning electron 

microscopy of biofilms was performed, in which channel formation was observed, 

which allows the efficient exchange of nutrients between the fungi biofilm and the 

environment. Finally, the fungus A. ochraceus in BF presented good potential in 

the production of tanase with important properties for industrial application. 

Keywords: Aspergillus ochraceus; Wastwater; Biofilme fermentation; propyl 

gallate; Tannin acyl hydrolase.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os processos biotecnológicos têm representado mundialmente uma nova 

opção para a produção de metabólitos de interesse industrial, apresentando 

vantagens quando comparados aos processos químicos convencionais 

(MENDES et al., 2011). As enzimas são um dos principais produtos de interesse 

biotecnológico e processos alternativos para a sua produção têm sido cada vez 

mais explorados com a finalidade de se reduzir custos e elevar a produtividade. 

(FLORÊNCIO, BALDINO e FARINAS, 2017). Um exemplo é a utilização de 

biofilmes, uma forma inovadora e eficiente de cultivar fungos filamentosos uma 

vez que os aspectos morfológicos dos biofilmes fúngicos contribuem para a 

produção de enzimas (VILLENA e GUTIERREZ-CORREA, 2007).  

Devido às inúmeras aplicações industriais existentes para a tanase, é 

justificável a busca de formas alternativas para a obtenção desta enzima, 

visando a otimização e o barateamento do processo. Desta forma, torna-se 

atrativa a fermentação por biofilmes (FB) de fungos filamentosos. Grande parte 

dos fungos relatados com capacidade para sintetizar tanases tem sido isolada a 

partir do solo como Aspergillus phoenicis (RIUL et al., 2013) e Aspergillus 

ochraceus (GONÇALVES et al., 2012). O fungo filamentoso A. ochraceus foi 

escolhido para este estudo uma vez que foi capaz de produzir tanases tanto em 

fermentação submersa como em fermentação em substrato sólido, como 

descrito por Gonçalves et al. (2012) e Gonçalves et al. (2013), sendo um 

candidato interessante para a investigação da produção de tanases utilizando 

FB.  

A fermentação utilizando biofilmes fúngicos tem sido utilizada para a 

obtenção de diferentes produtos, entre eles as enzimas como, por exemplo, a 

celulase e a fitase produzidas por biofilmes de A. niger e R. microsporus, 

respectivamente (VILLENA E GUITIERREZ-CORREA, 2006; SATO et al., 2016). 

Contudo, até o momento, não foi descrita a produção de tanases por biofilmes 

fúngicos, sendo que o gênero Aspergillus é o que mais se destaca na produção 

destas enzimas (SELWAL e SELWAL, 2012). 
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1.1 Taninos 

 

Durante o período de crescimento e maturação em plantas, algumas 

substâncias podem ser encontradas em sua estrutura e estas apresentam papel 

essencial em seu desenvolvimento. Estas substâncias são chamadas de 

metabólitos secundários. Um dos mais importantes metabólitos secundários são 

os polifenóis (HASSANPOUR et al., 2011) e dentre eles, destacam-se os 

flavonóides, os ácidos fenólicos e os taninos (ANGELO; JORGE, 2007). 

Taninos são compostos polifenólicos naturais solúveis em água que são 

encontrados em cascas, galhos, folhas e frutos de plantas vasculares, com 

massa molecular variando de 0,3 a 5 kDa. Estes compostos estão presentes 

também em algumas plantas não vasculares (ARBENZ e AVÉROUS, 215). O 

teor e o tipo de tanino variam não só de um vegetal para outro como também de 

uma parte para outra do mesmo vegetal (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 

2004). São o quarto constituinte vegetal mais abundante após a celulose, 

hemicelulose e lignina (RANA e BHAT, 2005). Formam o segundo grupo mais 

abundante de fenóis na natureza e possuem atividades biológicas importantes, 

como proteção de tecidos vegetais contra herbivoria e mecanismo de defesa 

contra doenças causadas por fungos, bactérias e vírus. Embora saiba-se que os 

taninos inibem o crescimento microbiano, há um número de microrganismos 

capazes de degradar estes compostos e ainda crescer utilizando ácido tânico 

como única fonte de carbono (BANERJEE e PATI 2007). Estes microrganismos 

desenvolveram mecanismos necessários para superar o efeito inibitório do 

tanino, como a produção da tanase.  

Os taninos são considerados os substratos naturais para as tanases, 

porém estas enzimas também são capazes de degradar ésteres de ácido gálico 

(LEKHA e LOSANE, 1997). Tradicionalmente, os taninos foram classificados em 

dois grandes grupos: taninos condensados e taninos hidrolizáveis. A 

classificação atual e mais aceita divide os taninos em quatro grupos: galotaninos, 

elagitaninos, taninos condensados e taninos complexos (Figura 1) (CHÁVEZ-

GONZÁLEZ et al., 2011). 
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Figura 1. Estrutura química dos diferentes grupos de taninos  

 

Fonte: Modificado de CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al., 2011. 

 

1.1.1 Galotaninos e Elagitaninos 

 

Os galotaninos e os elagitaninos compõem o grupo dos taninos 

hidrolisáveis. Os taninos hidrolisáveis são compostos quimicamente por um 

carboidrato central denominado poliol (geralmente a D-glucose) com os grupos 

hidroxila esterificados pelo ácido gálico (galotaninos) ou pelo ácido 

hexadihidroxifênico (elagitaninos) (Figura 2). Esses taninos estão sujeitos à 

hidrólise por ácidos, bases ou por ação enzimática (MIN et al., 2003; PATRA e 

SAXENA, 2010). 
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Figura 2. Estrutura dos taninos hidrolisáveis

 

Fonte: QUEIROZ, MORAIS e NASCIMENTO, 2002. 

 

Os galotaninos são os taninos mais simples que existem e são formados 

por unidades de galoil ou di-galoil esterificado a um núcleo de glicose ou outro 

álcool poli-hidroxi. As moléculas são compostas normalmente por um núcleo de 

glicose contendo de 6 a 9 grupos galoil. O mais comum dos galotaninos é o ácido 

tânico (Figura 3) (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004). 

 

Figura 3. Estrutura química do ácido tânico 

 

Fonte: Modificado de NAKAMURA, TSUJI e TONOGAI, 2003. 
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  Nos elagitaninos, os grupos fenólicos são moléculas de ácido 

hexadihidroxifênico que podem se desidratar espontaneamente para formar sua 

estrutura estável, o ácido elágico (CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al., 2011). Os 

elagitaninos constituem a classe mais conhecida de taninos com mais de 500 

produtos naturais identificados (ARBENZ e AVÉROUS, 2015). 

 

1.1.2 Taninos Condensados 

 

Taninos condensados (Figura 4), também intitulados proantocianidinas, 

são polímeros não-ramificados formados pela condensação de moléculas de 

flavan-3-ol (catequina) e flavan-3-4-diol (leucoantocianidina), produtos do 

metabolismo do fenilpropanol, unidas por ligação carbono-carbono. O flavan-3-

ol é o metabólito secundário mais abundante produzido pelas plantas. Estes 

taninos podem conter de duas a cinquenta unidades flavonóides (BATTESTIN, 

MATSUDA e MACEDO, 2004; SHAY e CONSTABLE, 2018; SCHOFIELD, 

MBUGUA e PELL, 2001). 

 

Figura 4. Estrutura química de tanino condensado 

 

Fonte: BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004. 
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  Os taninos condensados ocorrem como oligômeros polifenólicos e 

polímeros em muitas frutas, plantas medicinais e leguminosas forrageiras 

(ROPIAK et al., 2017). Estes não possuem nenhuma molécula de açúcar e são 

resistentes à hidrólise. Entretanto, podem ser solúveis em solventes orgânicos 

aquosos, dependendo de sua estrutura, sendo sujeitos à clivagem quando em 

meio oxidante dando origem às antocianidinas (BATTESTIN, MATSUDA e 

MACEDO, 2004). 

 

1.1.3 Taninos Complexos 

 

 Taninos complexos são aqueles taninos nos quais a unidade de catequina 

(flavan-3-ol) é ligada glicosidicamente a uma unidade de galotanino ou 

elagitanino, apresentando assim características de taninos hidrolisáveis e de 

taninos condensados. Estes taninos podem sofrer a ação hidrolítica da enzima 

tanase (CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al., 2011).  

 

1.1.4 Aplicação industrial dos taninos 

 

 Os taninos apresentam importantes aplicações na indústria como na 

estabilização da cerveja, processo no qual é utilizado o ácido tânico, que é um 

tanino hidrolisável, com o objetivo de se reduzir a concentração de proteínas na 

bebida. Na presença destes compostos as proteínas sofrem precipitação como 

complexos tanino-proteínas, que são retirados da cerveja através das operações 

unitárias de sedimentação ou centrifugação seguida de filtração (BATTESTIN, 

MATSUDA e MACEDO, 2004). 

Os taninos são de especial importância na indústria de vinhos, uma vez 

que são os principais responsáveis pela cor, estrutura e paladar dos vinhos tintos 

(GÓMEZ-PLAZA e CANO-LÓPEZ, 2011). 

Outra aplicação dos taninos está no curtimento de pele animal para sua 

transformação em couro e nesse setor o tanino vegetal é o mais utilizado.  Os 

taninos podem ser empregados também na produção de resinas. As resinas 
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produzidas com tanino vegetal podem apresentar características de ligação 

interna, viscosidade e tempo de formação de gel semelhantes ás resinas 

comerciais conhecidas (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004). 

 

1.2 Tanases 

 

Tanino acil hidrolase (TAH; EC 3.1.1.20), usualmente chamada de tanase, 

é uma enzima induzível podendo ser produzida na presença de ácido tânico. É 

responsável pela hidrólise de ésteres e ligações laterais (depsídicas) em vários 

substratos, como o ácido tânico, que é um tanino hidrolisável, liberando ácido 

gálico e glicose (Figura 5) ou ácido elágico (no caso dos elagitaninos) (SETH e 

CHAND, 2000; CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al., 2011; WU et al., 2016; YAO et al, 

2014).  

Figura 5. Hidrólise do ácido tânico pela tanase  

 

 Fonte: MACEDO et al., 2005. 

 

A tanase é uma enzima que pode estar ligada à membrana (intracelular) 

ou ser secretada para o meio externo (extracelular) (GOUVEIA et al., 2012). A 

indução da produção enzimática pode ocorrer pela presença do ácido tânico 

como fonte principal de carbono ou do seu produto final de hidrólise, que é o 

ácido gálico (COSTA et al., 2012). Deste modo, a utilização do ácido tânico ou 
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outro indutor, como ésteres de ácido gálico, como fonte carbono se torna 

essencial para que o microrganismo produza a tanase. Outras fontes de carbono 

podem estar presentes no meio, entretanto é a concentração de ácido tânico o 

fator predominante na produção da enzima (BATTESTIN e MACEDO, 2007). 

A THA hidrolisa ainda outros substratos, como os éteres de ácido gálico: 

metil-galato, o propil-galato, o ácido digálico, o galato de epicatequina e galato 

de epigalocatequina, liberando ácido gálico (RODRÍGUES- DURÁN et al., 2011). 

Catalisa também a hidrólise de taninos complexos, mas é incapaz de hidrolisar 

taninos condensados uma vez que não afeta as ligações carbono-carbono 

presentes nestes compostos (RODRÍGUES- DURÁN et al., 2011). 

Teighem (1867) foi o primeiro autor a descrever esta enzima ao analisar 

duas espécies de fungos, Penicillium glaucum e Aspergillus niger, que 

cresceram na presença de taninos. A tanase é produzida não somente por 

fungos filamentosos, mas também por bactérias e leveduras (AGUILAR et al., 

1999).  

  

1.2.1 Fontes de tanase 

 

 As tanases podem ser extraídas de fontes vegetais, animais e 

microbianas (RAMOS et al., 2011). No caso dos vegetais, podem ser obtidas 

principalmente a partir de frutos, folhas e cascas. A tanase de fontes vegetais é 

menos estável em comparação às tanases de fontes microbianas (BELUR e 

MUGERAYA, 2011). Em fontes animais a tanase pode ser extraída do intestino 

de bovinos ou das mucosas ruminais. Existem relatos também de que alguns 

insetos produzem a enzima durante seu estado larval (AGUILAR e GUTIERREZ-

SANCHEZ, 2001). 

 Contudo, são as fontes microbianas as preferidas para a produção 

industrial desta enzima, destacando-se principalmente os fungos (Tabela 1). As 

enzimas produzidas por fontes microbianas são mais estáveis do que as 

similares obtidas de outras fontes (LEKHA e LONSANE, 1997). Os 

microrganismos podem produzir tanases continuamente e em grandes 

quantidades, resultando assim em um maior rendimento a partir da determinação 
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de métodos de fermentação otimizados (MELO et al., 2014). A importância dos 

fungos filamentosos como fontes de enzimas pode ser explicada devido a sua 

ampla diversidade bioquímica, possibilidade de manipulação genética e elevada 

produção e secreção do produto no meio extracelular, facilitando sua 

recuperação do meio de fermentação (WU et al., 2016; GUIMARÃES e SOUZA, 

2017).  
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Tabela 1. Fungos filamentosos e leveduras produtores de tanase. 

Microrganismo Forma de 

produção 

Tempo de 

cultivo 

Referências 

Aspergillus sp. GM4 FSbm 72 horas Melo et al. (2014) 

Aspergillus ssp. 

UCP1284 

FES 48 horas Liu et al. (2016) 

Aspergillus aculeatus FES 72 horas Bagga, Pramanik e 

Pandey (2015) 

Aspergillus 

carbonarius 

FES 72 horas Valera et al. (2015) 

Aspergillus foetidus FES 

modificada 

72 horas Mukherjee e Banerjee 

(2006) 

Aspergillus fumigatus 

Cas- 21 

FSbm 24 horas Cavalcanti et al. (2017) 

Aspergillus japonicus 

246A 

FSbm 24 horas Bradoo et al. (1997) 

Aspergillus niger FSbm/FES 72 horas Lal et al. (2012) 

Aspergillus niger 

ATCC 16620 

FSbm ___ Sabu et al. (2015) 

Aspergillus niger FBT1 FSbm 72 horas George e Ong (2013) 

Aspergillus niger Van 

Tieghem 

FSbm 96 horas Aboubakr et al. (2013) 

Aspergillus ochraceus FSbm 72 horas Gonçalves et al. 

(2012) 

Aspergillus oryzae FSbm 120 horas Varadharajan et al. 

(2015) 

Aspergillus phoenicis FSbm 72 horas Riul et al. (2013) 

Aspergillus tamarii FSbm 144 horas Costa et al. (2008) 

Rhizopus oryzae FES 

modificada 

72 horas Mukherjee e Banerjee 

(2006) 

Verticillium sp. FSbm 21 dias Kasieczka-Burnecka et 

al. (2007) 

Fonte: Autora. 
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1.2.2 Aplicação das tanases 

 

 Uma das principais aplicações comerciais das tanases está no 

processamento de chás instantâneos. Uma exigência importante desta bebida é 

a solubilidade em água fria uma vez que o chá instantâneo é preparado 

principalmente com água gelada. Um precipitado insolúvel se forma 

naturalmente quando o preparado é deixado repousando por algumas horas a 

4ºC ou menos, o que é, portanto, um grande problema na fabricação instantânea 

de chá. Em baixas temperaturas ocorre a polimerização de polifenóis (taninos 

presentes nas folhas de chá) e também a interação da cafeína e das proteínas 

com tais componentes, levando à precipitação. A utilização de tanase evita o uso 

de substâncias químicas para a remoção destes compostos, assegurando um 

produto final de excelente qualidade, solúvel em água e caracterizado pelo alto 

conteúdo de componentes aromáticos e coloração apropriada (BENIWAL et al., 

2013).  

 Ainda com relação à indústria de bebidas, é utilizada na fabricação de 

vinhos. A aplicação de tanases nos produtos do tratamento da uva favorece a 

remoção de compostos fenólicos, estabilizando e incrementando a qualidade 

dos vinhos. Grande parte da coloração do vinho é proveniente da presença de 

taninos. Quando a bebida entra em contato com o ar ocorre a oxidação destes 

componentes o que pode causar uma turbidez indesejável e consequentemente 

perda de qualidade do produto final. Tal turbidez pode ser evitada com a 

utilização desta enzima, impedindo assim que ocorra a reação de oxidação 

(AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001; BATTESTIN, MATSUDA e 

MACEDO, 2004). 

No que se refere às rações animais, a adição de tanase em rações 

contendo taninos beneficia a digestão dos animais ao remover esses compostos 

indesejados, favorecendo a assimilação dos nutrientes (MURUGAN e AL-

SOHAIBANI, 2010). Um exemplo disto é o sorgo, o quinto cereal mais produzido 

em todo o mundo, empregado na formulação de rações. Os taninos presentes 

no grão podem formar complexos estáveis com proteínas e minerais, diminuindo 

assim a digestibilidade e valor nutricional da ração (SCHON, BATTESTIN e 

MACEDO, 2012). 
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Na indústria de alimentos, a aplicação das tanases está relacionada com 

a remoção de certas substâncias indesejadas e na produção industrial de ácido 

gálico, cujos ésteres são usados como agentes de conservação (BARTHOMEUF 

et al., 1994). Pode ser aplicada também no tratamento de efluentes 

proporcionando uma opção mais eficaz e de baixo custo na remoção dos taninos 

presentes no processo de curtimento do couro. Este processo utiliza, além de 

diferentes substâncias químicas, taninos para o tratamento da pele, gerando um 

efluente altamente poluído com elevadas concentrações de substâncias 

orgânicas e inorgânicas (AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001; 

BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004; CASSANO et al., 2001). 

  Entretanto, é na produção de ácido gálico que temos sua aplicação 

industrial mais importante, uma vez que esta molécula é intermediária na síntese 

de compostos como o propil-galato (utilizado como aditivo na indústria de 

alimento), pirogalol (conservante) e a trimetropina (agente antibacteriano) 

(LEKHA e LONSANE, 1997). Com relação à síntese de propil-galato, de forma 

similar a outras esterases, a tanase em meio aquoso catalisa 

predominantemente reações hidrolíticas. Entretanto, em meios orgânicos com 

teores reduzidos ou nulos de água, as reações de esterificação passam a ser 

predominantes (Figura 6) (PINTO et al., 2005). 

 

Figura 6. Conversão de propil-galato em ácido gálico pela tanase em função do 

meio reacional. 

 

(Fonte: PINTO et al., 2005). 

 

 O propil-galato é um antioxidante alimentar de grande interesse uma vez 

que previne a oxidação lipídica (ADEGOKE et al., 1998). O ácido gálico é o 

substrato para a síntese química ou enzimática do propil-galato (FERNANDEZ-

LORENTE et al., 2011).  Como antioxidante primário, o propil-galato promove a 
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remoção ou inativação dos radicais livres formados durante a iniciação ou 

propagação da reação de oxidação, através da doação de átomos de hidrogênio 

a estas moléculas, interrompendo assim a reação em cadeia gerada por esta, 

prevenindo então a degradação de lipídeos (RAMALHO e JORGE, 2006). 

 

1.3 Fungos Filamentosos 

 

O primeiro item a ser definido para o desenvolvimento do processo de 

produção de enzimas é a seleção da linhagem do microrganismo (BATTESTIN, 

MATSUDA e MACEDO, 2004). 

Os fungos são organismos eucarióticos, que podem ser unicelulares, 

como as leveduras ou multicelulares, como os fungos filamentosos (TORTORA, 

FUNKE, e CASE, 2012). São metabolicamente versáteis e amplamente 

distribuídos na natureza. Eles existem em associação com outras espécies 

como, por exemplo, os líquens e como patógenos de animais e plantas ou 

apresentam-se como organismos de vida livre. Muitos são considerados como 

degradadores primários da natureza porque secretam uma grande variedade de 

enzimas hidrolíticas que degradam os materiais orgânicos residuais. Muitas 

espécies produzem metabólitos secundários. Neste contexto, diversas espécies 

fúngicas são exploradas comercialmente como fontes de enzimas e metabólitos 

para aplicações industriais (ARCHER, CONNERTON e MACKENZIE, 2008). 

Os fungos filamentosos formam massas visíveis chamadas de micélios, 

compostas de longos filamentos (hifas) que se ramificam e se entrelaçam. O 

micélio é responsável por todas as funções vegetativas do organismo. Os fungos 

podem se reproduzir sexuada e assexuadamente. Tanto a reprodução sexuada 

quanto a assexuada ocorrem pela formação de esporos e os fungos podem ser 

identificados por estes devido a variações em suas cores e texturas (CUNHA, 

2011; TORTORA, FUNKE, e CASE, 2012). 

Fungos filamentosos são capazes de crescer em meios de cultura de 

baixo custo, relativamente simples e produzirem elevadas quantidades de 

enzimas (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2011). São inúmeros os estudos 

sobre enzimas produzidas por fungos filamentosos, devido à capacidade que 
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estes possuem de produzir moléculas mais estáveis e em maior quantidade, 

sendo os gêneros Aspergillus e Penicillium os mais aplicados para este propósito 

(CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al., 2011). 

 

1.3.1 O gênero Aspergillus 

 

 O gênero Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729, por Micheli. 

Compreende fungos filamentosos, anamorfos (reprodução assexuada) e de 

dispersão cosmopolita, podendo ser encontrados muitas vezes em material 

vegetal em decomposição. Sua predominância no ambiente natural, facilidade 

de cultivo em meios laboratoriais e a importância econômica de várias das suas 

espécies, instigaram o interesse de muitos micologistas e microbiologistas 

industriais no estudo do gênero. Durante a diferenciação micelial destes fungos, 

são desenvolvidas as chamadas células podais, em forma de "T" ou "L”, ligadas 

a uma hifa vegetativa que produz um único conidióforo perpendicular ao longo 

eixo da célula. Uma hifa ereta se desenvolve a partir da célula podal do 

conidióforo, que forma em seu ápice uma vesícula arredondada ou elíptica. A 

extremidade da vesícula dá origem a uma camada de células chamadas de 

métulas ou fiálides, que produzem longas cadeias de esporos mitóticos 

chamados conídios ou conidiósporos (Figura 7). O tamanho e o arranjo das 

cabeças dos conidióforos, bem como a cor dos esporos que carregam, são 

importantes características de identificação. Por exemplo, espécies do grupo A. 

niger possuem esporos pretos, para as espécies do grupo A. ochraceus a 

coloração dos esporos varia de amarelo a marrom, enquanto para A. fumigatus, 

A. nidulans e A. flavus são verdes (TORTORA, FUNKE, e CASE, 2012; 

BENNETT, 2010; SCHUSTER et al, 2002; MAESTRELLO, 2018). 
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Figura 7. Conidióforo de Aspergillus flavus. 

 

(Fonte: TORTORA, FUNKE, e CASE, 2012). 

  

1.3.1.1 Aspergillus ochraceus  

 

O fungo filamentoso Aspergillus ochraceus pertence à Seção Circumdati. 

Se desenvolve em temperaturas moderadas e apresenta temperatura ótima de 

crescimento na faixa de 25 a 30°C. Morfologicamente é caracterizado pela 

presença de conídios e vesículas globosas. Seu conidióforo é liso e não septado. 

É comumente encontrado no solo e em vários alimentos, principalmente os que 

são armazenados, como os cereais, especiarias e frutas secas. O fungo A. 

ochraceus é capaz de produzir a ocratoxina A (OTA), uma micotoxina nefrotóxica 

e carcinogênica para alguns animais (KLICH, 2002; PALACIOS-CABRERA et 

al., 2005). 

O uso de A. ochraceus para produção de enzimas de interesse 

biotecnológico tem sido relatado como, por exemplo, por Gonçalves et al. (2012), 

para a produção de tanases por fermentação submersa, por Betini et al. (2009) 

para a produção de xilanases por fermentação em estado sólido e por Guimarães 

et al. (2007), para a produção de β-D-fructofuranosidase extracelular também 

por fermentação em estado sólido, entre outras.  
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1.3.2. Produção enzimática por fungos filamentosos 

 

Os métodos comumente utilizados para a produção de enzimas por 

microrganismos são a fermentação submersa (FSbm) e a fermentação em 

estado sólido (FES). A produção das enzimas industriais de origem microbiana 

por FSbm foi amplamente empregada como a tecnologia de produção modelo 

durante muitos anos (PANDEY et al., 2001). Contudo, nas últimas décadas, a 

FES tem sido cada vez mais considerada na produção de enzimas, 

principalmente a partir de sistemas fúngicos. A FES estimula o crescimento de 

microrganismos em ambiente sólido/úmido, sendo possível a utilização de 

subprodutos agroindustriais como substrato. É um processo que têm menor 

necessidade de energia, produz menos águas residuais, são ecologicamente 

corretos e resolvem o problema da eliminação de resíduos sólidos. Entretanto o 

aumento de escala é difícil, desfavorecendo a implementação na indústria 

(PANDEY, 2003). 

Algumas das vantagens da produção de enzimas por fungos são: 

natureza extracelular da enzima, aumento da produção, maiores títulos de 

atividade e maior estabilidade às alterações de pH e temperatura. Enzimas 

extracelulares são preferidas uma vez que dispensam métodos de ruptura da 

célula, os quais são dispendiosos (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004; 

MAHADIK et al., 2002; CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al., 2011). 

Uma alternativa ainda pouco explorada na produção de enzimas é a 

fermentação utilizando biofilmes fúngicos (VILLENA e GUTIERREZCORREA, 

2007). 

 

1.4. Biofilmes fúngicos 

 

Embora o conceito de biofilme tenha sido desenvolvido para bactérias, 

fungos filamentosos são aptos a crescer em superfícies, o que é demonstrado 
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pelo seu modo de nutrição por absorção, secreção de enzimas para digerir 

moléculas complexas e seu modo de crescimento apical, por hifas (HARDING et 

al., 2009). 

Biofilme é o nome dado ao crescimento microbiano em associação com 

uma superfície formando um agregado de células (REYNOLDS e FINK, 2001). 

Trata-se de uma comunidade microbiana séssil, caracterizada por células que 

estão irreversivelmente ligadas a um substrato, a uma interface ou umas às 

outras, e estão embebidas em uma matriz polimérica extracelular, por elas 

produzidas, o que possibilita a comunicação célula-célula. Essa comunidade 

microbiana sob a forma de biofilme apresenta um fenótipo diferente com relação 

à taxa de crescimento e transcrição gênica, quando comparada com a célula 

livre (DOLAN e COSTERTON, 2002). Um dos principais agentes responsável 

pela adesão fúngica são as hidrofobinas, proteínas anfipáticas que agem como 

uma cola proteica (HECTOR e SCHOLTMEIJER, 2005). Essas proteínas 

estabilizam a adesão de esporos e micélio a superfícies hidrofóbicas naturais e 

artificiais (MANKEL, KRAUSE e KOTHE, 2002). O desenvolvimento de fungos 

filamentosos no ambiente natural ocorre em associação direta com o substrato, 

o que parece ser relevante para alguns processos importantes como a adesão 

do esporo, germinação e crescimento apical de hifas, constituindo o micélio. 

Durante a formação de um biofilme em um suporte inerte polimérico, os mesmos 

processos ocorrem, e os fenótipos observados resultam de diferentes 

expressões gênicas, em comparação com os biofilmes naturalmente formados 

(AZIANI et al., 2012). As células aderidas apresentam alta taxa metabólica 

(RAMAGE et al., 2009), além de intensa produção enzimática (SAUER et al., 

2002). Segundo Sato et al. (2016), os biofilmes desenvolvidos em matrizes 

poliméricas permitem uma organização estrutural elevada da morfologia dos 

organismos, fator importante no processo de produção enzimática. O processo 

de formação do biofilme tem sido reportado para Aspergillus niger, Aspergillus 

fumigatus e Aspergillus phoenicis (GUIMARÃES e SOUZA, 2017). De acordo 

com o modelo proposto por Harding et al. (2009), para formação de biofilmes 

fúngicos fases distintas podem ser observadas, como demonstrado na Figura 8, 

sendo elas:  
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i) Adsorção de esporos à superfície: Esta fase envolve 

essencialmente o contato físico do organismo com uma superfície. 

ii) Adesão inicial à superfície: ocorre a secreção de substâncias 

adesivas devido à germinação dos esporos.  

iii) Formação de microcolônias I: Os estágios iniciais de crescimento 

e colonização de superfície, em fungos, envolvem o crescimento 

apical de hifas e também ocorrem ramificações. As hifas exploram 

o substrato e ramificam-se através de superfícies como uma 

monocamada. Esta etapa envolve a produção de uma matriz 

polimérica extracelular que permite a forte adesão da colônia em 

crescimento ao substrato. 

iv) Formação de microcolônias II ou maturação inicial: Envolve a 

formação de redes de hifas compactadas ou adesão de micélios e 

hifas-hifas. Isto inclui camadas, a formação de feixes de hifas 

"colados" em conjunto com a matriz polimérica, e a formação de 

canais através de repulsão hidrofóbica entre hifas ou feixes de 

hifas. 

v) Maturação ou desenvolvimento reprodutivo: É caracterizada pela 

formação de corpos frutíferos, células esporogênicas, esclerótios e 

outras estruturas de sobrevivência. O crescimento aéreo é 

frequentemente uma característica fundamental da frutificação e 

dispersão de fungos. 

vi) Dispersão ou fase planctônica: envolve a dispersão ou liberação de 

esporos, ou a dispersão de fragmentos de biofilme. As células 

dispersas podem agir como novos propágulos para reiniciar o ciclo. 
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Figura 8. Modelo de desenvolvimento para biofilmes de fungos filamentosos. 

Inclui os seguintes estágios: i) adsorção de esporos à superfície, ii) adesão inicial 

à superfície, iii) formação de microcolônias I, iv) formação de microcolônias II ou 

maturação inicial v) maturação ou desenvolvimento reprodutivo e vi) dispersão 

ou fase planctônica 

 

 

(Fonte: Modificado de HARDING et al., 2009). 

 

1.4.1 Fermentação por biofilme 

 

A fermentação por biofilmes fúngicos (FB) utilizando fungos filamentosos 

é um sistema de produção homogêneo dentro de um ambiente líquido baseado 

na infraestrutura do processo de fermentação submersa (FSbm) com a eficiência 

de produção da fermentação em estado sólido (FES). Os níveis de produção 

enzimática da FB são muito mais elevados do que os obtidos em FSbm 

(GUTIÉRREZ-CORREA et al, 2012). 

Na literatura, encontramos a produção de diferentes compostos por FB, 

como a produção de frutooligossacarídeos por A. phoenicis, em suporte inerte 

de polietileno (AZIANI et al., 2012), a produção de celulase por biofilmes de A. 

niger em pano de poliéster (GUTIÉRREZ-CORREA e VILLENA, 2006) e a 

produção de fitase por Rhizopus microsporus var. microsporus em suportes 

inertes de polietileno e viscose (SATO, JORGE e GUIMARÃES, 2016). Várias 

enzimas foram produzidas por FB de A. niger, como a produção de glicose 
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oxidase, que foi 80% maior em culturas de adesão em pedras-pomes ou espuma 

de poliuretano do que em FSbm. A produção de β-frutofuranosidase por FB de 

Aspergillus japonicus em cubos de fibras vegetais foi aumentada e mantida por 

até 7 ciclos repetidos de 24 h (GUTIÉRREZ-CORREA et al., 2012) 
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5. Conclusões 

 

O fungo filamentoso A. ochraceus cresceu sob a forma de biofilme quando 

aderido a uma superfície inerte de polietileno e apresentou bom potencial para a 

produção de tanases em fermentação por biofilme. Em condições ótimas em FB 

a tanase presente no filtrado extracelular bruto apresentou boa aplicabilidade, 

podendo ser utilizada em processos variados, o que é uma característica 

interessante no nível industrial, destacando sua boa estabilidade térmica e ao 

pH. Além disso, a temperatura ótima de atividade obtida pode ser facilmente 

mantida em processos industriais. Diferindo das tanases já descritas, a enzima 

foi resistente ao íon Fe2+. O uso da enzima promoveu a síntese de propil-galato, 

permitiu a redução do teor taninos de efluentes de curtume industrial e da farinha 

de sorgo, empregada em rações animais. A reutilização de biofilmes em 

processos fermentativos para a produção enzimática é viável, gerando economia 

de tempo e provável redução de custos do processo. Considerando os 

resultados obtidos, a presente pesquisa confirmou o potencial da FB na 

produção de tanases por fungos filamentosos e evidenciou o potencial uso em 

processos industriais. E POSSIBILIDADES FUTURAS? NOVOS 

CAMINHOS??? 
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