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Resumo

A utilizacdo de biofiilmes como forma inovadora para cultivar fungos
filamentosos tem sido cada vez mais empregada na producdo de enzimas.
Quando o fungo se desenvolve aderido a uma superficie, formando entdo o
biofilme, seu metabolismo é amplificado e consequentemente sua secrecao
enzimatica. Deste modo, a fermentacdo por biofime (FB) torna-se uma
alternativa atrativa para a producdo de enzimas, que sao um dos principais
produtos de interesse biotecnoldgico. Dentre as enzimas produzidas por fungos
filamentosos, as tanases se destacam devido sua ampla gama de aplicacdes
industriais, como na industria de alimentos, bebidas, racao animal, farmacéutica
e quimica. Estas enzimas atuam na hidrélise de ligacdes éster de taninos
hidrolisaveis, como o &cido tanico, liberando glicose e &cido gélico, o qual é
intermediario na sintese de compostos como o propil-galato (utilizado como
aditivo na industria de alimento), pirogalol (conservante) e trimetropina
(antibacteriano). Desta forma, esta pesquisa visou a producdo de tanases por
biofilmes de Aspergillus ochraceus desenvolvidos em suporte inerte de
polietiieno. Em FB o fungo foi cultivado em condi¢gbes otimas em meio Khanna
tendo 1,5% (m/v) de &cido tanico como fonte de carbono e 0,1% (m/v) de extrato
de levedura como fonte adicional de nitrogénio, por 72 horas a 28°C, 50 rpm e
pH inicial 5,0. A tanase de A. ochraceus apresentou temperatura 6tima aparente
de 30°C e pH 6timo aparente de 6,0. Mostrou também boa estabilidade na faixa
de 30°-40°C, 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
estaveis. A atividade enzimatica foi aumentada na presenca de ureia, MnClz e
NH4CI, e inibida na presenca de ions Ag* e Ba?*. A aplicacdo do extrato bruto
para tratamento de efluentes de curtume do couro de bode reduziu em 83% o
teor de taninos presentes apos 2 horas de incubacédo. Também reduziu em 62%
o teor de taninos presentes na farinha de sorgo apos 5 dias de tratamento. A
enzima contida no extrato foi capaz de produzir propil-galato, sendo a maior
producédo obtida em 96 horas de reacdo. Os biofilmes foram ainda reutilizados e
um aumento de 20,5% e 30,5% foram observados na atividade enzimatica,
respectivamente, na primeira e segunda reutilizac&o. Foi realizada a microscopia
eletrbnica de varredura dos biofilmes (MEV), na qual a formacdo de canais foi
observada, 0 que permite a troca eficiente de nutrientes entre o biofilme fungico
e o ambiente. Deste modo, o fungo A. ochraceus em FB apresentou bom
potencial na producdo de tanase com propriedades importantes para aplicacao
industrial.

Palavras-chave: Aspergillus ochraceus; Efluente; Fermentacdo por biofilme;
Propil-galato; Tanino acil hidrolase.



ABSTRACT

The use of biofiims 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 30°C 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, MnCl> and NH4Cl, and inhibited in the presence of Ag* and
Ba?* 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 INTRODUCAO

Os processos biotecnoldgicos tém representado mundialmente uma nova
opcdo para a producdo de metabdlitos de interesse industrial, apresentando
vantagens quando comparados aos processos quimicos convencionais
(MENDES et al., 2011). As enzimas sao um dos principais produtos de interesse
biotecnoldgico e processos alternativos para a sua producéo tém sido cada vez
mais explorados com a finalidade de se reduzir custos e elevar a produtividade.
(FLORENCIO, BALDINO e FARINAS, 2017). Um exemplo ¢ a utilizacdo de
biofilmes, uma forma inovadora e eficiente de cultivar fungos filamentosos uma
vez que os aspectos morfolégicos dos biofilmes flngicos contribuem para a
producéo de enzimas (VILLENA e GUTIERREZ-CORREA, 2007).

Devido as inumeras aplicacdes industriais existentes para a tanase, é
justificavel a busca de formas alternativas para a obtencdo desta enzima,
visando a otimizacdo e o barateamento do processo. Desta forma, torna-se
atrativa a fermentacao 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 (GONCALVES et al., 2012). O fungo filamentoso A. ochraceus foi
escolhido para este estudo uma vez que foi capaz de produzir tanases tanto em
fermentacdo submersa como em fermentacdo em substrato soélido, como
descrito por Goncalves et al. (2012) e Goncalves et al. (2013), sendo um
candidato interessante para a investigacdo da producéo de tanases utilizando
FB.

A fermentacdo utilizando biofilmes fungicos tem sido utilizada para a
obtencao 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, néo foi descrita a producdo de tanases por biofilmes
fungicos, sendo que o género Aspergillus € o que mais se destaca na producéo
destas enzimas (SELWAL e SELWAL, 2012).
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1.1 Taninos

Durante o periodo de crescimento e maturacdo em plantas, algumas
substancias podem ser encontradas em sua estrutura e estas apresentam papel
essencial em seu desenvolvimento. Estas substancias sdo chamadas de
metabdlitos secundarios. Um dos mais importantes metabdlitos secundarios sédo
os polifendis (HASSANPOUR et al., 2011) e dentre eles, destacam-se 0s
flavondides, os acidos fendlicos e os taninos (ANGELO; JORGE, 2007).

Taninos sdo compostos polifendlicos naturais solGveis em agua que séo
encontrados em cascas, galhos, folhas e frutos de plantas vasculares, com
massa molecular variando de 0,3 a 5 kDa. Estes compostos estdo presentes
também em algumas plantas ndo vasculares (ARBENZ e AVEROUS, 215). O
teor e o tipo de tanino variam néo s6 de um vegetal para outro como também de
uma parte para outra do mesmo vegetal (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO,
2004). S&do o quarto constituinte vegetal mais abundante apds a celulose,
hemicelulose e lignina (RANA e BHAT, 2005). Formam o segundo grupo mais
abundante de fenois na natureza e possuem atividades biologicas importantes,
como protecédo de tecidos vegetais contra herbivoria e mecanismo de defesa
contra doencgas causadas por fungos, bactérias e virus. Embora saiba-se que os
taninos inibem o crescimento microbiano, ha um nimero de microrganismos
capazes de degradar estes compostos e ainda crescer utilizando acido tanico
como unica fonte de carbono (BANERJEE e PATI 2007). Estes microrganismos
desenvolveram mecanismos necessarios para superar o efeito inibitorio do

tanino, como a producédo da tanase.

Os taninos sdo considerados os substratos naturais para as tanases,
porém estas enzimas também sao capazes de degradar ésteres de acido galico
(LEKHA e LOSANE, 1997). Tradicionalmente, os taninos foram classificados em
dois grandes grupos: taninos condensados e taninos hidrolizaveis. A
classificacao atual e mais aceita divide os taninos em quatro grupos: galotaninos,
elagitaninos, taninos condensados e taninos complexos (Figura 1) (CHAVEZ-
GONZALEZ et al., 2011).
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Figura 1. Estrutura quimica dos diferentes grupos de taninos
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Fonte: Modificado de CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2011.

1.1.1 Galotaninos e Elagitaninos

Os galotaninos e o0s elagitaninos compéem o0 grupo dos taninos
hidrolisaveis. Os taninos hidrolisaveis sdo compostos quimicamente por um
carboidrato central denominado poliol (geralmente a D-glucose) com os grupos
hidroxila esterificados pelo acido galico (galotaninos) ou pelo acido
hexadihidroxifénico (elagitaninos) (Figura 2). Esses taninos estdo sujeitos a
hidrolise por acidos, bases ou por acdo enzimatica (MIN et al., 2003; PATRA e
SAXENA, 2010).
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Figura 2. Estrutura dos taninos hidrolisaveis
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Os galotaninos séo os taninos mais simples que existem e sao formados
por unidades de galoil ou di-galoil esterificado a um nudcleo de glicose ou outro
alcool poli-hidroxi. As moléculas sédo compostas normalmente por um nucleo de
glicose contendo de 6 a 9 grupos galoil. O mais comum dos galotaninos € o acido
tanico (Figura 3) (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004).

Figura 3. Estrutura quimica do acido tanico
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Nos elagitaninos, os grupos fendlicos sdo moléculas de &cido
hexadihidroxifénico que podem se desidratar espontaneamente para formar sua
estrutura estavel, o acido elagico (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2011). Os
elagitaninos constituem a classe mais conhecida de taninos com mais de 500
produtos naturais identificados (ARBENZ e AVEROUS, 2015).

1.1.2 Taninos Condensados

Taninos condensados (Figura 4), também intitulados proantocianidinas,
sédo polimeros ndo-ramificados formados pela condensacédo de moléculas de
flavan-3-ol (catequina) e flavan-3-4-diol (leucoantocianidina), produtos do
metabolismo do fenilpropanol, unidas por ligacado carbono-carbono. O flavan-3-
ol é o metabdlito secundario mais abundante produzido pelas plantas. Estes
taninos podem conter de duas a cinquenta unidades flavonéides (BATTESTIN,
MATSUDA e MACEDO, 2004; SHAY e CONSTABLE, 2018; SCHOFIELD,
MBUGUA e PELL, 2001).

Figura 4. Estrutura quimica de tanino condensado
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Fonte: BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004.
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Os taninos condensados ocorrem como oligbmeros polifendlicos e
polimeros em muitas frutas, plantas medicinais e leguminosas forrageiras
(ROPIAK et al., 2017). Estes ndo possuem nenhuma molécula de aglcar e sao
resistentes a hidrdélise. Entretanto, podem ser solUveis em solventes organicos
aquosos, dependendo de sua estrutura, sendo sujeitos a clivagem quando em
meio oxidante dando origem as antocianidinas (BATTESTIN, MATSUDA e
MACEDO, 2004).

1.1.3 Taninos Complexos

Taninos complexos séo aqueles taninos nos quais a unidade de catequina
(flavan-3-ol) é ligada glicosidicamente a uma unidade de galotanino ou
elagitanino, apresentando assim caracteristicas de taninos hidrolisaveis e de
taninos condensados. Estes taninos podem sofrer a acao hidrolitica da enzima
tanase (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2011).

1.1.4 Aplicacao industrial dos taninos

Os taninos apresentam importantes aplicagcbes na industria como na
estabilizacdo da cerveja, processo no qual é utilizado o acido tanico, que € um
tanino hidrolisavel, com o objetivo de se reduzir a concentracéo de proteinas na
bebida. Na presenca destes compostos as proteinas sofrem precipitagdo como
complexos tanino-proteinas, que séo retirados da cerveja através das operacdes
unitarias de sedimentacao ou centrifugacdo seguida de filtracdo (BATTESTIN,
MATSUDA e MACEDO, 2004).

Os taninos sao de especial importancia na industria de vinhos, uma vez
gue sdo os principais responsaveis pela cor, estrutura e paladar dos vinhos tintos
(GOMEZ-PLAZA e CANO-LOPEZ, 2011).

Outra aplicacdo dos taninos esta no curtimento de pele animal para sua
transformacdo em couro e nesse setor o tanino vegetal € o mais utilizado. Os

taninos podem ser empregados também na producdo de resinas. As resinas
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produzidas com tanino vegetal podem apresentar caracteristicas de ligacdo
interna, viscosidade e tempo de formacdo de gel semelhantes as resinas
comerciais conhecidas (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004).

1.2 Tanases

Tanino acil hidrolase (TAH; EC 3.1.1.20), usualmente chamada de tanase,
¢ uma enzima induzivel podendo ser produzida na presenca de acido tanico. E
responsavel pela hidrélise de ésteres e ligacbes laterais (depsidicas) em varios
substratos, como o &cido tanico, que é um tanino hidrolisavel, liberando &cido
galico e glicose (Figura 5) ou acido elagico (no caso dos elagitaninos) (SETH e
CHAND, 2000; CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2011; WU et al., 2016; YAO et al,
2014).

Figura 5. Hidrolise do acido tanico pela tanase
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Fonte: MACEDO et al., 2005.

A tanase € uma enzima que pode estar ligada a membrana (intracelular)
ou ser secretada para o meio externo (extracelular) (GOUVEIA et al., 2012). A
inducdo da producdo enzimatica pode ocorrer pela presenca do acido tanico
como fonte principal de carbono ou do seu produto final de hidrélise, que é o

acido galico (COSTA et al., 2012). Deste modo, a utilizacdo do &cido tanico ou
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outro indutor, como ésteres de acido galico, 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 concentracdo de &cido tanico o
fator predominante na producéo da enzima (BATTESTIN e MACEDO, 2007).

A THA hidrolisa ainda outros substratos, como os éteres de &cido galico:
metil-galato, o propil-galato, o &cido digalico, o galato de epicatequina e galato
de epigalocatequina, liberando acido géalico (RODRIGUES- DURAN et al., 2011).
Catalisa também a hidrdlise de taninos complexos, mas é incapaz de hidrolisar
taninos condensados uma vez que nao afeta as ligacdes carbono-carbono
presentes nestes compostos (RODRIGUES- DURAN 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 presenca de taninos. A tanase € produzida ndo somente por
fungos filamentosos, mas também por bactérias e leveduras (AGUILAR et al.,
1999).

1.2.1 Fontes de tanase

As tanases podem ser extraidas 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 €
menos estavel em comparacdo as tanases de fontes microbianas (BELUR e
MUGERAYA, 2011). Em fontes animais a tanase pode ser extraida 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, sdo as fontes microbianas as preferidas para a producao
industrial desta enzima, destacando-se principalmente os fungos (Tabela 1). As
enzimas produzidas por fontes microbianas sdo mais estaveis do que as
similares obtidas de outras fontes (LEKHA e LONSANE, 1997). Os
microrganismos podem produzir tanases continuamente e em grandes

guantidades, resultando assim em um maior rendimento a partir da determinacéo



28

de métodos de fermentacdo otimizados (MELO et al., 2014). A importancia dos
fungos filamentosos como fontes de enzimas pode ser explicada devido a sua
ampla diversidade bioquimica, possibilidade de manipulacdo genética e elevada
produgcdo e secregdo do produto no meio extracelular, facilitando sua
recuperacéo do meio de fermentacdo (WU et al., 2016; GUIMARAES e SOUZA,
2017).
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Tabela 1. Fungos filamentosos e leveduras produtores de tanase.

Microrganismo Formade Tempo de Referéncias
producgéo cultivo
Aspergillus sp. GM4 FSbm 72 horas Melo et al. (2014)
Aspergillus ssp. FES 48 horas Liu et al. (2016)
UCP1284
Aspergillus aculeatus FES 72 horas Bagga, Pramanik e
Pandey (2015)
Aspergillus FES 72 horas Valera et al. (2015)
carbonarius
Aspergillus foetidus FES 72 horas  Mukherjee e Banerjee
modificada (2006)
Aspergillus fumigatus FSbm 24 horas Cavalcanti et al. (2017)
Cas- 21
Aspergillus japonicus FSbm 24 horas Bradoo et al. (1997)
246A
Aspergillus niger FSbm/FES 72 horas Lal et al. (2012)
Aspergillus niger FSbm - Sabu et al. (2015)
ATCC 16620
Aspergillus niger FBT1 FSbm 72 horas George e Ong (2013)
Aspergillus niger Van FSbm 96 horas  Aboubakr et al. (2013)
Tieghem
Aspergillus ochraceus FSbm 72 horas Goncalves 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 72 horas  Mukherjee e Banerjee
modificada (2006)
Verticillium sp. FSbm 21 dias Kasieczka-Burnecka et
al. (2007)

Fonte: Autora.
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1.2.2 Aplicacao das tanases

Uma das principais aplicagbes comerciais das tanases estd no
processamento de chas instantdneos. Uma exigéncia importante desta bebida é
a solubilidade em &gua fria uma vez que o chéa instantaneo é preparado
principalmente com &gua gelada. Um precipitado insoluvel se forma
naturalmente quando o preparado é deixado repousando por algumas horas a
4°C ou menos, o0 que é, portanto, um grande problema na fabricacao instantanea
de cha. Em baixas temperaturas ocorre a polimerizacdo de polifendis (taninos
presentes nas folhas de chd) e também a interacdo da cafeina e das proteinas
com tais componentes, levando a precipitacdo. A utilizacéo de tanase evita 0 uso
de substancias quimicas para a remoc¢ao destes compostos, assegurando um
produto final de excelente qualidade, sollivel em agua e caracterizado pelo alto
contetudo de componentes aromaticos e coloracao apropriada (BENIWAL et al.,
2013).

Ainda com relacdo a industria de bebidas, € utilizada na fabricacdo de
vinhos. A aplicacdo de tanases nos produtos do tratamento da uva favorece a
remocao de compostos fendlicos, estabilizando e incrementando a qualidade
dos vinhos. Grande parte da coloracdo do vinho é proveniente da presenca de
taninos. Quando a bebida entra em contato com o ar ocorre a oxidagdo destes
componentes o que pode causar uma turbidez indesejavel e consequentemente
perda de qualidade do produto final. Tal turbidez pode ser evitada com a
utilizacdo desta enzima, impedindo assim que ocorra a reacdo de oxidacao
(AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001; BATTESTIN, MATSUDA e
MACEDO, 2004).

No que se refere as racdes animais, a adicdo de tanase em racoes
contendo taninos beneficia a digestdo dos animais ao remover esses compostos
indesejados, favorecendo a assimilacdo dos nutrientes (MURUGAN e AL-
SOHAIBANI, 2010). Um exemplo disto é o sorgo, o quinto cereal mais produzido
em todo o mundo, empregado na formulacéo de racfes. Os taninos presentes
no gréo podem formar complexos estaveis com proteinas e minerais, diminuindo
assim a digestibilidade e valor nutricional da racdo (SCHON, BATTESTIN e
MACEDO, 2012).
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Na industria de alimentos, a aplicagdo das tanases esté relacionada com
a remocdao de certas substancias indesejadas e na producao industrial de &cido
galico, cujos ésteres sdo usados como agentes de conserva¢cdo (BARTHOMEUF
et al., 1994). Pode ser aplicada também no tratamento de efluentes
proporcionando uma opg¢ao mais eficaz e de baixo custo na remoc¢ao dos taninos
presentes no processo de curtimento do couro. Este processo utiliza, além de
diferentes substancias quimicas, taninos para o tratamento da pele, gerando um
efluente altamente poluido com elevadas concentracbes de substancias
organicas e inorganicas (AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001;
BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004; CASSANO et al., 2001).

Entretanto, € na producdo de acido gélico que temos sua aplicacédo
industrial mais importante, uma vez que esta molécula é intermediaria na sintese
de compostos como o propil-galato (utilizado como aditivo na industria de
alimento), pirogalol (conservante) e a trimetropina (agente antibacteriano)
(LEKHA e LONSANE, 1997). Com relacdo a sintese de propil-galato, de forma
similar a outras esterases, a tanase em meio aquoso catalisa
predominantemente reacdes hidroliticas. Entretanto, em meios organicos com
teores reduzidos ou nulos de agua, as reacfes de esterificacdo passam a ser
predominantes (Figura 6) (PINTO et al., 2005).

Figura 6. Conversao de propil-galato em acido galico pela tanase em funcédo do

meio reacional.

Meio aguoso

Propilgalato + Agua Acido galico + Propanol-1

“

Meio orgénico

(Fonte: PINTO et al., 2005).

O propil-galato € um antioxidante alimentar de grande interesse uma vez
gue previne a oxidacao lipidica (ADEGOKE et al., 1998). O acido galico é o
substrato para a sintese quimica ou enzimatica do propil-galato (FERNANDEZ-

LORENTE et al., 2011). Como antioxidante primario, o propil-galato promove a
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remogdo ou inativagdo dos radicais livres formados durante a iniciagdo ou
propagacédo da reacdo de oxidacgdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio
a estas moléculas, interrompendo assim a rea¢do em cadeia gerada por esta,
prevenindo entdo a degradacao de lipideos (RAMALHO e JORGE, 2006).

1.3 Fungos Filamentosos

O primeiro item a ser definido para o desenvolvimento do processo de
producdo de enzimas é a selecéo da linhagem do microrganismo (BATTESTIN,
MATSUDA e MACEDO, 2004).

Os fungos séo organismos eucaridticos, que podem ser unicelulares,
como as leveduras ou multicelulares, como os fungos filamentosos (TORTORA,
FUNKE, e CASE, 2012). Sado metabolicamente versateis e amplamente
distribuidos na natureza. Eles existem em associacdo com outras espécies
como, por exemplo, os liguens e como patdégenos de animais e plantas ou
apresentam-se como organismos de vida livre. Muitos sdo considerados como
degradadores primarios da natureza porgue secretam uma grande variedade de
enzimas hidroliticas que degradam os materiais organicos residuais. Muitas
espécies produzem metabolitos secundarios. Neste contexto, diversas espécies
fungicas séo exploradas comercialmente como fontes de enzimas e metabdlitos
para aplicacdes industriais (ARCHER, CONNERTON e MACKENZIE, 2008).

Os fungos filamentosos formam massas visiveis chamadas de micélios,
compostas de longos filamentos (hifas) que se ramificam e se entrelacam. O
micélio é responsavel por todas as funcdes vegetativas do organismo. Os fungos
podem se reproduzir sexuada e assexuadamente. Tanto a reproducao sexuada
guanto a assexuada ocorrem pela formacao de esporos e os fungos podem ser
identificados por estes devido a variagcbes em suas cores e texturas (CUNHA,
2011; TORTORA, FUNKE, e CASE, 2012).

Fungos filamentosos sdo capazes de crescer em meios de cultura de
baixo custo, relativamente simples e produzirem elevadas quantidades de
enzimas (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011). S&o0 inimeros os estudos

sobre enzimas produzidas por fungos filamentosos, devido a capacidade que
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estes possuem de produzir moléculas mais estaveis e em maior quantidade,
sendo os géneros Aspergillus e Penicillium os mais aplicados para este propdsito
(CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2011).

1.3.1 O género Aspergillus

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729, por Micheli.
Compreende fungos filamentosos, anamorfos (reproducdo assexuada) e de
dispersdo cosmopolita, podendo ser encontrados muitas vezes em material
vegetal em decomposi¢cdo. Sua predominancia no ambiente natural, facilidade
de cultivo em meios laboratoriais e a importancia econémica de varias das suas
espécies, instigaram o interesse de muitos micologistas e microbiologistas
industriais no estudo do género. Durante a diferenciacado micelial destes fungos,
sédo desenvolvidas as chamadas células podais, em forma de "T" ou "L”, ligadas
a uma hifa vegetativa que produz um unico conidiéforo perpendicular ao longo
eixo da célula. Uma hifa ereta se desenvolve a partir da célula podal do
conidiéforo, que forma em seu apice uma vesicula arredondada ou eliptica. A
extremidade da vesicula da origem a uma camada de células chamadas de
métulas ou fialides, que produzem longas cadeias de esporos mitéticos
chamados conidios ou conidiésporos (Figura 7). O tamanho e o arranjo das
cabecas dos conidiéforos, bem como a cor dos esporos que carregam, sao
importantes caracteristicas de identificacdo. Por exemplo, espécies do grupo A.
niger possuem esporos pretos, para as espécies do grupo A. ochraceus a
coloracéo dos esporos varia de amarelo a marrom, enquanto para A. fumigatus,
A. nidulans e A. flavus sdo verdes (TORTORA, FUNKE, e CASE, 2012,
BENNETT, 2010; SCHUSTER et al, 2002; MAESTRELLO, 2018).
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Figura 7. Conidioforo de Aspergillus flavus.

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

1.3.1.1 Aspergillus ochraceus

O fungo filamentoso Aspergillus ochraceus pertence a Secéo Circumdati.
Se desenvolve em temperaturas moderadas e apresenta temperatura otima de
crescimento na faixa de 25 a 30°C. Morfologicamente € caracterizado pela
presenca de conidios e vesiculas globosas. Seu conidioforo € liso e ndo septado.
E comumente encontrado no solo e em varios alimentos, principalmente os que
sdo armazenados, como 0S cereais, especiarias e frutas secas. O fungo A.
ochraceus é capaz de produzir a ocratoxina A (OTA), uma micotoxina nefrotoxica
e carcinogénica para alguns animais (KLICH, 2002; PALACIOS-CABRERA et
al., 2005).

O uso de A. ochraceus para producdo de enzimas de interesse
biotecnolégico tem sido relatado como, por exemplo, por Gongalves et al. (2012),
para a producao de tanases por fermentacdo submersa, por Betini et al. (2009)
para a producao de xilanases por fermentacdo em estado sélido e por Guimaraes
et al. (2007), para a producao de B-D-fructofuranosidase extracelular também

por fermentacdo em estado solido, entre outras.
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1.3.2. Producédo enzimatica por fungos filamentosos

Os métodos comumente utilizados para a producdo de enzimas por
microrganismos sao a fermentacdo submersa (FSbm) e a fermentacdo em
estado sélido (FES). A producdo das enzimas industriais de origem microbiana
por FSbm foi amplamente empregada como a tecnologia de producédo modelo
durante muitos anos (PANDEY et al., 2001). Contudo, nas ultimas décadas, a
FES tem sido cada vez mais considerada na producdo de enzimas,
principalmente a partir de sistemas fungicos. A FES estimula o crescimento de
microrganismos em ambiente soélido/amido, sendo possivel a utlizacdo de
subprodutos agroindustriais como substrato. E um processo que tém menor
necessidade de energia, produz menos aguas residuais, sdo ecologicamente
corretos e resolvem o problema da eliminagdo de residuos solidos. Entretanto o
aumento de escala é dificil, desfavorecendo a implementacdo na industria
(PANDEY, 2003).

Algumas das vantagens da producdo de enzimas por fungos sdao:
natureza extracelular da enzima, aumento da producdo, maiores titulos de
atividade e maior estabilidade as alteracdes de pH e temperatura. Enzimas
extracelulares sdo preferidas uma vez que dispensam métodos de ruptura da
célula, os quais séo dispendiosos (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO, 2004;
MAHADIK et al., 2002; CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2011).

Uma alternativa ainda pouco explorada na producdo de enzimas é a
fermentacéo utilizando biofilmes fungicos (VILLENA e GUTIERREZCORREA,
2007).

1.4. Biofilmes fangicos

Embora o conceito de biofilme tenha sido desenvolvido para bactérias,

fungos filamentosos sdo aptos a crescer em superficies, o que é demonstrado
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pelo seu modo de nutricdo por absorcdo, secrecdo de enzimas para digerir
moléculas complexas e seu modo de crescimento apical, por hifas (HARDING et
al., 2009).

Biofilme € o nome dado ao crescimento microbiano em associagdo com
uma superficie formando um agregado de células (REYNOLDS e FINK, 2001).
Trata-se de uma comunidade microbiana séssil, caracterizada por células que
estdo irreversivelmente ligadas a um substrato, a uma interface ou umas as
outras, e estdo embebidas em uma matriz polimérica extracelular, por elas
produzidas, o que possibilita a comunicacdo célula-célula. Essa comunidade
microbiana sob a forma de biofilme apresenta um fenétipo diferente com relacéo
a taxa de crescimento e transcricdo génica, quando comparada com a célula
livre (DOLAN e COSTERTON, 2002). Um dos principais agentes responsavel
pela adeséao fungica sao as hidrofobinas, proteinas anfipaticas que agem como
uma cola proteica (HECTOR e SCHOLTMEIJER, 2005). Essas proteinas
estabilizam a adeséo de esporos e micélio a superficies hidrofébicas naturais e
artificiais (MANKEL, KRAUSE e KOTHE, 2002). O desenvolvimento de fungos
filamentosos no ambiente natural ocorre em associacao direta com o substrato,
0 que parece ser relevante para alguns processos importantes como a adesao
do esporo, germinacdo e crescimento apical de hifas, constituindo o micélio.
Durante a formacao de um biofilme em um suporte inerte polimérico, 0S mesmos
processos ocorrem, e o0s fenotipos observados resultam de diferentes
expressdes génicas, em comparacdo com os biofilmes naturalmente formados
(AZIANI et al., 2012). As células aderidas apresentam alta taxa metabdlica
(RAMAGE et al., 2009), além de intensa producdo enzimatica (SAUER et al.,
2002). Segundo Sato et al. (2016), os biofilmes desenvolvidos em matrizes
poliméricas permitem uma organizacdo estrutural elevada da morfologia dos
organismos, fator importante no processo de producédo enzimatica. O processo
de formacédo do biofilme tem sido reportado para Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus e Aspergillus phoenicis (GUIMARAES e SOUZA, 2017). De acordo
com o modelo proposto por Harding et al. (2009), para formacdo de biofilmes
fungicos fases distintas podem ser observadas, como demonstrado na Figura 8,

sendo elas:
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Adsorcdo de esporos a superficie: Esta fase envolve
essencialmente o contato fisico do organismo com uma superficie.
Adesédo inicial a superficie: ocorre a secrecdo de substancias
adesivas devido a germinacao dos esporos.

Formacédo de microcoldnias I: Os estagios iniciais de crescimento
e colonizacao de superficie, em fungos, envolvem o crescimento
apical de hifas e também ocorrem ramificacdes. As hifas exploram
o0 substrato e ramificam-se através de superficies como uma
monocamada. Esta etapa envolve a producdo de uma matriz
polimérica extracelular que permite a forte adeséo da coldénia em
crescimento ao substrato.

Formagcdo de microcolonias Il ou maturagédo inicial: Envolve a
formacédo de redes de hifas compactadas ou adeséo de micélios e
hifas-hifas. Isto inclui camadas, a formacdo de feixes de hifas
"colados" em conjunto com a matriz polimérica, e a formacao de
canais através de repulsdo hidrofébica entre hifas ou feixes de
hifas.

Maturacdo ou desenvolvimento reprodutivo: E caracterizada pela
formacéao de corpos frutiferos, células esporogénicas, esclerotios e
outras estruturas de sobrevivéncia. O crescimento aéreo é
frequentemente uma caracteristica fundamental da frutificacdo e
dispersédo de fungos.

Disperséao ou fase planctonica: envolve a disperséo ou liberacéo de
esporos, ou a dispersdo de fragmentos de biofilme. As células

dispersas podem agir como novos propagulos para reiniciar o ciclo.
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Figura 8. Modelo de desenvolvimento para biofilmes de fungos filamentosos.
Inclui os seguintes estagios: i) adsor¢cdo de esporos a superficie, i) adesao inicial
a superficie, iii) formacdo de microcoldnias I, iv) formagédo de microcolbnias Il ou
maturagéo inicial v) maturagao ou desenvolvimento reprodutivo e vi) disperséo

ou fase planctonica

0 > (ii) > (iii) > (iv) > (v) > (vi)

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

1.4.1 Fermentacao por biofilme

A fermentacao por biofilmes fungicos (FB) utilizando fungos filamentosos
€ um sistema de producdo homogéneo dentro de um ambiente liquido baseado
na infraestrutura do processo de fermentacdo submersa (FSbm) com a eficiéncia
de producao da fermentacdo em estado sélido (FES). Os niveis de producéo
enzimatica da FB sdo muito mais elevados do que os obtidos em FSbm
(GUTIERREZ-CORREA et al, 2012).

Na literatura, encontramos a producao de diferentes compostos por FB,
como a producao de frutooligossacarideos por A. phoenicis, em suporte inerte
de polietileno (AZIANI et al., 2012), a producédo de celulase por biofiimes de A.
niger em pano de poliéster (GUTIERREZ-CORREA e VILLENA, 2006) e a
producdo de fitase por Rhizopus microsporus var. microsporus em suportes
inertes de polietileno e viscose (SATO, JORGE e GUIMARAES, 2016). Varias

enzimas foram produzidas por FB de A. niger, como a producdo de glicose
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oxidase, que foi 80% maior em culturas de adesdo em pedras-pomes ou espuma
de poliuretano do que em FSbm. A produgao de B-frutofuranosidase por FB de
Aspergillus japonicus em cubos de fibras vegetais foi aumentada e mantida por
até 7 ciclos repetidos de 24 h (GUTIERREZ-CORREA et al., 2012)
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral foi a producéo de tanases por fermentacao por biofilmes
(FB) do fungo filamentoso Aspergillus ochraceus.

2.2 Objetivos especifico

e Determinar as condi¢cdes otimas de formacdo do biofiime em suporte
inerte de polietileno;

e Analisar a morfologia dos biofilmes de Aspergillus ochraceus através de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

e Padronizar as melhores condicdes de cultivo para producao de tanase por
biofilmes;

e Caracterizar a enzima quanto a melhor temperatura e pH de atuacao, e
influéncia de diferentes compostos na atividade enzimatica;

e Aplicar o filtrado bruto extracelular contendo tanase na sintese de propil-
galato, no tratamento do efluente do curtume e no tratamento da farinha
de sorgo;

e Reutilizar os biofilmes para a producéao enzimatica.
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3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Celular do Departamento de Biologia da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(USP).

A Figura 9 ilustra de maneira simplificada os experimentos realizados no
presente trabalho.
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Figura 9. Esquema simplificado dos experimentos realizados neste trabalho.
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Obtengao dos Caracterizagao dos Fermentagao por - Tratamento de efluente de curtume de couro
biofilmes em biofilmes por biofilmes
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3.1 Microrganismo e manutencao da linhagem em laboratorio

O fungo filamentoso Aspergillus ochraceus foi isolado do solo brasileiro,
identificado pela fundacdo André Tosello (Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e
depositado na micoteca do Laboratério de Microbiologia e Biologia Celular,
Departamento de Biologia da FFCLRP — USP. A manutencao da linhagem em
laboratdrio foi realizada em meio de cultivo BDA (Batata Dextrose Agar) em tubos
de ensaio inclinados, previamente autoclavados por 20 minutos (121°C; 1,5 atm),
e mantidos em incubadora tipo BOD a 25°C por um periodo de 7 dias, sendo
posteriormente utilizados ou armazenados a 4°C por até 30 dias. Repiques
periodicos foram feitos a cada 30 dias.

3.2 Obtencéao dos biofilmes

Foram utilizadas telas de polietileno como suporte inerte para fixacdo e
desenvolvimento do microrganismo. Estas foram cortadas em pedagcos com
dimensdes 2,3 cm x 2,3 cm. Em seguida, as telas foram lavadas com agua
destilada e secas em estufa a 40°C. A suspenséao de esporos foi preparada em
agua destilada previamente autoclavada (20 minutos; 121°C; 1,5 atm), sendo
utilizadas culturas anteriormente repicadas e armazenadas. Esta suspensao
aquosa foi obtida por meio da raspagem da superficie do meio contendo o fungo
filamentoso, com o auxilio de uma alca de platina. Ap6s a raspagem, a
suspensao contendo os esporos foi filtrada em gaze estéril e em seguida
padronizada em contador de células automatico (BIORAD TC20), sendo a

concentracdo final da suspenséo ajustada para 108 esporos/mL.

Apés serem secas, as telas foram inseridas em frascos erlenmeyer
contendo a suspensao aquosa de esporos e mantidas a 28°C, sob agitacdo de
50 rpm por 2 horas para promover a adesédo dos esporos ao suporte. ApGs este
periodo as telas foram removidas com o auxilio de uma pinca estéril e

submetidas a duas lavagens consecutivas de 30 minutos cada, a 28°C e 50 rpm,
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com &gua destilada estéril, para remo¢do dos esporos ndo aderidos. Em
seguida, as telas com os esporos aderidos foram colocadas em frascos
erlenmeyer contendo diferentes meios (Khanna, Mineral, SR, Czapeck e M5),
como descrito abaixo, contendo glicose (2% m/v) como fonte de carbono para a
inducdo do crescimento do biofilme fangico. Os cultivos foram mantidos a 28°C,
sob agitacao de 50 rpm, por 24, 48 e 72 horas.

3.3 Composicéo dos meios de cultivo

Meio Khanna (KHANNA et al., 1995)

» Solugdo de sais de Khanna [20X]........ccccuueriimiieeieeeeieeeeeiieiiieee 5,0 mL
NHANOS. ...ttt ee e ee e, 2,09
KHZPO Moo 1,39
MOSO4.THZO ...ttt 0,3629
K ettt ettt ettt et e et ettt n et eeean 0,098g
ZNSO4.H20 ... e 0,007¢g
MNSO4.H20 ... e 0,0138g
FE2(SO4).BH2O0. ... vttt ettt ee st en s 0,00669
CUSOA5H20. ... 0,0062g
AQUA DESHIA0A .S, Pttt re e 100mL

> Extrato de levedura............ooooveiiiiiiiiiiiiie e 0,19

> Fontedecarbono.............ooooiiiiiiic s 1,09

> AQUA dESHIAAA .S.P. .. vt 100mL

Meio Mineral (COSTA et al., 2008)
EXtrato deleVeAUIa............uuuuuiiiiiiiii i e 0,19
Fonte decarbDONO0............ouvuiiic e 1,09

R =0 VTP 0,19



MOSO4. TH20 ... 0,29
(02 104 1 PP PPTTROPPRP 0,19
NHAC oo eee e s e ee s eeseeees e s ee s ee s s ee s e s eese e eeeseneeses 1,09
F o U Tz o (Y] 1 E=Te F= o TR o R 100mL

Meio SR (RIZZATI et al., 2001)

»  SOlUGEO de SAIS SR [20X]......uuuuiieiriiiiiieieeie et 5,0mL
1T IS 1@ 2 I 0,249
210 VTR 0,39
NHAH2P O 4. et e e e e e e e e e eeees 1,09
P PePIONGL. ... 0,029
> Fonte de carbono............ooovveiiiiii 1,09
> Extrato de leVedura...........coovveiiiiiiiiiii e 0,459
> Agua destilada 0.S.....cveveeieiieiee e 100mL

Meio Czapeck (WISEMAN, 1975)

I =T A [ < T PP 0,39
KHZPO . ..ottt ettt ettt e et et e et e et et e en e 0,1g
MOSOA.TH20 ..ottt e et ettt et e et et e et et et et eeeeeeeon 0,05g
Kttt ettt et ettt ettt ettt et ettt ettt ettt ettt ettt en e 0,05g
[T (] ) [ 1 O T 0,001g
EXtrato deleVeAUIa............uvuuueiiiiiii e e 0,19
Fonte deCarbONO...........oviiec e 1,09

AQUA AESHIATA G.S. Pt e e en e 100mL
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Meio M5 (Peralta et al., 1990)

[T = (o (SN [SAVZ=To 11 = VR 0,69
PEPIONAL ... e 0,1g
O T O L TR 0,1g
1= L 1,09
CHICOONHA. ...t en s 0,69
(0] a1 (=30 [T ox= 1 o 1] o o 1S 1,09
AQUA dESHIA0A ... . veeeeeeie ettt ettt ettt ee e 100mL

3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a andlise morfologica dos biofilmes de A. ochraceus, estes foram
submetidos a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) no Laboratorio de
Microscopia Eletrénica do Departamento de Quimica da FFCLRP-USP. Para
tanto os biofilmes foram desidratados usando solucdo aquosa de etanol em
concentracfes crescentes (10-90%, v/v) e etanol absoluto. Posteriormente, os
biofilmes assim tratados foram recobertos com ouro coloidal através do sistema
de metalizacdo de amostras da marca Bal-Tec, modelo SCD 050 Sputter Coater
e submetidos em seguida a anélise em MEV utilizando-se um equipamento Zeiss
EVO 50 (Cambridge, UK) (AZIANI et al., 2012).

3.5 Producao de tanases por fermentacao por biofilme

Apés a obtencdo dos biofilmes fungicos, estes foram transferidos, com o
auxilio de uma pinca estéril, para frascos erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL
do meio de cultivo de interesse (Khanna, Mineral, SR, Czapeck e M5) para a

etapa de fermentacdo por biofiime para obtencdo de tanase, empregando
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inicialmente como fonte de carbono acido tanico 1% (m/v), durante 72 horas, a
28°C, pH 5,0 e agitacéo de 50 rpm.

3.6 Obtencéao do filtrado extracelular

Ap0s o periodo de incubacao, os cultivos foram filtrados a vacuo em funil
Buchner, com papel de filtro Whatman n°1, obtendo-se um caldo de cultura livre
de células, denominado de filtrado extracelular. Em seguida este foi dialisado
contra agua destilada por 24 horas a 4°C e utilizado para determinacdo da
atividade tanasica. A massa micelial aderida ao suporte foi reservada para
posteriores estudos de reutilizacdo do biofilme.

3.7 Determinacgéo da atividade tanéasica

A atividade tanasica foi determinada pelo método da rodanina metandlica
utilizando- se o metil galato (0,2% m/v) como substrato, preparado em solucéo
tampdo acetato de s6dio 100 mmol.Lt, pH 5,0 de acordo com o protocolo
descrito por Sharma, Bhat e Dawra (2000). O método foi previamente
padronizado por uma curva analitica de acido galico (0 a 0,1 mg/mL). A mistura
reacional foi constituida de 250 uL de substrato e 250 uL de filtrado extracelular
e incubada a 30°C por 5 minutos. Para parar a reacao, foram adicionados 300
ML de rodanina metandlica (0,667% m/v). Apés 5 minutos, 200 pL de hidréxido
de potassio 0,5 mmol.L! foram adicionados, formando um cromatégeno de
coloracéo violeta entre o acido galico formado e a rodanina. Ao volume final
foram acrescentados 4 mL de agua destilada. Apés 10 minutos as amostras
foram lidas em espectrofotometro com comprimento de onda A=520nm. O
controle foi feito da mesma maneira, entretanto o filtrado extracelular foi
adicionado apés o tempo de 5 minutos. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol de

acido galico por minuto nas condicfes de ensaio.
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3.8 Quantificacdo de proteinas

Para a determinacéo da concentracao proteica do filtrado extracelular foi
utilizado o método descrito por Bradford (1976), tendo albumina de soro bovino
(BSA) (0 — 0,025 mg/mL) como padrao. A leitura foi feita em espectrofotbmetro
com comprimento de onda A=595nm. A concentragao proteica foi expressa em
mg de proteina por mL de amostra. A atividade especifica foi definida como
sendo o numero de unidades de atividade enzimética (U) da tanase por

miligrama de proteina da amostra.

3.9 Efeito de diferentes fontes de carbono na producéo de tanases

A influéncia de diferentes fontes de carbono na producéo de tanases foi
observada em meio Khanna utilizando carboidratos (m/v) (sacarose 1%, glicose
2%, lactose 1% e maltose 1%), folhas vegetais (m/v) (cha verde 1% e hortela

1%), acido tanico 1% (m/v) e acido galico 1% (m/v).

Em seguida, a influéncia de diferentes concentracées (m/v) (0,5%, 1%,
1,5%, 3% e 5%) das melhores fontes de carbono sobre a producdo enzimatica

foram avaliadas, em fermentacao por biofilme.

3.10 Efeito do tempo de fermentacéo na producao de tanases

A producao enzimatica em funcéo do tempo de cultivo (24-120 horas) em
fermentacdo por biofilme utilizando o meio Khanna foi analisada utilizando 1%

(m/v) de &cido tanico como fonte de carbono a 28°C e 50 rpm.
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3.11 Efeito de diferentes fontes adicionais de nitrogénio na producao de

tanases

As fontes de nitrogénio extrato de carne, peptona, extrato de levedura e
caseina (0,1% m/v) foram adicionadas ao meio Khanna contendo 1,5% (m/v) de
acido tanico como fonte de carbono, mantido a 28°C por 72 horas sob agitacdo
de 50 rpm, avaliando-se suas influéncias sobre a producdo tanasica. Apés a
selecdo da melhor fonte de nitrogénio, o efeito da adicdo de diferentes
concentragbes (m/v) (0,1%, 0,3% 0,5% e 0,7%) desta fonte sobre a producéao

enzimatica foi avaliado.

3.12 Producéao de tanase em funcao do pH de cultivo

O pH inicial do meio Khanna, contendo 1,5% (m/v) de acido tanico como
fonte de carbono, foi ajustado para 4,0; 5,0; 6,0, e 7,0, empregando-se NaOH (1
mol.L'1) e HCI (1 mol.L), com o objetivo de avaliar seu efeito na producéo de

tanase. Os cultivos foram mantidos a 28°C por 72 horas sob agitacédo de 50 rpm.

3.13 Caracterizacédo bioquimica das tanases

3.13.1 Temperatura 6tima e estabilidade térmica

A temperatura 6tima para a atividade tanasica foi determinada incubando-
se as enzimas em diferentes temperaturas (20°C a 85°C), com intervalos de 5°C.
A estabilidade térmica foi realizada a partir da incubacdo da enzima em banho-
maria em diferentes temperaturas (25°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C) por diferentes
intervalos de tempo (0, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 e 360 minutos). A cada
intervalo, aliquotas da enzima incubada eram retiradas, mantidas em banho de

gelo e depois ensaiadas para atividade tanasica, como descrito no item 3.6.
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3.13.2 pH 6timo e estabilidade ao pH

O pH otimo para a atividade tanasica foi determinado utilizando-se
diferentes solugcbes tampdes com pH variando entre 3,0 e 9,0. Foram usados:
tamp&o Aacido citrico 100 mmol.L* (pH 3,0 a 4,0); tamp&o acetato de sddio 100
mmol.L? (pH 5,0 a 6,0); tampéo Tris-HCI 100 mmol.L* (pH 7,0 a 8,0) e tampéo
glicina 100 mmol.L* (pH 9,0). A estabilidade da tanase ao pH foi verificada
incubando-se a enzima em diferentes solugées tampdes a 50 mmol.L* (pH 5, 6
e 7), em banho de gelo. As amostras enzimaticas foram adicionadas na
proporcao 1:1 (v/v) e apés incubacao por diferentes periodos (0, 30, 60, 120,
180, 360 e 540 minutos) aliquotas foram retiradas e a atividade enzimatica foi
determinada.

3.13.3 Efeito de diferentes compostos na atividade tanasica

O efeito de varios compostos quimicos sobre a atividade tanasica foi
avaliado adicionando-se diferentes sais (AgNOs, BaCl,, CaCl,, CoClz, CuCly,
CuSOs, Fez(SO04)s, FeCls, HgClz, KH2PO4, MgClz, MnSO4, MnCl2, MnSQsg,
MgSOs, NaCl, NH4Cl e ZnSO4), B-mercaptoetanol, ureia e EDTA na
concentracao final de 1mM, detergentes (0,01%; v/v) (SDS, Triton X — 100 e
Tween-20) e solventes orgéanicos (1%; v/v) (metanol, etanol, acetonitrila,

acetona, isopropanol e n-butanol), na reacdo enzimatica.

3.14 Eletroforese em Condi¢cdes Desnaturantes (SDS-PAGE 12%)

Para proceder a andlise eletroforética, o filtrado bruto extracelular obtido
da FB foi dialisado contra agua destilada a 4°C pelo periodo de 24 horas e
submetido ao tratamento com caulin, adicionado na proporcdo de 1 grama para

cada 100 mL de filtrado, agitado em vortex e centrifugado a 9681x g durante 5
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minutos. Em seguida, o sobrenadante obtido foi liofilizado. O p6 obtido apés
liofilizacéo foi dissolvido em 20 pL de tampé&o Tris-HCI 100 mmol.L, pH 6,8
adicionado de dodecil sulfato de sédio (SDS) 4%, azul de bromofenol 0,2%,
glicerol 20% (v/v) e dithiotreitol g.s.p. 200 mmol.L, fervido a 100°C por 5
minutos. Foram aplicados 100 pg de proteina por canaleta em gel de separacao
de poliacrilamida 12% (v/v) em condi¢cdo desnaturante (SDS-PAGE 12%). As
condicOes da corrida eletroforética foram de 90 V, 40 mA e 8 W. Apds corrida, o
gel foi corado com Comassie Brilliant Blue R-250 durante 30 minutos e
descorado em seguida com o auxilio de uma solucédo contendo 45% (v/v) de
metanol e 10% (v/v) de acido acético glacial. Como marcador de massa
molecular foi utilizado o Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (BIO-
RAD) com massa molecular variando de 10 a 250 kDa.

3.15 Aplicagdes da tanase

3.15.1 Sintese de propil-galato

Para analisar qualitativamente a hidrélise do acido tanico, que gera como
um dos produtos acido galico, e a sintese do propil galato a partir da
transesterificagcdo do acido galico na presenca de 1-propanol, foi utilizada a
cromatografia em camada delgada (CCD), segundo metodologia descrita por
Mahendran e colaboradores (2006). Como fase mével foi utilizada a solucao de

benzeno: acetato de etila: acido formico (18:15:1, v/viv).

Para as reacdes, foi utilizado como substrato o acido tanico 5 mmol.L?,
qgue foi preparado em solucdo tampdo MES 100 mmol.L! pH 6,0 e
posteriormente adicionado de 1-propanol na proporcdo 1:1 (v/v). As amostras
enzimaticas foram incubadas na propor¢cdo 1:1 (v/v) com o substrato, em
diferentes intervalos de tempo (24, 48, 72 e 96 horas) em banho-maria a 30°C.
Para o controle negativo foi utilizada a amostra enzimatica desnaturada (fervida
por 10 minutos) adicionada ao substrato, nas mesmas condi¢cées. Os padrées
utilizados foram preparados com tampédo MES 100 mmol.L?, pH 6,0 sendo eles
0 acido tanico 1 mmol.L1, o &cido galico 10 mmol.L*e o propil-galato 10 mmol.L-

1, Os padrbes, as misturas reacionais e o controle negativo tiveram 10 pL
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aplicados na CCD. Apés a corrida e secagem das placas de silica, o acido tanico
residual, o propil galato e o acido gélico formados foram revelados com solugéo

aquosa de FeCls 1% (m/v) em estufa a 100°C.

3.15.2 Aplicagéo da tanase em efluentes de curtume

As amostras dos efluentes utilizadas nesta pesquisa foram gentilmente
cedidas pela Cooperativa dos Curtidores e Artesdos em Couro de Ribeira de
Cabaceiras (ARTEZA), no distrito de Ribeira, situado em Cabaceiras, estado da
Paraiba. Os efluentes sao provenientes do processo de curtimento da pele
caprina realizado em maquina ou manualmente. No processo de curticio em
maquina a pele é tratada com 0leo de soja, 60leo de algodéo e tanino em po
extraido de angico (Anadenanthera colubrina Vell.). No processo manual o

tratamento é realizado com cascas de angico em tanques durante 15 dias.

No tratamento, o filtrado contendo a tanase extracelular produzida por A.
ochraceus foi adicionado aos efluentes na proporcao 1:1 (v/v). O tratamento foi
conduzido por 2 horas a 30°C. Os efluentes tratados e nédo tratados foram
caracterizados com relacdo ao teor de taninos e compostos fendlicos totais,

como descrito abaixo.

3.15.2.1 Quantificacdo dos taninos

O teor de taninos foi determinado pelo método de precipitacdo de
proteinas, previamente padronizado por curva analitica de &cido tanico (0-0,2
mg/mL) (HAGERMAN; BUTLER, 1978). A reacao foi composta por 500 yL da
amostra adicionados de 1 mL de solucéo de BSA, preparada em tamp&o acetato
de sédio 0,2 mol.L* pH 5,0, e mantidas por 15 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, centrifugada a 5 000 g durante 15 minutos, sendo o sobrenadante
descartado e o sedimento dissolvido em 750 pL de SDS 1% (m/v). Foram

adicionados 1,5 mL de solucdo de SDS-trietanolamina e 500 yL de FeClsz. Apds
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repouso por 20 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida a A=510

nm em espectrofotdmetro.

3.15.2.2 Determinacao dos compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados seguindo a
metodologia descrita por Rao et al. (2018). O método foi previamente
padronizado por curva analitica de acido géalico (0-0,2 mg/mL). A reacao foi
composta por 125 yL da amostra, 125 uL do reagente Folin-Ciocalteu e 500 pL
de agua destilada. Apés 6 minutos de incubacdo no escuro, a temperatura
ambiente, foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sédio (7% m/v) e 1 mL de
agua destilada. Apos 90 minutos de incubacdo no escuro a temperatura

ambiente, a absorbancia foi lida a A=725 nm em espectrofotémetro.

3.15.3 Tratamento do sorgo

Os gréos de sorgo foram adquiridos no estado da Paraiba (PB-Brasil) e
triturados em liquidificador para obtencéo da farinha de sorgo. A farinha de sorgo
foi tratada com o filtrado bruto extracelular contendo tanase de A. ochraceus. Em
frascos erlenmeyers de 25 mL foram introduzidos 1 g de farinha de sorgo e 0,5
mL de filtrado bruto. O tratamento foi conduzido por 5 dias a 30°C, seguindo
metodologia de Schons, Battestin e Macedo (2012) e os compostos fendlicos
guantificados. Como controle foi utilizada a farinha de sorgo sem adicdo do

filtrado bruto, adicionado de 0,5 mL de agua destilada.

Os compostos fendlicos foram extraidos em 70% (v/v) de metanol na
proporcao 200 mg de farinha de sorgo para 10 mL de solvente. O experimento
foi conduzido a 200 rpm, 25 °C por 2 horas. Em seguida, o extrato foi centrifugado
a 1320 xg por 15 minutos, a 5°C. O teor de taninos e compostos fendlicos totais
foi determinado no controle e nas amostras tratadas com tanase e foram feitos
seguindo as metodologias descritas nos itens 3.15.2.1 e 3.15.2.2,

respectivamente.
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3.16 Reutilizag&o dos biofilmes fungicos

Apo6s o biofilme fungico, em suporte inerte, ter sido utilizado em uma etapa
de fermentacgéo, este foi retirado do caldo com o auxilio de uma pinga estéril.
Feito isto o biofilme foi reutilizado de duas maneiras diferentes. O primeiro modo
foi reintroduzir o biofilme imediatamente em outro erlenmeyer contendo o meio
Khanna usualmente utilizado na fermentacdo, para entdo mais um ciclo de
fermentagdo. Este procedimento foi repetido mais uma vez totalizando uma

bateria de trés fermentacdes consecutivas.

Em seguida, a outra maneira empregada para se reutilizar o biofilme foi
primeiramente colocar este em uma placa de petri contendo papel filtro Whatman
n°l, previamente autoclavados, sendo levado para uma etapa de secagem em
estufa a 37°C, pelo periodo de 24 horas. Apés a secagem o biofiime foi
reintroduzido em frascos erlenmeyer contendo o meio Khanna para mais uma
etapa de fermentacdo. Este procedimento foi repetido por trés vezes

fermentacbes consecutivas.

Para a analise estatistica da reutilizacdo dos biofilmes foi utilizado o
programa BioEstat 5.0, considerando-se trés repeticdes. Foi feita analise de
variancia e teste de Tukey para a comparacdo das médias, com intervalo de

confianca de 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéao dos biofilmes

A obtencdo dos biofilmes foi inicialmente verificada em meio Khanna
tendo glicose 2% (m/v) como fonte de carbono, por diferentes periodos de
incubacgéo a 28°C sob agitacdo de 50 rpm. Sob estas condi¢des foi verificado
gue o maior desenvolvimento do biofilme ocorreu em 72 horas (Figura 10). Com
24 horas a formacao do micélio foi imperceptivel e com 48 horas era visivel a
olho nu porém aindareduzida. Deste modo, o periodo de incubacéo de 72 horas
foi selecionado para a analise da influéncia de diferentes meios de cultivo na
formacao do biofilme de A. ochraceus, uma vez que neste momento foi possivel
observar que o biofilme fungico recobriu todo o suporte

Figura 10. Biofilme fungico de A. ochraceus desenvolvido sobre suporte inerte
de polietileno apés 24(A), 48(B) e 72(C) horas de incubacdo em meio Khanna a
28°C sob agitacao (50 rpm), utilizando glicose (2% m/v) como fonte de carbono.

Fonte: Autora.

Na figura 11, ao analisarmos os biofilmes obtidos em diferentes meios,
podemos observar o desenvolvimento reduzido do microrganismo sobre o

suporte inerte quando utilizados os meios SR e M5. JA no meio Czapeck,
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observamos um maior crescimento do fungo no suporte, porém apenas na
superficie deste, diferente do observado para os meios Khanna e Mineral, nos
guais o fungo se desenvolveu completamente ao redor do suporte. As diferencas
observadas para o desenvolvimento dos biofilmes em diferentes meios de cultivo
devem-se a composicao destes meios, sendo que alguns constituintes podem
ter acdo positiva, favorecendo o crescimento, enquanto outros podem exercer
influéncia negativa, reduzindo ou inibindo este crescimento. Muitas enzimas
requerem ions metalicos como ativadores para expressarem sua atividade
catalitica absoluta, favorecendo assim o crescimento e a reproducdo do
microrganismo (MUKHERJEE e BANERJEE, 2006; JANA et al., 2014). Os ions
metalicos sdo micronutrientes que atuam como co-fatores de enzimas
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2016). Os nutrientes comuns aos meios Khanna e
Mineral foram o fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) e o sulfato de
magnésio hepta-hidratado (MgSOa.7H20). Tais compostos podem ter favorecido

o crescimento do biofilme de A. ochraceus.
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Figura 11. Desenvolvimento dos biofilmes fungicos de A. ochraceus cultivado
nos meios SR (A), Czapeck (B), M5 (C), Khanna (D) e Mineral (E) por 72 horas
a 28°C e 50 rpm, com glicose 2% como fonte de carbono.

Fonte: Autora.

Desta forma, os meios Khanna e Mineral foram selecionados para
continuidade do presente estudo, afim de determinar os melhores parametros

para a producédo de tanases em FB.

4.2 Estudo morfolégico dos biofilmes de Aspergillus ochraceus

O biofilme fangico de A. ochraceus foi cultivado e preparado como descrito

nos itens 3.2 e 3.15, respectivamente.

Decorridas 24 horas do processo de adesédo do esporo ao suporte (Figura 12A)
notamos o crescimento inicial de hifas sobre o suporte inerte de polietileno. Em
seguida, apos 48 horas (Figura 12B), € evidente a presenca de conidiéforos do
fungo. Finalmente, apos 72 horas (Figura 12C e D), podemos observar que a

morfologia do biofilme de A. ochraceus é caracterizada por um crescimento de
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varias hifas sobrepostas (micélio), que criam uma matriz densa, com a formacao
de varios canais que permitem a troca eficiente de nutrientes entre o biofilme
fungico e o ambiente. Um padrdo morfologico semelhante foi observado em
biofilmes de Rhizopus microsporus var. microsporus (SATO et al., 2016) e em A.
phoenicis, no qual micélios cobriram completamente o suporte. O primeiro passo
na adesdo dos esporos ao substrato depende da producédo de substancias
adesivas para formar uma espécie de almofada sob os esporos (AZIANI et al.,
2012). A formacdo de canais também foi observada em biofilme fangico de
Aspergillus niger ATCC 10864 desenvolvido em pano de poliéster, sendo
observado também, neste caso, a maior producéo celulasica quando comparado
ao micélio livre do fungo (VILLENA e GUTIERREZ-CORREA, 2006).

Figura 12. Fotomicrografias eletronicas de varredura do biofiilme de A.
ochraceus, cultivados em meio Khanna com glicose (2% m/v). Crescimento de
hifas sobre o suporte inerte de polietileno por 24h (A), 48h (B) e 72h (C e D). As
setas em C e D indicam os canais.

EHT » 20.00 kv Mags 100K X EHT = 20.00 kV Mages 100KX

EHT=2000kV  Mags 400X — EHT=2000KV  Mag= 100KX

Fonte: Autora.
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4.3 Determinagéo dos melhores parametros para aproducao de tanases em
FB

4.3.1 Influéncia da composicdo do meio de cultivo na producéo de tanases

Na tabela 2 podem ser observadas as producdes enzimaticas em
diferentes meios de cultivo utilizando biofilmes flngicos obtidos nos meios
Khanna e Mineral tendo acido tanico 1% (m/v) como fonte de carbono, pH inicial
5,0 por 72 horas, a 28°C e 50 rpm.
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Tabela 2. Produgédo de tanases extracelulares por biofiimes de Aspergillus
ochraceus desenvolvido nos meios Khanna e Mineral, e transferidos para

fermentacdo nos meios Czapeck, M5, SR, Mineral e Khanna.

Atividade Tanasica

Meios de Meios de
indugéo fermentacgéo U/mL U/mg de proteina
Khanna M5 0,090 0,65+0,5
Czapeck 0,05+ 0,03 3,05+241
SR 0,090 1,00 £ 0,02
Mineral 0,020 0,67 = 0,06
Khanna 0,25+ 0,03 7,35+ 0,88
Mineral M5 0,050 0,640
Czapeck 0,13+0,01 4,35 + 0,97
SR 0,12 + 0,02 3,10 £ 0,24
Mineral 0,03+0 1,49 +0,74
Khanna 0,16 + 0 5,31+0,05

Os biofilmes foram desenvolvidos em meio Khanna e em meio Mineral tendo
glicose 2% (m/v) como fonte de carbono. Os cultivos para producéo
enzimatica foram feitos com os meios Czapeck, M5, SR, Mineral e Khanna tendo
acido tanico 1% (m/v) como fonte de carbono por 72 horas a 28°C e agitacao de

50 rpm.

Os melhores resultados obtidos na producédo tanasica em FB foram
observados quando empregado o meio Khanna, para ambos os biofilmes, sendo
a maior atividade enzimatica extracelular (0,25 U/mL e 7,35 U/mg de proteina)
registrada com o uso do biofilme induzido em meio Khanna, seguido dos valores
observados para o biofilme induzido em meio Mineral (0,16 U/mL e 5,31 U/mg
de proteina), como apresentado na tabela 2. Uma boa producéo tanasica foi
observada também no cultivo em meio Czapeck a partir da induc¢do do biofilme

em meio Mineral (4,35 U/mg de proteina).
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Considerando a producdo de tanases pelo fungo A. ochraceus, em
fermentacdo submersa, o meio Khanna foi também o que mais favoreceu a
producdo enzimatica extracelular (1,1 U/mg de proteina) como descrito por
Goncalves et al. (2012), sendo o valor obtido no presente trabalho cerca de 7
vezes maior. Da mesma forma, Villena e Gutiérrez-Correa (2012) relataram a
maior eficiéncia na produgéo de celulase e xilanase de Aspergillus niger por FB
do que por FSbm. O meio Khanna foi utilizado também para a producédo de
tanase extracelular em FSbm por Aspergillus sp. (MELO et al.,, 2014) e
Aspergillus japonicus 246A (Bradoo et al., 1997). Outros meios foram também
utilizados na producao tanasica, como os meios Czapeck para A. niger (LAL et
al., 2012) e o meio Mineral para A. fumigatus Cas- 21 (CAVALCANTI et al.,
2017).

Desta forma, o biofilme induzido e cultivado em meio Khanna foi selecionado

para dar continuidade ao estudo.

4.3.2 Efeito de diferentes fontes de carbono sobre a producéo tanasica

Observa-se na tabela 3 que as melhores fontes de carbono para a
producdo de tanase extracelular por biofiimes de A. ochraceus foram o acido
galico (0,4 U/mL) e o acido tanico (0,31 U/mL). Os melhores resultados para a
producéo de tanases extracelulares por A. phoenicis também foram encontrados
com essas fontes de carbono, como apresentado por Riul et al. (2013). O valor
obtido por estes autores na presenca de acido galico (0,43 U/mL) foi semelhante
ao aqui encontrado, porém foi superior quando utilizado o acido tanico (0,64
U/mL). Na presenca dos sacarideos glicose, sacarose e lactose, assim como ha
auséncia de fonte de carbono, ndo houve producao tanasica por A. ochraceus,
indicando uma producao induzida da enzima. Dependendo da linhagem e das
condi¢cBes de cultivo, as enzimas podem ser caracterizadas como constitutivas
ou induzidas, mostrando diferentes padrées de producdo. Enzimas induzidas
sao aquelas que sao sintetizadas apenas na presenca de um substrato

especifico e enzimas constitutivas as que ndo dependem da presenca de um
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substrato especifico (LEKHA e LONSANE,1997). Compostos fendlicos como
acido galico, pirogalol, metil galato e acido tanico podem induzir a sintese de
tanase (BELMARES et al., 2014; BAJPAI e PATIL, 1997). No geral, a tanase
aparenta ser uma enzima induzida, sendo produzida em quantidades elevadas
apenas quando o &cido tanico esta presente (AGUILAR e GUTIERREZ-
SANCHEZ, 2001). Aguilar e Guitierrez-Sanchez (2001) relataram que, como 0
acido tanico é uma molécula relativamente grande, tal composto ndo pode
atravessar a membrana celular dos microrganismos, propondo, assim, que um
dos compostos intermediarios que se formam durante a biodegradacéo do acido
tanico é o verdadeiro indutor. Entretanto, em Costa et al. (2012) o &cido galico é

relatado como um indutor mais eficaz do que o acido tanico.

Quando utilizadas as folhas vegetais de cha verde e hortela, a producéo
enzimatica por biofilmes de A. ochraceus foi bastante reduzida, diferente do
observado para o fungo Aspergillus niger CAS-21 (CAVALCANTI et al., 2017).
Um dos fatores que podem ter contribuido para este resultado € o fato de que os
taninos podem ser encontrados em varias propor¢cbes em todas as plantas
vasculares, porém variando sua concentracdo dependendo da parte do vegetal
(ARBENZ e AVEROUS, 2015), época da colheita e condicdes ambientas. A
degradacéao desses taninos pela tanase varia de acordo com a espécie do fungo
e pode também néo ter ocorrido devido ao tempo de cultivo insuficiente. De
acordo com os resultados obtidos, ambas as fontes de carbono, acido tanico e

acido galico, foram selecionadas para dar continuidade ao estudo.
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Tabela 3. Influéncia da fonte de carbono na producéo de tanases extracelulares
a partir de biofilmes de A. ochraceus induzidos no meio Khanna e transferidos

para fermentacdo em meio Khanna.

Fontes de carbono Atividade tanasica Atividade especifica (U/mg
(m/v) (U/mL) prot.)
Sacarose (1%) 0 0
Glicose (2%) 0 0
Lactose (1%) 0 0
Maltose (1%) 0 0
Cha verde (1%) 0,04 + 0,02 0,27 +0,12
Acido tanico (1%) 0,31 +0,03 17,62 +1,22
Acido galico (1%) 0,40 + 0,04 19,32 +5,25
Horteld (1%) 0,04 £ 0,05 0,29 + 0,05
Ausente 0 0

Os cultivos para producéo enzimatica foram conduzidos em meio Khanna por 72

horas a 28°C sob agitacao de 50 rpm.

4.3.3 Influéncia do tempo de cultivo na producao tanasica

De acordo com o apresentado na Figura 13, observamos que o fungo
produz e secreta tanase ja nas primeiras 24 horas de cultivo, sendo a maior
producdo enzimatica obtida em 72 horas para ambas as fontes de carbono
utilizadas. Porém, a producdo da tanase foi cerca de 1,25 vezes maior na
presenca de acido galico do que na de acido tanico. De acordo com George e
Ong (2013), Gongalves et al. (2012) e Lal et al. (2012) a sintese maxima de
tanase foi observada também com 72 horas de cultivo do fungo A. niger FBT1,
A. ochraceus e A niger, respectivamente. Desta forma os ensaios foram

conduzidos utilizando o tempo de 72 horas. Liu et al. (2016) relataram o tempo
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de 48 horas de cultivo para méaxima producdo tanasica por Aspergillus ssp.
UCP1284 utilizando &cido tanico como fonte de carbono.

Figura 13. Producgéo de tanase por biofiimes de A. ochraceus em meio Khanna
tendo &cido tanico 1% (m/v) (m) e acido galico 1% (m/v) (e) como fontes de

carbono a 28°C e 50 rpm, em funcéo do tempo de cultivo (24 a 120 horas).

Atividade especifica (U/mg de proteina)
@
.

1 ~. T s i ¥ 1 ® 1

. v .
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (horas)

Fonte: Autora.

A partir de 72 horas de cultivo houve um declinio na producéo enzimatica,
provavelmente decorrente do acumulo dos produtos finais, acido galico e glicose,
0S quais podem estar intimamente relacionados com o controle da expressao de
genes. Segundo retrata Aguilar et al. (2001), a glicose pode estar envolvida na
represséao catabolica. Por outro lado, Bajpai e Patil (1997) relataram que o acido
galico ndo esta envolvido no mecanismo regulador por retroalimentacao
negativa, uma vez que este produto final também pode induzir a producéo
tanasica diferindo de Bradoo et al. (1997) que sugeriram que o acido galico atua
sim como um repressor, ou entdo que a enzima protease € a responsavel pela

degradacdo enzimatica, reduzindo consequentemente a atividade. Para tanto, o
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periodo de 72 horas foi selecionado como o melhor tempo para continuar os
estudos de producéo tanasica por A. ochraceus em FB.

Considerando este periodo de fermentacdo, a influéncia de diferentes
concentracdes de 4cido tanico e 4cido galico sobre a producdo enzimatica foi
avaliada. Verificou-se, como mostrado na Figura 14, que o maior valor de
atividade especifica foi referente a concentracdo de 1,5% (m/v) de &cido tanico
(33,61 U/mg de proteina), sendo cerca de 30 vezes maior do que a observada
por Gongalves et al. (2012) para a tanase de A. ochraceus (1,1 U/mg de proteina)
produzida em FSbm. Na concentragéao de 1% (m/v), como vinha sendo utilizada
até entdo, a atividade enzimatica na presenca de acido galico foi ligeiramente
superior a obtida na presenca de &cido tanico. Quando empregadas
concentragdes superiores a 1,5% (m/v) de &cido tanico, a atividade enzimatica
foi reduzida, ocorrendo o0 mesmo para o uso do acido galico, porém em
concentragdes acima de 1%. Desta forma, a partir deste resultado, optou-se por
utilizar 1,5% (m/v) de acido tanico como fonte de carbono. Lekha e Lonsane
(1997) sugerem que o processo de inducdo da tanase € ativado de forma
semelhante ao processo de inducéo de celulases, no qual certos niveis basais
desta enzima séo necessarios para iniciar a hidrélise do substrato e proporcionar
condicdes para se obter a verdadeira atividade indutora. E importante também
considerar que o acido tanico em altas concentracdes pode se ligar de forma
irreversivel com proteinas de superficie das células microbianas e, assim, tanto
0 crescimento do microrganismo quanto a producao enzimatica serao reduzidos.
Resultados semelhantes foram relatados também para o acido galico (LAL et al.,
2012).



66

Figura 14. Producéo de tanases por biofiime de A. ochraceus em meio Khanna
em funcdo da concentragcdo de &cido tanico (e) e acido galico (m) como fontes

de carbono, a 28°C e 50 rpm por 72 horas.
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4.3.4 Influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na producao tanasica

A influéncia das fontes de nitrogénio extrato de carne, peptona, extrato de
levedura e caseina, sobre a producdo de tanase por biofilmes de A. ochraceus
foi avaliada e como mostra a Figura 15A, a maxima producdo enzimatica
especifica obtida a partir do cultivo em meio Khanna, foi observada na presenca
de extrato de levedura (24,96 U/mg de proteina), seguido do cultivo ausente de
fonte adicional de nitrogénio (11,53 U/mg de proteina). Na presenca de caseina
observou-se a menor producédo (7,46 U/mg de proteina), sendo cerca de 3,3

vezes menor do que na presenca do extrato de levedura. A caseina é relatada
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como indutora de proteases (RODARTE et al., 2011), e um aumento dessas no
meio pode ter levado a degradacao das tanases produzidas pelo fungo, assim

como extrato de carne.

Apos definir o extrato de levedura como a melhor fonte adicional de
nitrogénio, ensaios variando sua concentracdo foram conduzidos. A maior
produgéo, como pode ser observado na Figura 15B, foi mantida quando usado
0,1% (m/v) de extrato de levedura (22,18 U/mg de proteina). O extrato de
levedura apresenta em sua composicdo proteinas (48,52%), carboidratos
(32,92%), minerais (8,32%), RNA (7,52%) e lipideos totais (3,4%) (CABALLERO-
CORDOBA, PACHECO e SGARBIERI, 1997). Desta forma, em maiores
concentragOes desta fonte de nitrogénio (20,2%), o fungo teria a sua disposicéo
todos 0s nutrientes necessarios para seu crescimento ndo sendo necessario
consumir 0 acido tanico para suprir suas necessidades metabdlicas, néo
produzindo assim a tanase. Outros autores relataram que o uso de fontes
adicionais de nitrogénio melhorou a produgcédo enzimatica, como a adicdo de
peptona, uma fonte orgénica de nitrogénio, para A. fumigatus CAS21
(CAVALCANTI et al.,, 2017) e A. phoenicis (RIUL et al., 2013), assim como
observado também com extrato de levedura. Entretanto, muitos estudos
apresentam fontes inorganicas de nitrogénio como melhores para a maxima
producéo enzimatica, como relatado em George e Ong (2013) para A. niger na
presencga de nitrato de amoénia (NH4sNO3s) e em Aboubakr et al. (2013) para A.
niger Van Tieghem na presenca de nitrato de sédio (NaNO3). O meio Khanna
utilizado no presente estudo apresenta nitrato de aménio em sua composicao, o

gue pode ter contribuido positivamente na producao enzimatica.
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Figura 15. Producdo de tanase por biofiimes de A. ochraceus em funcéo de
diferentes fontes de nitrogénio (A) e em funcéo de diferentes concentragdes de
extrato de levedura (B). Cultivos realizados em meio Khanna, com 1,5% (m/v) de
acido tanico como fonte de carbono, por 72 horas a 50 rpm e 28°C.
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4.3.5 Influéncia do pH inicial do cultivo na producgéo de tanase por FB
Na figura 16 é apresentada a influéncia de diferentes valores de pH inicial

do meio de cultivo sobre a producéo tanésica por biofilmes de A. ochraceus.

Figura 16. Influéncia do pH inicial do meio de cultivo na producgéo de tanase por
A. ochraceus. Os ensaios foram realizados em meio Khanna contendo 1,5%
(m/v) de acido tanico como fonte de carbono e 0,1% (m/v) de extrato de levedura

como fonte adicional de nitrogénio, por 72 horas a 50 rpm e 28°C.
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No pH 5,0 o microrganismo apresentou o maior valor de atividade
especifica (24,64 U/mg de proteina) sendo o menor valor obtido em pH 4,0 (5,78
U/mg de proteina). Na producdo enziméatica por Aspergillus oryzae
(VARADHARAJAN et al., 2015) e Aspergillus niger (LAL e GARDNER, 2012),
valores de pH igual a 5,0 foram relatados como ideais para maxima producao
tandsica. No trabalho efetuado por Cavalcanti et al. (2017), foi relatado o uso de
pH inicial do meio de cultivo igual a 5,0 para a producao tanasica em FSbm por

Aspergillus fumigatus CAS-21. Segundo Belmares et al. (2004), em valores de
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pH iniciais de 3,5 a 6,5, a producdo tanasica por espécies de Aspergillus é
favorecida, estando o valor encontrado no presente estudo condizente com a

literatura.

A determinacdo das melhores condi¢cdes do processo fermentativo em FB
possibilitou um aumento na producdo da enzima de interesse. Como
demonstrado na Tabela 4, o fungo filamentoso A. ochraceus apresentou sua

maior producédo tandasica extracelular em:

Tabela 4. Melhores condi¢cdes para a producdo tanasica extracelular por
biofilmes de A. ochraceus.

Meio de cultivo Khanna
Tempo de cultivo 72 horas
Fonte adicional de carbono 1,5% (m/v) de acido tanico
Fonte adicional de nitrogénio 0,1% (m/v) de extrato de levedura
pH inicial de cultivo 5,0
Temperatura de cultivo 28°C
Agitacao 50 rpm

4.4 Eletroforese em Condicdes Desnaturantes (SDS-PAGE)

Com o objetivo de analisar o perfil proteico do filtrado extracelular obtido,
amostras contendo tanase foram aplicadas em eletroforese em condicGes
desnaturantes (12% SDS- PAGE) (Figura 17).
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Figura 17. Perfil eletroforético em condi¢Bes desnaturantes (12% SDS-PAGE)
para as proteinas obtidas do filtrado extracelular bruto do cultivo de A. ochraceus
em FB em meio Khanna com 1,5% (m/v) de &cido tanico como fonte de carbono,
0,1% (m/v) de extrato de levedura, pH inicial 5,0, e mantido por 72 horas a 28°C

e 50 rpm.
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Fonte: Autora.

Utilizando o filtrado bruto extracelular € possivel verificar a presenca de
duas bandas proteicas com aproximadamente 75 kDa e 100 kDa. Na literatura
encontramos valores semelhantes relatados para outras tanases fungicas, como
a produzida por A. fumigatus CAS-21 com massa molecular de 60,34 kDa
(CAVALCANTI et al.,, 2018), a produzida por A. ochraceus com 85 kDa
(GONCALVES et al., 2012) e a de A. oryzae com 64 kDa (HATAMOTO et al.,
1996). Dadas as condi¢cBes de cultivo de A. ochraceus e os valores de massas
moleculares relatadas para tanases fungicas, podemos supor que a presenca

desta banda proteica, indica a existéncia da enzima tanase.
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4.5 Influéncia da temperatura e do pH na atividade tanasica

A enzima presente no filtrado extracelular apresentou pH 6timo aparente
de atividade igual a 6,0 e temperatura 6tima aparente de atividade igual a 30°C,
como pode ser observado na Figura 18. De acordo com Costa e colaboradores
(2008), as tanases fungicas sdo geralmente caracterizadas como enzimas
acidas com pH 6timo aparente em torno de 5,5. As tanases obtidas a partir de
fontes microbianas apresentam atividades 6timas em temperaturas no intervalo
de 20°C a 60°C mas, em geral, a temperatura étima ocorre em torno de 35°C
(CAVALCANTI et al., 2017). Temperatura e pH 6timos de atividade de 30°C e
pH 5,0, respectivamente, foram descritos para a tanase produzida por
Aspergillus tamarii (COSTA et al., 2008). Segundo Bagga, Pramanik e Pandey
(2015), temperatura e pH 6timos de atividade de 60°C e pH 5,0 foram observados
para a tanase produzida pelo fungo Aspergillus aculeatus. Entretanto, a tanase
de A. ochraceus produzida em FSbm (GONCALVES et al., 2012) apresentou
temperatura oOtima de atividade igual a 40°C, diferindo do encontrado para a
enzima produzida em FB. O pH 6timo aparente também diferiu sendo de 5,0 em
FSbm e 6,0 em FB. Usando o mesmo fungo, variacdes nas propriedades fisico-
guimicas da enzima sao esperadas, uma vez que ocorrem diferencas quanto ao
crescimento e morfologia fungica quando o fungo se encontra livre ou firmemente
aderido a uma superficie, como € o caso do biofilme. Isto deve-se principalmente
ao fato de que durante a formacdo de um biofilme em um suporte polimérico
inerte, 0os genes sdo expressos diferencialmente, resultando em fendtipos
diferentes (HARDING et al., 2009; AZIANI et al., 2012). O efeito do pH na
atividade da enzima é determinado pela natureza dos aminoacidos no sitio ativo,
gue sofre protonacdo e desprotonacdo, e pelas mudancas conformacionais
induzidas pela ionizacéo de outros aminoacidos. As enzimas sdo muito sensiveis
a mudancas no pH e funcionam melhor em uma faixa muito limitada, com um pH
otimo definido (SABU et al., 2005).
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Figura 18. Determinagcdo do pH (A) e temperatura (B) 6timos aparentes para
atividade tandsica extracelular produzida pelo fungo Aspergillus ochraceus em
FB. Em (A) 100% = 22,82 U/mg de proteina. Em (B) 100% = 33,61 U/mg de
proteina.
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Fonte: Autora.

A estabilidade térmica e ao pH foram verificadas para enzima presente no
filtrado bruto extracelular (Figura 19). Quando a tanase foi incubada a 30°C por
60 minutos, 62% de sua atividade inicial foi mantida, e no tempo de 180 minutos
a atividade foi reduzida pela metade (Figura 19A). Nas temperaturas de 25°C,
40°C e 50°C a enzima manteve 36%, 29% e 39% de sua atividade inicial por 180
minutos, respectivamente. Na temperatura de 60°C notamos a menor
estabilidade térmica da enzima. Normalmente a tanase € estavel em
temperaturas entre 10 e 45°C (PINTO et al., 2005). A tanase produzida por A.
fumigatus CAS21 apresentou 50% de atividade apds 180 minutos de incubacéo
a 30°C (CAVALCANTI, JORGE e GUIMARAES, 2018). Ja a tanase produzida
por A. tamarii foi estavel em temperaturas baixas (5°C a 25°C) durante varias
horas enquanto em temperaturas elevadas, como 40°C, foi estavel durante
apenas 1 hora (COSTA et al., 2012).

Com relacéo a estabilidade ao pH (Figura 19B), a enzima apresentou em
pH 6,0, apds 60 minutos de incubacédo, 77% da atividade inicial e decorridos 360
minutos houve perda de aproximadamente 50% de sua atividade. Nos pH 5,0 e

7,0, apds 120 minutos de incubacao, foram mantidos 55% e 65% da atividade
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enzimatica inicial, respectivamente. Entretanto, ap6s 360 minutos no pH 7,0 a
enzima nao apresentou mais atividade. As tanases produzidas por A. oryzae e
A. tamarii apresentaram resultados semelhantes aos aqui encontrados para a
estabilidade ao pH (ALDEL-NABY et al., 2016; COSTA et al.,, 2012). A
estabilidade de uma enzima é um aspecto importante de ser compreendido
guando se considera sua aplicacdo em processos biotecnoldgicos, uma vez que
pode fornecer informacdes sobre a estrutura da enzima e também ajudar a

otimizar os lucros dos processos enziméticos (ABDEL-NABY et al., 2016).

Figura 19. Estabilidade térmica (A) da tanase produzida em FB por A. ochraceus
nas temperaturas de 25°C (m), 30°C (e), 40°C (A), 50°C (A) e 60°C (A), €
estabilidade ao pH (B) frente aos valores de pH 5,0 (m), 6,0 () e 7,0 (A) por

diferentes periodos. 100% de atividade relativa corresponde a 26,28 U/mg de
proteina.
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Fonte: Autora.

4.6 Efeito de diferentes sais e outros compostos na atividade tanasica

Conforme pode ser observado na Tabela 5, a tanase extracelular

produzida por biofilmes de A. ochraceus foi ativada por MnCl, (+ 23,97%) e
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NH4Cl (+ 27,84%). As maiores inibicdbes da atividade enzimatica foram
observadas na presenca de Ag* (- 33%) e Ba?* (- 34%). Inibicdo na ordem de
15-20% foi observada na presenca de CuClz, MNSO4, MgSO4 e NaCl. Os demais

sais ndo apresentarem influéncia significativa na atividade enzimatica.

Normalmente as tanases sdo inibidas pelo ion Fe?* como no caso das
tanases produzidas por A. fumigatus CAS-21 (CAVALCANTI, JORGE e
GUIMARAES, 2018), A. carbonarius (VALERA et al., 2015), A. niger ATCC
16620 (SABU et al., 2005) e A. oryzae (ABDEL-NABEY; EL-TANASH; SHERIEF,
2016), diferindo do observado no presente estudo, sendo um dos principais
diferencias da enzima, uma vez que esta pode ser utilizada em processos em
que o ion Fe?* esteja presente. Além disso, a inibicdo por Ag* e Ba?* condiz com
a literatura (YAO et al., 2014).

Muitas enzimas requerem ions metalicos como ativadores para expressar
sua atividade catalitica absoluta. Essa ativagdo € muito importante no nivel
industrial, uma vez que, deste modo, a reacdo enzimatica atinge sua maxima
eficiéncia, gerando o produto de interesse em maior quantidade. As tanases
normalmente requerem a presenca de ions metalicos especificos, especialmente
cations divalentes, para expressar sua maxima atividade catalitica. Geralmente
co-fatores ndo sdo necessarios para a atividade tanasica. A ativacado da enzima
por ions metalicos pode alterar a constante de equilibrio da reagdo enzimatica,
seja alterando a carga superficial da molécula, modificando assim a conformacao
da enzima ou atuando em seu sitio ativo, facilitando a formac&o do complexo
enzima-substrato (ES) (MUKHERJEE e BANERJEE, 2006; YAO et al., 2014)
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Tabela 5. Efeito de diferentes sais na atividade tanésica extracelular do fungo A.

ochraceus.
Sais (ImM) Atividade relativa (%)
Controle 100
AgNO3 67,74 + 5,83
BaCl> 66,45 + 3,36
CaCl 95,26 + 9,09
CuCly 85,26 + 9,40
MnSOg4 80,75 £ 6,70
MnCl; 123,97 £ 9,36
MgSO. 81,50 + 3,24
CuSOg4 105,81 + 4,43
Fe2S04 109,89 + 6,36
FeCl> 101,61 £ 3,91
KH2PO4 109,13 + 3,09
MgCl> 111,51 +7,18
NacCl 82,9+7,13
NH4CI 127,84 + 4,51
ZnS0Oq4 101,82 + 2,07

100% = 15,35 + 0,84 U/mg de proteina.

Outros compostos também afetaram a atividade enzimatica como os
solventes organicos, quelante e surfactantes (Tabela 6). Na presenca dos
surfactantes Triton X-100, Tween 20 e SDS, a atividade enzimatica foi mantida.
J& os solventes organicos, com excecao do butanol (reducédo de 38,43%), ndo
apresentaram grande influéncia na atividade tanasica. Entretanto, percebemos
gue com o aumento do numero de carbonos do hidrocarboneto e consequente
aumento da hidrofobicidade ha influéncia negativa na atividade enzimatica. Do
ponto de vista biotecnolégico existem inimeras vantagens de se realizar reacfes
enzimaticas em solventes organicos como, por exemplo, a alta solubilidade da
maioria dos compostos organicos em meios ndo aquosos, maior estabilidade da

enzima e relativa facilidade de recuperacao do produto. O uso de solventes



I

organicos pode, ainda, aumentar a solubilidade de substratos ndo polares,
aumentar a estabilidade térmica de enzimas, diminuir reacdes colaterais
dependentes de agua ou eliminar a contaminacao microbiana (CHHOKAR et al.,
2010).

O agente desnaturante B-mercaptoetanol promoveu uma leve reducao na
atividade tanésica (-13,51%). Este composto reduziu a atividade da tanase
produzida por uma co-cultura de Rhizopus oryzae e Aspergillus foetidus. A
tanase de A. niger foi também inativada por este composto (BARTHOMEUF et
al. 1994). O B-mercaptoetanol atua clivando as pontes dissulfeto presentes na
estrutura proteica, inibindo assim a atividade enzimética devido alterag6es no
sitio ativo (MUKHERJEE; BANERJEE, 2006). O EDTA também reduziu a
atividade tanasica (-18,25 %), assim como reportado para a tanase produzida
por Verticillium sp., a qual teve sua atividade drasticamente reduzida
(KASIECZKA-BURNECKA et al., 2007).

Assim como relatado para A. fumigatus CAS-21 (CAVALCANTI, JORGE
e GUIMARAES, 2018), a ureia em baixas concentra¢cdes promoveu aumento da
atividade tanéasica (+18,42%). Em concentracfes elevadas a ureia age
guebrando todas as ligacdes de hidrogénio presentes na proteina provocando
alteracao conformacional na estrutura terciaria da enzima e, consequentemente,
desnaturacdo (MAHAPATRA et al.,2005). A capacidade da tanase, produzida
por A. ochraceus em FB, de permanecer estavel na presenca de solventes,
surfactantes e desnaturantes sdo caracteristicas favoraveis para aplicacfes
industriais da enzima (CAVALCANTI, JORGE e GUIMARAES, 2018).
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Tabela 6. Efeito de compostos quimicos na atividade tanasica extracelular do

fungo A. ochraceus.

Compostos Atividade relativa (%)
Controle 100

Etanol (1%) 102,44 + 4,01
Metanol (1%) 103,68 + 3,45
Acetonitrila (1%) 101,05+ 6,21
Isopropanol (1%) 92,80 + 6,53
Butanol (1%) 61,57 + 3,20
Acetona (1%) 90,35 + 5,62
Triton X-100 (0,01%) 105,61 + 3,95
Tween - 20 (0,01%) 94,38 + 4,08
SDS (1mM) 104,35 £ 8,03
B-mercaptoetanol (1mM) 86,49 + 4,77
Ureia (1mM) 118,42 £ 7,75
EDTA (1mM) 81,75 + 4,08

100% = 15,35 = 0,84 U/mg de proteina.

4.7 AplicacOes datanase produzida por biofilmes de A. ochraceus

4.7.1 Sintese de propil-galato

De forma similar a outras esterases, a tanase em meio aquoso catalisa

predominantemente reacdes hidroliticas. Entretanto, em meios organicos com

teores reduzidos ou nulos de agua as reacdes de esterificacdo passam a ser

predominantes (PINTO et al., 2005).

A habilidade da tanase produzida por Aspergillus ochraceus em FB de

catalisar a reacao de transesterificacdo na presenca de 1-propanol foi analisada

usando CCD (Figura 20). Em todos os tempos notamos a producdo de &cido
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galico, substrato utilizado para a sintese quimica ou enzimatica do propil-galato.
Desta forma, o acido galico obtido foi parcialmente utilizado para a sintese do
propil-galato, a qual aumentou em fung&o do tempo de reacdo, da mesma forma
como observado por Riul et al. (2013) utilizando a enzima produzida por
Aspergillus phoenicis. A maxima producao foi observada no tempo de 96 horas,
0 que confirma o potencial da enzima para aplicacdes industriais. O propil-galato
€ um antioxidante alimentar de grande interesse uma vez que previne a oxidacéo
lipidica (ADEGOKE et al., 1998).

Figura 20. Perfil cromatografico em camada delgada (CCD) para a sintese de
propil galato a partir da esterificacdo do acido tanico (5mmol.Lt) em presenca
de 1-propanol na proporcao 1:1 (v/v) pela tanase extracelular produzida por
biofilmes de A. ochraceus. Raias: (1) acido tanico; (2) acido galico; (3) proplil
galato; (4) reacdo de 24 horas; (5) reacao de 48 horas; (6) reacéo de 72 horas;

(7) reacao de 96 horas; (8) controle negativo.
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Fonte: Autora.
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4.7.2 Aplicagdo da tanase em efluentes de curtume

A industria de curtimento de couro é responsavel por consumir grandes
volumes de &gua e produzir grandes volumes de efluentes com alta
concentragcdo de compostos, como taninos vegetais e materiais organicos,
contribuindo para a poluicdo ambiental. No tratamento desses efluentes com alta
concentragdo de taninos, a aplicacdo de tanase representa um modelo de
tratamento de baixo custo e efetivo na remocdo desses compostos
(CAVALCANTI, JORGE e GUIMARAES, 2018).

Como pode ser observado na Figura 21 A, o teor de taninos presentes
nos efluentes obtidos do processo em maquina e manual foi reduzido em 83,64%
e 56,41%, respectivamente, apos tratamento utilizando o filtrado bruto contendo
tanase por 2 horas. Os dados apresentados mostram que a enzima foi mais
eficaz para remocgao dos taninos presentes na amostra de efluente obtida do
processo de curtimento que utiliza maquina. Cavalcanti, Jorge e Guimaraes
(2018), relataram que a tanase produzida por A. fumigatus CAS-21 também foi
eficaz na remocédo dos taninos presentes nas amostras de efluentes de couro.
Entretanto, esta enzima foi mais eficaz nas amostras de tratamento manual do
gue na de maquina, apresentando reducdo de 89% e 25% do conteudo de

taninos, respectivamente.

O valor de compostos fendlicos totais presentes nas amostras também foi
verificado e a reducdo destes compostos com o tratamento enzimatico (Figura
21B), foi de 47,6 % para o efluente de maquina e de 64,44% para o efluente

manual.
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Figura 21. Teor de taninos (A) e de compostos fendlicos totais (B) presentes nas
amostras de efluentes obtidos do processo de curticdo manual e em maquina
apos tratamento enzimatico com a tanase produzida por biofimes de A.
ochraceus.

e Maguina
= Manual

Teor de taninos (%)

Controle Tratamento enzimatico

e B

l e Maquina
« Manual

Teor de fendis (%)

Controle Tratamento enzimatico

Fonte: Autora.

4.7.3 Sorgo

O sorgo é um alimento que apresenta elevada concentracdo de

carboidratos solUveis, que sdo essenciais para a fermentacdo adequada do
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acido lactico presente na matéria organica, um fator responsavel pela qualidade
nutricional (TOLENTINO et al., 2016). Entretanto, algumas variedades deste
cereal contém fatores antinutricionais, como taninos, que podem formar
complexos estaveis com proteinas e minerais, diminuendo a digestibilidade do
animal e o valor nutricional do grao (SCHONS, BATTESTIN e MACEDO, 2012).
Neste cenério, a aplicacdo de tanases para remocao destes compostos se torna

um atrativo no preparo de ra¢des animais.

A Figura 22 ilustra a reducdo dos taninos e compostos fendlicos totais,
presentes na farinha de sorgo, apds tratamento enzimatico com o filtrado
extracelular bruto contendo a tanase produzida por biofiimes de A. ochraceus.
Houve reducéo de 61,31% no teor de taninos e 17,49% no teor de compostos
fendlicos. Schons, Battestin e Macedo (2012) encontram valores de reducéo de
92% no teor de taninos e 66% no teor de compostos fendlicos da farinha de
sorgo tratada com tanase produzida por Paecilomyces variotii, também pelo

periodo de 5 dias.

Figura 22. Teor de taninos e fendis presentes nas amostras de farinha de sorgo

apos 5 dias de tratamento enzimatico.
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4.8 Reutilizagdo dos biofilmes fungicos

A reutilizacdo do biofilme é interessante uma vez que se evita 0 uso de
mais suportes inertes e também meio de cultivo indutor para obtencdo de novos
biofilmes. Quando considerada a reutilizacdo direta, foi observada queda na
atividade enzimética (Tabela 7). Contudo, de acordo com a analise estatistica,
nao houve diferenca significativa entre as atividades observadas para a primeira
e a segunda reutilizagbes. Mesmo diferindo estatisticamente da atividade obtida
na primeira fermentacéo, a reutilizacdo dos biofilmes permitiu a recuperacao de
atividades muito proximas. Estes resultados indicam a possibilidade de se utilizar
o biofilme fangico em processos de fermentacdo semi-continuos, ndo sendo
necessarias paradas constantes dos processos para limpeza e

descontaminacéo.

Ja no segundo modo de reutilizacdo, no qual o biofilme passa por uma
etapa de secagem antes de ser reutilizado, notamos aumentos da atividade
enzimatica na ordem de 20,5% e 30,5% para a primeira e segunda reutilizacdes,

respectivamente, sendo estes aumentos estatisticamente significantes.

Quando pensamos em desidratacdo muitas vezes associamos esta aos
graves danos que pode provocar aos organismos, no nivel da membrana, e
também as suas proteinas. Contudo, muitos organismos sao capazes de
sobreviver a completa desidratacdo e retomar rapidamente suas atividades
metabdlicas quando entram novamente em contato com a 4gua, sendo esta uma
estratégia de sobrevivéncia (FRANCA, PANEY e ELEUTHERIO, 2007). Desse
modo, a segunda forma de reutilizacdo seria interessante como forma de
armazenamento do biofilme, em momentos que se faz necessario ter uma pausa

no processo fermentativo, sem perder a eficiéncia da producéo.
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Tabela 7. Reutilizacao dos biofilmes fungicos de A. ochraceus em mais de uma

etapa de fermentagéo.

Atividade enzimética

Reutilizacao (U/mL) Atividade relativa
direta (%)
Primeira fermentacao 0,324+ 0,01 100
Reutilizagéo 1 0,308 £ 0,01 93,00
Reutilizagéo 2 0,298 + 0,00 89,90
Reutilizacdo ap0s secagem
Primeira fermentacao 0,28% + 0,00 100
Reutilizacdo 1 0,348 + 0,01 120,50
Reutilizacdo 2 0,36¢ + 0,01 130,50

Médias seguidas por letras maiusculas iguais sdo estatisticamente iguais pelo

teste de Tukey (p>0,05).



85

5. Conclusdes

O fungo filamentoso A. ochraceus cresceu sob a forma de biofilme quando
aderido a uma superficie inerte de polietileno e apresentou bom potencial para a
producdo de tanases em fermentacao por biofilme. Em condi¢des 6timas em FB
a tanase presente no filtrado extracelular bruto apresentou boa aplicabilidade,
podendo ser utilizada em processos variados, 0 que é uma caracteristica
interessante no nivel industrial, destacando sua boa estabilidade térmica e ao
pH. Além disso, a temperatura 6tima de atividade obtida pode ser faciimente
mantida em processos industriais. Diferindo das tanases ja descritas, a enzima
foi resistente ao ion Fe?* O uso da enzima promoveu a sintese de propil-galato,
permitiu a reducéo do teor taninos de efluentes de curtume industrial e da farinha
de sorgo, empregada em racdes animais. A reutilizacdo de biofilmes em
processos fermentativos para a produgao enzimatica é viavel, gerando economia
de tempo e provavel reducdo de custos do processo. Considerando os
resultados obtidos, a presente pesquisa confirmou o potencial da FB na
producédo de tanases por fungos filamentosos e evidenciou o potencial uso em
processos industriais. E  POSSIBILIDADES FUTURAS? NOVOS
CAMINHOS???
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