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Resumo

A tanase (EC 3.1.1.20) é uma enzima capaz de hidrolisar ligacdes éster e depsidicas de
taninos hidrolisaveis obtendo-se como produtos a glicose e o acido elagico ou acido galico, sendo
este Ultimo, um importante substrato para as indUstrias farmacéutica e quimica. Entre os diferentes
organismos capazes de produzir tanases, 0s microrganismos, de modo especial os fungos
filamentosos, vém se destacando uma vez que sdo mais versateis na degradacdo de diferentes
tipos de taninos. Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi estudar a producdo de tanases
intra e extracelulares por Aspergillus phoenicis em Fermentacdo Submersa (FSbm) e em
Fermentacdo em Substrato Soélido (FSS), melhorando as condi¢cdes de cultivo para obtencéo
destas enzimas em altos niveis, purificando e caracterizando-as bioquimicamente. Os maiores
niveis enzimaticos em FSS foram obtidos utilizando-se folhas de caju e cha verde como fonte de
carbono umedecidas com solucao de sais Khanna (1:1, m/v), a 30°C por 6 dias e em FSbm tendo
2% de &cido tanico como fonte de carbono, por 3 dias a 30°C para ambas as formas enziméticas.
Fontes de nitrogénio e fosfato aumentaram a producéo de tanases quando adicionadas em baixas
concentracdes. As tanases extra e intracelular produzidas em FSbm foram purificadas 22 e 17
vezes com recuperacdo de 9% e 16%, respectivamente, ap0s dois passos cromatogréaficos,
DEAE-Celulose e Sepharose CL6B. A forma extracelular possui massa molar nativa de
aproximadamente 218,8 kDa com 65,1% de carboidratos. Ja a enzima intracelular apresentou
massa molar nativa de 154,9 kDa e 43,2% de carboidratos. A temperatura 6tima de atividade para
ambas as enzimas purificadas foi de 60°C e o pH 6étimo de atividade ficou estabelecido na faixa de
5,0 a 6,0 para ambas as formas tanasicas. As tanases se mostraram bastante estaveis tanto a
temperatura quanto ao pH e mantiveram a atividade constante para quase todos os ions testados,
exceto para A¥ Fe™ e Co™, qgue foram potentes inibidores da atividade tanasica. Os parametros
cinéticos foram analisados, sendo que as enzimas mostraram maior afinidade quando utilizado o
propil galato como substrato. A transesterificacdo de acido galico em propil galato pela acdo das
tanases foi avaliada qualitativamente por TLC, utilizando-se para isso o solvente orgéanico 1-
propanol no meio reacional. Portanto, conclui-se que as tanases produzidas por Aspergillus
phoenicis possuem bom potencial biotecnolégico e sdo promissoras para o emprego industrial,
atuando em uma ampla faixa de pH e temperatura, além de serem produzidas utilizando fontes de
nutrientes de baixo custo, e ainda por possuir a capacidade de transesterificacdo de acido galico

em propil galato, propriedade esta, bastante rara entre as tanases e cobi¢cada industrialmente.
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Abstract

Tannase (EC 3.1.1.20) is an enzyme able to hydrolize ester and depside bonds of
hydrolysable tannins obtaining as products glucose and ellagic acid or gallic acid. This last one is
an important substrate for the pharmaceutical and chemical industries. Among different organisms
able to produce tannases, the microorganisms, especially filamentous fungi, have been highlighted
since they are more versatile in the degradation of different types of tannins. In this context, the aim
of this work was to study the production of intracellular and extracellular tannase from Aspergillus
phoenicis under Submerged Fermentation (SbmF) and Solid Substrate Fermentation (SSF),
improving culture conditions to obtain these enzymes at high levels, purifying and characterizing
them biochemically. The highest enzyme levels were obtained in SSF using cashew and green tea
leaves wetted with Khanna salt solution (1:1, w/v) as carbon source at 30°C for 6 days and SbmF
with 2% tannic acid as carbon source, for 3 days at 30°C, for both enzymatic forms. Nitrogen and
phosphate sources increased the production of tannase when added at low concentrations. The
extra and intracellular tannase produced in SbmF were purified 22 and 17 times with recovery of
9% and 16%, respectively, after two chromatographic steps, DEAE-Cellulose and Sepharose
CL6B. The extracellular form has native molecular mass of 218.8 kDa with 65.1% of carbohydrate
content. The intracellular enzyme showed native molecular mass of 154.9 kDa and 43.2% of
carbohydrate content. The optimum temperature for both purified enzymes was 60°C, and the
optimum pH activity was established at a range from 5.0 to 6.0 for both enzymatic forms. Tannase
proved to be quite stable at both temperature and pH and the activities remained constant for all

I**, Fe®* e Co*" which were potent inhibitors of the enzymatic activity. The

ions tested, except for Al
kinetic parameters were analyzed, and the enzymes showed higher affinity when propyl gallate
was used as substrate. The gallic acid transesterification in propyl gallate by tannases activities
was qualitatively evaluated by TLC, using for that the organic solvent 1-propanol in the reaction.
Therefore, we can conclude that the tannases produced by Aspergillus phoenicis have good
biotechnological potential and are promising for industrial employment, working in a wide range of
pH and temperature, besides, they are produced using low cost nutrients sources, and they also

have the transesterification ability of gallic acid in propyl gallate, a property quite rare among

tannases and industrially coveted.
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A tanase, também conhecida como tanino acil hidrolase (EC 3.1.1.20), € uma
enzima capaz de hidrolisar taninos, levando a liberacéo de glicose e acido galico ou acido
elagico (Mahendran et al., 2006) (Figura 1). Esta enzima favorece a invasao dos
microrganismos, principalmente fungos, em plantas hospedeiras pela hidrélise de parte
dos compostos fendlicos presentes em tecidos vivos ou em decomposi¢do, mais
especificamente os taninos hidrolisaveis (Scalbert, 1991). As tanases podem contribuir
para a degradacdo da parede celular dos vegetais, uma vez que sao capazes de romper
ligacBes cruzadas existentes entre as diferentes macromoléculas que a compde (Garcia-
Conesa et al., 2001). Diferentes estudos relatados por Lekha e Lonsane (1997) apontam
gue microrganismos de solo produtores desta enzima desempenham papel ativo na
decomposicdo e reciclagem de materiais vegetais ricos em taninos. Assim, as espécies
microbianas que sintetizam esta enzima apresentam vantagem competitiva comparadas a

outros microrganismos.

CHOR, OOH CH,OH R,: galoil
EC3.1.1.20 ) R,: digaloil
o 9/ + 1 OH
OH oH OH OH R OH
Acido tanico Acido galico Glicose

Figura 1. Hidrolise do acido tanico (Modificado de Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Teighem (1867) foi o primeiro a descrever esta enzima ao examinar duas espécies
de fungos, Penicillium glaucum e Aspergillus niger, que crescem na presenca de taninos
(Teighem, 1867 apud Lekha e Lonsane, 1997, p. 216).

Os taninos séao considerados os substratos naturais para as tanases, mas estas
enzimas também sdo capazes de degradar ésteres de acido galico (Lekha e Lonsane,
1997). Alguns fungos, principalmente os pertencentes aos géneros Aspergillus e

Penicillium sédo produtores de tanases (Rajakumar e Nandy, 1983).
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Esta enzima encontra-se em maiores quantidades dentro da célula ligada a
membrana. No entanto, a tanase também pode ser secretada para o meio de cultura
(Bradoo et al., 1997). Até o momento, os fungos A. niger, Aspergillus flavus e Aspergillus
oryzae foram descritos como sendo os melhores produtores de tanases, tanto em acido

tanico, quanto com outras fontes de carbono (Gupta et al., 1997).

1.1 Mecanismo de acdao hidrolitica

Como foi mencionado, a tanase catalisa a quebra de ligacdes éster e depsidicas de
taninos hidrolisaveis (Lekha e Lonsane, 1997). Embora o acido tanico (Figura 2-l) seja
conhecido por desnaturar proteinas, sabe-se que a tanase pode hidrolisa-lo
completamente a acido galico e glicose. Os compostos intermediarios desta reacdo de
hidrélise sédo: 1,2,3,4,6,-pentagaloil glicose (Figura 2-11), 2,3,4,6,-tetragaloil glicose (Figura
2-1ll) e dois tipos de monogaloil glicose (Figura 2-IV) (libuchi et al., 1972). Quando o
substrato de reacdo € o metil éster do acido tanico, os produtos finais sédo acido galico e
metanol. O acido tanico hidrolisado pela tanase pode (ou nado) ser metilado. Se ndo é
metilado, a molécula de glicose pode ser ligada através de ligacdes éster aos radicais R,
(acido digalico) nos carbonos 1,2,3 e 4, e aos radicais R; (acido galico) no carbono 6
(Figura 2-V). Se o acido tanico é metilado, o radical R, pode ser substituido em todas as
posicBes por um radical Rz (m-digalato metilado) (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001). A
tanase pode reagir com qualquer grupo hidroxila fendlico, mas para o verdadeiro complexo
enzima-substrato ser formado, o substrato tem que ser um éster composto de acido galico
(libuchi et al., 1972).

Para formacado de um verdadeiro complexo enzima-substrato os seguintes critérios
devem ser observados:

* Nao deve haver nenhuma restricdo sobre a estrutura do alcool que compde o
substrato éster, embora o acido deva ser acido galico.

* Qualquer hidroxila fenélica pode reagir com o sitio de ligacdo da enzima e impedir

a enzima de formar um verdadeiro complexo ES.
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* Uma ligacao éster ou carboxilica por si s6 ndo liga com a enzima, porque
compostos ésteres ou carboxilicos ndo sao hidrolisados por enzimas se nao tiver

hidroxilas fendlicas (libuchi et al., 1972).

CHO
HC—0—R HC— O— R |
| ' | ‘ HC— O0—R,
HC—0—R, HC—0—R: |
| —> | —» R, —-0—CH
R,—0O—CH 0 Ry — 0 —CH o |
I | —0—
H?--O—Rz HC—0 — R, HC—0— Ry
|
HC —— : HC HC— OH
' |
HL—=0—R, H,C— 0 —Ry H.C—0—R,
D (In) (11D)
C=0D IE'-\:! CHO
HC—0— )
OH OH O O —0—CH
OH O-C=0 o s .
Acido galico + Glicose
HC —0—
R, R,
i - HC—OH
OH |
HC—0—
V) )

Figura 2. Via de hidrolise do éacido tanico pela tanase. Acido tanico (l), 1,2,3,4,6,-
pentagaloil glicose (Il), 2,3,4,6,-tetragaloil glicose (lll), monogaloil glicose (IV), radical Ry
(acido galico) e radical R, (acido digalico) (V). (Modificado de Lekha e Lonsane, 1997).
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1.2 Taninos

Os taninos sdo metabolitos secundarios fendlicos produzidos por diferentes
vegetais e possuem massa molar variando de 300 Da a 3 kDa (Aguilar et al., 2007). Eles
representam o quarto mais abundante constituinte vegetal, depois da celulose, da
hemicelulose e da lignina e atuam como parte do mecanismo de defesa dos vegetais
contra microrganismos, herbivoros, passaros e condicbes ambientais hostis. Altas
guantidades de taninos estdo associadas com a resisténcia de vegetais ao ataque
microbiano (Scalbert, 1991). Os taninos podem apresentar alguns efeitos negativos para
0S animais, como o sabor adstringente desagradavel, além de se ligarem as moléculas de
nutrientes tornando-as indigestas, interferindo assim na nutricdo animal (Goel et al., 2005).
No entanto, baixas concentracdes de taninos elevam a assimilacdo de nitrogénio em
ruminantes aumentando seu crescimento e producédo de leite (Aguilar et al., 2007).

As principais caracteristicas dessa classe de compostos sdo: a solubilidade em
agua (exceto os que posuem elevada massa molar); a habilidade de ligar-se a proteinas e
formar complexos (na maioria das vezes insolUveis); e a capacidade de combinacdo com
celulose e pectina para formar complexos insoltveis (Pinto, 2003).

Com base em suas caracteristicas estruturais, os taninos podem ser divididos em 2
grandes grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Durante a degradacdo de
taninos, ocorrem hidrélise e oxidacao, catalisadas por diferentes enzimas produzidas por

microrganismos, tais como tanase, fenol-oxidase e decarboxilase (Pinto et al., 2005).

1.2.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sdo sub-divididos em galotaninos e elagitaninos.
Galotaninos sao facilmente degradados por bactérias, fungos e leveduras, enquanto que
elagitaninos sdao mais dificeis de serem degradados devido a sua estrutura complexa.
Mesmo assim, algumas bactérias e fungos encontrados em solos ricos em elagitaninos,
folhas e efluentes contendo taninos podem produzir tanase com alta atividade para

degradacao deste componente (Mingshu et al., 2006).
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Nos galotaninos (Figura 3), os grupos fendlicos que esterificam o nucleo glicosidico
sdo constituidos pelo acido galico (ou radical galoil), ou pelo acido digdlico, estando as
duas unidades galoil unidas por ligacdo depsidica. As moléculas sdo usualmente
compostas pelo nucleo de glicose e de 6 a 9 grupos galoil, apresentando massas molares
em torno de 3 kDa. Ha grande abundancia de ésteres de glicose mono ou digaloil na
natureza que ndo sdo considerados taninos. E necessario que pelo menos 3 grupos
hidroxil da molécula de glicose estejam esterificados para exibir a capacidade de se ligar e
precipitar proteinas para serem considerados taninos. O mais comum dos galotaninos é o

acido tanico (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001) (Figura 4).

. O\ .20
O 0
H =
0—C H\ ~ of] 0.0
- Q H OH
0
R— O 7 R OH OH o oH
R OH OH
(A) (B) (€)

Figura 3. Estrutura de galotaninos (A), acido galico-galoil (B) e digalico-digaloil (C)
(Modificado de Bhat, 1998).
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ligacéo éster

OH OH c::o

M
OHE@ /@ LAMN=120u3)
OH OH

Figura 4. Estrutura quimica do acido tanico (Modificado de Nakamura, 2003).

Nos elagitaninos, os grupos fendlicos utilizados sdo moléculas de &cido
hexaidroxidifénico que podem se desidratar espontaneamente para formar sua dilactona
estavel, o acido elagico. Os elagitaninos apresentam massa molar entre 2 e 3 kDa (Pinto
et al., 2005) (Figura 5).

A decomposicao de taninos hidrolisaveis € mediada por duas enzimas. Uma com
atividade esterasica sobre a ligacdo éster entre o grupo anel aromatico e o residuo de
glicose, e a outra com atividade depsidasica sobre a ligacdo éster entre 0s anéis
aromaticos. Haslam e Stragroom (1966) responsabilizaram a tanase pelas duas
atividades. Também relataram que a proporcao entre essas duas atividades pode variar de
acordo com as condi¢cbes de cultivo. Beverini e Metche (1990), utilizando colunas de
afinidade, fracionaram duas isoformas de tanase de A. oryzae. Ambas com as duas
atividades, sendo que a tanase | apresentou maior caracteristica esterasica e a tanase |l

atividade depsidasica mais pronunciada.
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(A) (B)

Figura 5. Estrutura de elagitaninos (A) e do acido hexahidroxidifénico (B) (Modificado de
Bhat, 1998).

1.2.2 Taninos condensados

Os taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas sao mais
vastamente distribuidos entre os vegetais do que os taninos hidrolisaveis. Sdo chamados
de taninos condensados devido a sua estrutura quimica compacta. As proantocianidinas
resultam do acoplamento de uma unidade flavonil eletrofilica, gerada a partir de um flavan-
4-0l ou de um flavan-3,4-diol, uma unidade flavanil nucleofilica. Desta forma, s&o
oligbmeros ou polimeros de unidades flavondides, os quais sdo a maior classe de
polifendis, sendo constituidos por dois anéis aromaticos ligados por um anel heterociclico.
Os taninos condensados possuem estruturacdo complexa, ndo sado suscetiveis a clivagem
por hidrolise, mas podem ser solliveis em solventes organicos, dependendo de sua
estrutura (Faria et al., 2005). Ao contrario dos taninos hidrolisaveis, os condensados nao
contém residuos de carboidratos (Deshpande et al., 1986), mas possuem de 2 a 50 ou
mais unidades flavondides, podendo atingir massas molares superiores a 20 kDa. As
proantocianidinas apresentam grande variedade estrutural devido ao nimero de grupos
hidroxilas presentes em cada unidade, bem como a estereoquimica dos trés centros
qguirais do anel B, a localizacdo das ligacOes interflavana e, em menor propor¢cdo, as

possiveis derivacbes como O-metilalacdo ou C- e O-glicosilacdes (Bruyne et al., 1999).
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Em razdo de suas estruturas quimicas, sem a presenca de ligacdes éster e depsidica,

estes taninos ndo sdo suscetiveis a hidrélise pela tanase (Pinto et al., 2005) (Figura 6).

R = (flavan-3-ol)

Figura 6. Estrutura de tanino condensado (Modificado de Lekha e Lonsane, 1997).

1.3 Fontes de tanases

As tanases podem ser encontradas tanto em procariotos como em eucariotos,
como plantas, animais e microrganismos, sendo que entre estes Ultimos, os fungos
filamentosos merecem destaque. Plantas com contetddo de tanino soluvel como, por
exemplo, Terminalia chebula, Caesalpinia coriaria, Anogeissus latifolia ou ainda
apresentando taninos insoltveis como, Cassia auriculata, Acacia arabica e Cassia fistula
possuem esta enzima (Lekha e Lonsane, 1997).

A importancia fisiolégica da tanase em plantas foi discutida por Madhavakrishna et
al. (1960) que sugeriram que junto com a grande quantidade de agucar, as plantas
sintetizam &cido galico, acido chebulinico e acido hexahidroxifénico durante o crescimento.
E como os frutos amadurecem, se imaginou que estes acidos poderiam tornar-se
esterificados com glicose com a ajuda da tanase para formar taninos complexos. Apos a
abscisao dos frutos a atividade de esterase da tanase, ainda poderia contribuir para a
hidrolise de taninos pré-formados. J4 no caso dos taninos condensados, estes seriam
formados como intermediarios ou precursores e mais tarde transformados em moléculas
complexas de taninos, com a ajuda da tanase (Madhavakrishna et al., 1960 apud Lekha e

Lonsane, 1997, p. 225).
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Em animais ruminantes, baixas concentracdes de tanase sdo encontradas na
mucosa do rumem, provavelmente para hidrolisar o acido tanico presente na dieta rica em
fendis e acucares, que podem ser rapidamente absorvidos (Lekha e Lonsane, 1997).

Ja os microrganismos produzem tanases que possibilitam a decomposicdo e a
reciclagem de materiais contendo tanino no ambiente. Além disso, as tanases produzidas
por microrganismos sdo mais interessantes para producdo industrial por apresentarem
vantagens econdémicas. Microrganismos podem ser cultivados em grandes quantidades
em periodos de tempo relativamente curtos, por métodos de fermentacdo, produzindo
quantidades abundantes e regulares de conteddo enzimatico. Além das enzimas de
microrganismos serem mais estaveis do que as analogas obtidas de animais e vegetais,
eles podem ser manipulados geneticamente aumentando ainda mais a atividade das
enzimas (Lekha e Lonsane, 1997). O uso de microrganismos termofilos e termotolerantes
possibilita ainda a producao de enzimas mais estaveis do que aquelas produzidas por
mesofilos ndo termotolerantes. A atuacao dessas enzimas em processos de producao em
temperaturas mais elevadas traz muitas vantagens como a reducdo da viscosidade do
meio, facilitando o bombeamento, filtracdo e centrifugacédo, permite a hidrélise enzimatica
em altas concentracdes de substrato e diminui a contaminacao por mesdfilos, que séo a
maioria em um ambiente industrial. Outra caracteristica das enzimas termoestaveis é sua
maior resisténcia a acdo de proteases, uma vez que, quanto mais rigida for a molécula,
menos o sitio de protedlise é exposto, além da maior resisténcia a desnaturacao por

alguns solventes organicos (Gomes et al., 2007).

1.3.1 Tanases em microrganismaos

Os microrganismos tém emergido, cada vez mais, como novas fontes de produtos
e processos para o beneficio da sociedade. Eles sdo importantes decompositores de
matéria organica, pois reciclam elementos vitais através do uso de exoenzimas, as quais

apresentam grande potencial biotecnoldgico.
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A maioria dos microrganismos é capaz de produzir tanases, entre eles as bactérias
como, por exemplo, Bacillus licheniformis (Mondal et al., 2000) e Citrobacter freundii
(Kumar et al., 1999), as leveduras (Aoki et al., 1976) e os fungos filamentosos tais como A.
niger, Penicillium sp. e Paecilomyces variotii (Mahendran et al., 2006). No entanto, alguns
trabalhos tém mostrado que as tanases microbianas ndo sdo igualmente ativas para todos
os taninos. Tanases de leveduras sdo efetivas somente na hidrélise de galotaninos,
enquanto que tanases de fungos filamentosos sdo mais versateis e podem degradar
eficientemente diferentes tipos de taninos hidrolisaveis (Bhat, 1998; Mingshu et al., 2006).

Devido as vatangens da utilizacdo de fungos filamentosos alguns trabalhos tém
sido realizados com estes microrganismos para a producdo de tanases, principalmente
com as seguintes espécies de Aspergillus (A. flavus, A. awamori, A. niger, A. japonicus, A.
aureus, A. fischeri, A. gallonyces, A. fumigatus, A. versicolor, A. caespitosum, A. aculeatus,
A. rugulosus, A. terreus e A. foetidus), Penicillium (P. notatum, P. islandicum, P.
chrysogenum, P. digitatum, P. acrellanum, P. carylophilum, P. citrinum, P. charlessi, P.
variable, P. glaucum, P. crustosum, P. restrictum e P. glabrum), Trichoderma (T. viride, T.
hamatum e T. harzianum) e Fusarium (F. solani e F. oxysporium) (Belur e Mugeraya,
2011).

Porém, estudos envolvendo a producao de tanases por fungos filamentosos ainda
s&o escassos merecendo maiores investigagoes.

A tanase de todos estes organismos tém sido caracterizada, mas ainda ha pouco
conhecimento sobre a estrutura do gene desta enzima. Entre as poucas sequéncias
genéticas disponiveis para tanase encontram-se a de A. oryzae (Hatamoto et al., 1996) e
A. niger (Ledn-Galvén et al., 2010).

A tanase produzida por fungos é uma glicoproteina formada por uma mistura de
uma esterase e uma depsidase, com um ponto isoelétrico por volta de 4,0-4,5 e uma
massa molar entre 186 e 300 kDa (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Ainda, as tanases fungicas apresentam pH 6timo em torno de 5,5. Sua estabilidade

em diferentes valores de pH pode variar entre faixas 3,0 a 8,0, como observado para
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Aspergillus flavus IFO 5839, Aspergillus niger LFC 8 e Penicillum chrysogenum

dependendo da fonte de obtencdo da enzima (Tabela 1). A temperatura étima para

atividade desta enzima ocorre, em geral, proxima a 35°C. Contudo, temperaturas mais

elevadas (50°C a 60°C) foram observadas para tanases produzidas por A. flavus IFO 5839

e A. niger 3T5B8 (Tabela 1). Para a temperatura, a estabilidade da tanase ocorre

basicamente entre 10°C e 60°C (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de algumas tanases fungicas produzidas por diferentes

processos fermentativos (Adaptado de Pinto et al., 2005).

Microrganismo/ Condigdes pH Temperatura (°C) Referéncia
linhagem decultivo  Otimo  Estabilidade  Otima  Estabilidade
Aspergillus flavus Yamada et al, 1968
Submersa 5,5 5,0-5,5 50-60 60 i
IFO 5839 Adachi et al., 1971
Aspergillus niger
Submersa 6,0 3,5-8,0 35 - Barthomeuf et al., 1994
LFC 8
Aspergillus niger
Submersa 55 4,0-7,0 60 10-40 Lekha e Lonsane, 1994
PKL 104
Aspergillus niger
Semi-sélida 55 2,0-8,0 35 10-30 Lekha e Lonsane, 1994
PKL 104
Aspergillus niger o )
Semi-sélida 50 3,0-6,0 60 25-45 Pinto, 2003
3T5B8
Aspergillus niger
Submersa 4,5-6,0 - 35 - Sharma et al., 1999
MTCC 2425
Aspergillus oryzae Submersa 5,5 3,0-7,5 30-40 30 libuchi et al., 1968
Penicillium _ Rajkumar e Nandy,
Superficie 5,0-6,0 4,5-6,0 30-40 30-45
chrysogenum 1983
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1.3.2 Fungos filamentosos e microrganismo em estudo

Os fungos constituem um grupo importante de organismos, conhecendo-se mais de
77.000 espécies, a maioria das quais, terrestres (Putzke e Putzke, 2002). Muitos fungos da
nossa biodiversidade ainda ndo foram estudados, embora sejam microrganismos
biodegradadores naturais, que encontram as substancias necessarias para 0 seu
desenvolvimento na natureza, na forma de macromoléculas, as quais precisam ser
degradadas em unidades monoméricas, antes de serem incorporadas ao nivel celular.
Entre esses compostos, estdo o0s polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, lignina,
lipideos, taninos e outros.

Entre todos os grupos flngicos existentes, o filo Ascomycota tem chamado atencao
sob varios aspectos inclusive quanto a producdo de biomoléculas como as enzimas.
Atualmente o filo Ascomicota esta dividido em 6 subfilos os quais podem ser observados
na figura 7. Entre eles, Taphrinomycotina, Saccharomycotina e Pezizomycotina sao
provenientes do periodo Pré-Devoniano, um pouco mais de 400 milhGes de anos atras.
Algumas estimativas, porém, sugerem uma origem de Ascomycota de aproximadamente

727 milhdes de anos atras (Taylor et al.,2006).

Figura 7. Diagrama filogenético de Ascomicetos (Taylor et al., 2006).

Os ascomicetos sao fungos filamentosos que atuam como decompositores de
matéria organica, pois secretam exoenzimas, as quais hidrolisam as macromoléculas até
atingir a forma e a solubilidade necessaria para que sejam transportadas pela membrana
(Putzke e Putzke, 2002). Entre estas enzimas encontram-se as amilases, pectinases,
xilanases, celulases, tanases e proteases, importantes para diversos processos com

promissoras aplicacdes industriais.
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Neste contexto, os fungos filamentosos tém despertado grande interesse de
pesquisadores como produtores de enzimas com aplicacoes industriais, destacando-se o
género Aspergillus.

Existem cerca de 200 espécies de Aspergillus comumente isolados do solo,
materiais em decomposicdo e do ar (Silva, 2009). Dentre as espécies mais conhecidas
encontram-se A. niger, A. flavus, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A.
glaucos e A. versicolor. A producdo de tanases foi descrita em diferentes espécies de
Aspergillus: A. japonicus (Bradoo et al., 1997), A. niger (Barthomeuf et al., 1994), A. oryzae
(Hatamoto et al., 1996), A. awamori (Chhokar et al., 2009), A. tamarii (Costa et al., 2008) e
A. foetidus (Mukherjee e Banerjee, 2004).

A espécie em estudo é o fungo filamentoso e termotolerante Aspergillus phoenicis
(Figura 8) que pertence ao reino fungi, filo Ascomycota, ordem Aspergillales, familia
Trichocomaceae e género Aspergillus.

O Filo Ascomycota, compreende mais de 50% de todas as espécies fungicas
conhecidas e aproximadamente 80% de espécies patogénicas e oportunistas (Guarro et
al., 1999). Esse filo apresenta um tipo caracteristico de conidiéforo constituido por ascos.

Os Ascomicetos podem ser agrupados em seis classes, segundo critério de
biologia molecular: Hemiascomycetae, Plectomycetae, Pyrenomicetae, Discomycetae,
Laboulbeniomycetae e Loculoascomycetae (Guarro et al., 1999).

O Aspergillus phoenicis pertence a Classe Plectomycetae, Ordem Aspergillales, os
quais possuem ascocarpo do tipo Cleistotécio, caracterizado por ser completamente
fechado durante todas as fases do desenvolvimento, o qual se forma no interior de um
entrelacado frouxo de hifas vegetativas, sendo que em muitos casos, a superficie ndo esta
nitidamente delimitada da parte vegetativa do micélio. Possui um asco caracteristico, cada
um contendo um numero definido de ascosporos, sendo estes, multiplos de quatro,
formados imediatamente ap6s a meiose e por um processo especial de citocinese
endoplasmética. Os ascos sdo formados em varios niveis dentro do cleistotécio e, em

geral, constituem, quando maduros, uma massa pulverulenta (Smith et al., 1985).
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O micélio vegetativo dos fungos filamentosos sofre transformagdes, dando origem
ao micélio reprodutivo. Os propagulos formados no micélio reprodutivo podem ter origem
assexuada, também denominada de anamoérfica ou imperfeita; sexuada, chamada de
teleomorfica ou perfeita ou pelo fendmeno da parassexualidade (Gompertz et al., 1999),
ilustrados (Figura 9).

Os propagulos assexuados originam-se de estruturas denominadas de conidios por
um processo interno de clivagem de seu citoplasma, e sdo chamados conidiésporos,
sendo estes liberados apds ruptura. A hifa especial que sustenta os conidios é
denominada de conidi6foro (Figura 9) (Gompertz et al., 1999).

Na reproducédo sexuada dos Ascomycetes superiores, a fase dipléide desenvolve-
se de uma Unica maneira em células dicariéticas ou micélio, compreendendo trés fases:
plasmogamia, cariogamia e meiose. Apés a plasmogamia, estagio em que ocorre a fusao
sexual das células e mistura do citoplasma, os nucleos que representam os dois gametas
se pareiam. Entdo, persistem e multiplicam-se, por um periodo mais curto ou mais longo,
em pares ou sincarios. A medida que as hifas ou células do micélio que os contém
crescem, estes nucleos pareados dividem-se simultaneamente, produzindo novos pares.
Finalmente, os nlcleos que se fundem nos ascos jovens, formam um nucleo zigético que
imediatamente sofre meiose, formando-se esporos hapléides (Figura 9) (Gompertz et al.,

1999).
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Figura 8. Representacdo do Aspergillus phoenicis cultivado em meio sélido Vogel. (A)
Fotomicrografia com aumento 400x, (B) e Microscopia eletrbnica de varredura,

representando os conidiésporos do fungo em estudo (C). (Rizzatti, 2004).
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O processo parassexual (Figura 9) consiste em fusdo de hifas e formacdo de
heterocario que contém nucleos haploides. Em seguida, esses nucleos fundem-se e
originam nucleos diploides, heterozigéticos, cujos cromossomos homélogos sofrem
recombinacdo durante a mitose (Gompertz et al, 1999). No nulcleo dipléide os
cromossomos podem associar-se e haver recombinacdo, seguindo-se a formacao de
novos nucleos haploides. A restauracdo da condicdo haploide ndo envolve meiose. Em
vez disso, resulta da gradual perda cromossémica em um processo chamado
haploidizacdo. Esse fenbmeno genético em que a plasmogamia, cariogamia e
haploidizacdo ocorrem em sequéncia € conhecido como parassexualidade (Raven et al.,
2001).

Poucos estudos foram realizados com o Aspergillus phoenicis em relacdo a sua
producdo enzimatica, em especial a producao tanasica. Entretanto, foi relatada a producéo
de celulase (Sheldon et al., 1985), B-glucosidase (Allan e Sternberg, 1980; Persson et al.,
1989; Reczey et al., 1990; Flachner et al., 1999), xilanase (Smith et al., 1991), B-xilosidase
(Zeng e Zhang, 1993), glucoamilase (Kuek, 1991), B-fucosidase (Zeng et al., 1992), 1,2-a-
manosidase (Suwasono e Rastall, 1996; Fujita et al., 1997) e B-fructofuranosidase

(Rustiguel et al., 2010).
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Figura 9. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. Fases sexual (--), assexual (--) e

parassexual (--). (Modificado de Casselton e Zolan, 2002).
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1.4 Processos fermentativos na producao de tanases

A producao de tanases pode ser realizada em fermentacdo submersa (FSbm) ou
em fermentacdo em substrato sélido (FSS) (Mingshu et al., 2006).

Em FSbm, o microrganismo fica em suspensdo em um meio de cultura liquido no
gual estdo dissolvidos ou suspensos todos 0s nutrientes necessarios para 0 seu
desenvolvimento, sendo que a agua compde de 90 a 99% da massa total do material a ser
fermentado (Mitchell et al., 2000).

Nesse tipo de fermentacdo é facil o acompanhamento da formacao do produto e
consumo do substrato, além do controle do pH, temperatura, crescimento celular, e
oxigenacdo. A esterilizagdo € rapida e eficiente, o que fez com que este método fosse
preferido por muitos anos. Entretanto, grande volume de residuo é gerado, e a separacao
do produto do meio de cultivo é dificil (Mitchell et al., 2000).

Para o processo de fermentacdo em substrato sélido, o microrganismo deve se
desenvolver em substratos insollveis sem disponibilidade de fase liquida livre. Na FSS, o
controle de parametros, como pH, temperatura, umidade e crescimento celular, é dificil. No
entanto, este método de cultivo oferece algumas vantagens econdmicas com relacdo ao
cultivo submerso: a producdo do meio para crescimento do microrganismo € sempre
bastante simples, podendo ser utilizados residuos agroindustriais, como farelo de trigo,
bagaco de cana, farelo de soja e sabugo de milho, entre outros, como substrato/fonte de
carbono. Apesar do rendimento da enzima ser menor, pela baixa disponibilidade de agua
livre, a atividade da enzima produzida geralmente € maior com este método de
fermentacao, pois a recuperacéo é feita com menores volumes de agua. Além disso, toda
a tanase produzida em substrato sélido encontra-se extracelularmente, facilitando sua
obtencdo, enquanto que nos cultivos liquidos, apenas parte da enzima é de natureza
extracelular (Deschamps et al., 1983; Said e Pietro, 2002).

O principal fator limitante, no entanto, refere-se a dificuldade de varios grupos
microbianos em crescer sob baixos teores de umidade, o que acaba por restringir o

processo ao uso de fungos filamentosos, que se adaptam bem a essa condicdo. Os
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fungos filamentosos sdo os microrganismos mais adaptados para FSS devido a sua
fisiologia e as propriedades bioquimicas. Suas hifas tém a capacidade de penetrar nos
substratos sélidos. Isto lhe proporciona vantagens sobre os microrganismos unicelulares
na colonizacdo do substrato e no aproveitamento dos nutrientes disponiveis, destacando
sua capacidade de crescer sob baixo nivel de umidade e em alta pressdo osmotica devido
a grande concentracdo de nutrientes e a sua capacidade de aderéncia e percepcao das
misturas de polissacarideos diferentes (Pérez-Guerra et al., 2003).

Desse modo, a FSS tem se mostrado adequada para a producédo de enzimas por
fungos filamentosos (Pandey et al., 1999), ao se considerar a possibilidade de reproducéo
das condigbes de crescimento natural desses organismos (Pandey, 2000).

A producédo de tanases por microrganismos ainda pode ser influenciada pela
adicdo de outros compostos nos meios de cultivos, como é o caso de fontes de carbono
ricas em taninos, nitrogénio, ions metalicos e substratos indutores de atividade tanasica

(Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001).

1.5 Aplicagdes das tanases

No momento, uma das principais aplicacbes comerciais das tanases esta no
processamento de chas instantaneos, eliminando precipitados insolluveis indesejados.
Estes precipitados resultam da polimerizacao de polifendis (taninos presentes nas folhas
de chd) e da interacdo da cafeina e das proteinas com tais componentes, fenbmeno que
ocorre quando a bebida é mantida a baixas temperaturas. A utilizacdo de tanase evita o
emprego de substancias quimicas para a remoc¢do destes compostos, garantindo um
produto final de excelente qualidade, solivel em agua e caracterizado pelo alto contetdo
de componentes aromaticos e coloracdo apropriada (Sanderson et al., 1974). Sendo que,
amostras de cha tratadas com tanase podem apresentar reducdo de até 82% no teor de
solidos nao-dissolvidos (Lekha e Lonsane, 1997).

A tanase, também, pode ser utilizada na fabricacdo de bebidas para reduzir a

formacao de turbidez decorrente da presenca de compostos fenélicos. A descoloracao e
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desenvolvimento de turbidez da cerveja durante a estocagem pode ser evitada com a
hidrélise dos polifendis do malte pela tanase (Lekha e Lonsane, 1997).

Na industria vinicola, a aplicacao de tanase nos residuos do tratamento de uva
favorece a remocado de compostos fendlicos, estabilizando e incrementando a qualidade
dos vinhos. A tanase hidrolisa o acido clorogénico a acido caféico e acido quinico, o que
influencia favoravelmente o sabor. Além disso, cerca de 50% da coloracdo do vinho se
deve a presenca de taninos e a oxidacdo destes componentes em contato com o ar
(gerando quinonas) pode causar uma turbidez indesejavel e conseglientemente perda de
gualidade do produto final. Essa turbidez pode ser evitada com o emprego da tanase, que
impede a reacdo de oxidacdo (Chae e Yu, 1983; Lekha e Lonsane, 1997).

A tanase também é utilizada como agente clarificador em alguns sucos de frutas e
em bebidas geladas a base de café, onde seu uso se concentra na remocao de compostos
fenolicos presentes no material vegetal (Lekha e Lonsane, 1997).

Os taninos apresentam efeitos antinutricionais, uma vez que complexam-se com
proteinas enddégenas e da dieta, além de interferir na absorcdo de ions e alterar a
excrecao de certos cations. Eles estdo presentes em varias plantas utilizadas como racao
animal como, por exemplo, o sorgo. A adicdo de tanase em racdes contendo taninos pode
trazer efeitos benéficos na remocdo desses compostos indesejaveis, aumentando a
digestibilidade e favorecendo a assimilacdo dos nutrientes contidos na formulacao,
facilitando a utilizagdo de constituintes que o animal ndo poderia digerir facil ou
completamente (Lekha e Lonsane, 1997). As tanases microbianas, especialmente
fungicas, tem sido usadas para remover taninos de varios géneros alimenticios e forragens
para animais (Nuero e Reyes, 2002; Belmares et al., 2004; Rana e Bhat, 2005), uma vez
gue estes ainda podem ter efeitos toxicos em diferentes organismos (Mingshu et al.,
2006).

Contudo, a aplicacdo mais importante das tanases € na producao de acido galico, o
gual tem varios empregos na industria quimica e farmacéutica. O acido galico é um

composto intermediario na sintese de propil galato, pirogalol e trimetropina. O propil galato
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€ uma substancia amplamente utilizada como aditivo na indastria de alimentos e como
antioxidante em 6leos e produtos ricos em lipideos. O pirogalol é utilizado como
conservante na industria alimenticia (Lekha e Lonsane, 1997) e a trimetropina é um agente
antibacteriano empregado na industria farmacéutica (Hadi et al., 1994).

Outra aplicacao para as tanases se refere ao tratamento de efluentes de curtumes,
0s quais apresentam altas concentracdes de polifendis e taninos que sao fundamentais no
processo de curtimento do couro e sdo considerados poluentes perigosos. Por esta razéo,
a utilizacdo de tanases representa um modelo de tratamento de baixo custo e bastante
efetivo na remocéo dos taninos presentes (Aguilar et al., 2007). Ainda a tanase pode ser
utilizada na industria de couro para homogeneizar o tanino durante a preparacdo do couro
(Lekha e Lonsane, 1997).

Podemos observar também a aplicacdo dessa enzima em varios outros campos,
como na cosmetologia para eliminar a turbidez dos extratos de plantas (Lekha e Lonsane,
1997).

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

degradado em compostos cada vez mais simples (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001).
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2.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a producdo de tanases intra e
extracelulares por Aspergillus phoenicis em FSbm e em FSS determinando as melhores
condicbes de cultivo para obtencdo destas enzimas em altos niveis, purificando e

caracterizando-as bioquimicamente.

2.2 Especificos
° Selecionar linhagens de fungos filamentosos com alta produtividade tanasica.
° Padronizar as melhores condicbes para producdo de tanases por Aspergillus

phoenicis em Fermentacdo Submersa (FSbm) e em Fementacdo em Substrato Soélido

(FSS).

o Purificar as tanases extra e intracelulares de Aspergillus phoenicis obtidas por
FSbm.

o Caracterizar bioquimicamente as tanases produzidas por Aspergillus phoenicis.

° Verificar a influéncia de diferentes compostos na atividade tanasica.

° Analisar qualitativamente e quantitativamente a hidrélise de acido tanico e metil

galato pelas tanases de Aspergillus phoenicis.
° Analisar a atividade de transesterificacdo das tanases de Aspergillus phoenicis

por TLC.
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3.1 Selecédo da linhagem produtora de tanases em Fermentacdo Submersa

Entre as diferentes linhagens de fungos filamentosos existentes na micoteca do
Laboratério de Microbiologia e Biologia Celular do Departamento de Biologia da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, 12 ja
identificadas (Aspergillus caespitosus, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Aspergillus phoenicis, Aspergillus versicolor,
Humicola grisea, Humicola insolens, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum,
Scytalidium thermophilum) foram analisadas quanto a producdo de tanases. Estas cepas
foram cultivadas em meio Khanna adicionado de acido tanico como fonte de carbono, por

72 horas, a 30°C sob agitacéo orbital de 100 rpm.

3.1.1 Microrganismo selecionado

Entre as linhagens flngicas analisadas quanto a producdo tanasica, a que
demonstrou melhores rendimentos foi a de Aspergillus phoenicis (FJ810504), um fungo
filamentoso mesodfilo isolado do solo da cidade de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil e
identificado pela Fundacao Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello, Campinas,

SP.

3.2 Manutencao das cepas em laboratoério e obtencéo das culturas

A manutencdo das cepas em laboratério foi realizada em meio solidificado de batata
(BDA) em tubos de ensaio inclinados, com repiques periédicos em intervalos de
aproximadamente trinta dias, mantendo-se as novas cepas em estufa a 30°C por 6 dias
para crescimento e posteriormente armazenadas em geladeira a 4°C.

Para Fermentagdo Submersa foram utilizados 6 diferentes meios de cultivos: meio
Khanna (Khanna et al., 1995), meio Czapeck (Wiseman, 1975), meio SR (Rizzati et al.,
2001), meio Vogel (Vogel, 1964), Adams (Adams, 1990) e meio M5 (Peralta et al., 1990).
As culturas foram obtidas mediante in6culo de 1mL de uma suspensao de conidios em

adgua destilada estérii em uma concentracdo final de 10° esporos/mL, em frascos
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Erlenmeyer de 125mL, contendo 25mL de meio. As culturas foram mantidas a 30°C, sob
agitacao orbital de 120 rpm, por 3 dias.

Culturas em substrato sélido foram também utilizadas, empregando-se para tanto
residuos e produtos agroindustriais tais como bagaco de cana, farelo de trigo, farinha de
aveia e palha de arroz, ou folhas de vegetais, como caju, goiaba, cha verde e manga, entre
outros, como substratos/ fontes de carbono umidificados com agua de torneira ou destilada
ou ainda com diferentes solu¢bes de sais (Vogel, SR, Khanna, Sais de nitrato e Tracos de
elementos, como descritos no item 3.2.1) em diferentes propor¢gdes (m/v). As FSS foram
incubadas a 30°C em estufa com 60% de umidade relativa monitorada com

termohigrometro, por diferentes periodos.

3.2.1 Composic¢ado dos meios de cultivo e solugdes de sais

Meio Khanna (Khanna et al., 1995)

o Solugdo de sais Khanna [20X]......ccceuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 5mL
LI 1 = (o o (ST (51 VT LU = VT 0,19
o FONtE dE CArDONO......ciiiiiit et e e 19
o AQUA AESHIAGA. .........ccvceeeceieeeieeeeee et gsp 100mL

Solucao de sais Khanna [20x]

T N N TSP 29
0 KH2P Ottt e 1,39
0 MOSO4TH1O oot 0,362g
0 K Gl ettt 0,098g
0 ZNSO0H2O oottt 0,007g
©  MNSO4HO .. e 0,0138g
B T V) -1 X0 OO 0,00669
0 CUSOLEHLO e 0,0062g
o AQUA AESHIAGA. .......c.cveeieceiereieecee e gsp 100mL
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Meio SR (Rizzati et al., 2001)

o  SOIUGEOD de SaAIS SR [20X]....cccoiurriieiieeeiee e 5mL
L T o10)] o T T PP TPPPT 0,02g
I a1 = (o o (ST [S1V/ T 11 = N 0,45¢g
o FONtE de CArDONO. .....cciiiiiiii e 19
L Vo [0 T= Yo [==111 = Vo - SRR gsp 100mL

Solucao de sais SR [20x]

0 MGSOLTHoO oot 0,249
0 KHOPO et eee ettt 0,3g
0 NHIH2P Ottt e st 1g
o AQUA AESHIATA. .........ceeveeeceieeeeeeeee e, gsp 100mL

Meio Czapeck (Wiseman, 1975)

C I = 1 [ F TSRS 0,39
0 KHoP Ottt 0,1g
© MOS0 TH2O . 0,059
0 K L e 0,05¢g
I = P (1@ ) I 4 = P © TR 0,001g
LI 1 = (o o (ST [S1V/ T 11 = VT 0,19
o FONtE dE CArDONO. .......eiiiiiie i 19
L Vo [0 T= Yo [=1 1= Vo - SOOI gsp 100mL

Meio M5 (Peralta et al., 1990)

LI 1 = (o J o (ST (SN V<o [0 ] = VR 0,69
L T o1 0] o - VPP SPPPPTRRPRPRIN 0,1g
L OF- T S 0,1g
L - L1 19
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0 CHCOONH ..ottt es e 0,69
o FONtE dE CArDONO. .....ciiiiiiiii i 19
e AQUA AESHIATA. .........veeeeceeieiece et gsp 100mL

Meio Vogel (Vogel, 1964)

o S0luGao de SaiS VOgel [SOX]...ccceiiiiiiiriieee et 2mL
LIS To ] [UTox= (o Jo [0 o] 1o ] 1] - 0,5mL
o  FONtE dE CArDONO. .....ciiiiiiiii e 29
L Vo [0 T= Yo [==111F= Vo - OO SRTR gsp 100mL

Solucao de sais Vogel [50x]

0 NAZCHEO7.2HO e e 12,59
0 KH2PO oot 259
© MOS0 TH2O i 1g
0 NHANO G oottt 10g
0 G0, 2H 00— 0,59
o Solucdo de tracos de elementos..........cccveevviviiiiiiie 0,5mL
L Vo [0 T= Yo [=Yo111 = Vo - WU gsp 100mL

Solucao de biotina

L = Y1) £ = VO 0,005¢g
®  ELANO0I 5090 (V/V).eiiiiiieie e 100mL

Solucao de tracos de elementos

L O N @ T = 2 TSRO 59
© NSO L THIO e e 5g
o FE(NH4)2(S0O4)2.6H20 ... et e s e nnneees 1g
®  CUSOLEH0. ..t 0,259
©  MNSO4H2O0 ..o 0,05¢g
@ NAIMOO L. 2H 0O e 0,119
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Meio Adams (Adams, 1990)

= L N0 (Y SNV <To [ ] = TR 0,29
L =T0 YOO 0,1g
MOSO 4. TH2O et 0,05¢g
Fonte de CarboN0...........ouiiiiei 19
AQUA AESHIATA. ........cveveeieeeeccieee e e gsp 100mL

Solucédo de tracos de elementos (Selig et al., 2008)

A 11 O T 4 = 11 T 2,29
SIS 1@ VTR A P 0,59
CUSOEHLO ettt eee e s ee e 0,169
[ P PN T 0,59
[NV F= DY (01 2 1 0 0,05¢g
(O0 1O PSP J T 0,169
NBZEDTA .ottt ee ettt e et e e 5g
AQUA AESHIATA. ........cvevcvieeeeeee e gsp 100mL

Solucédo de sais de nitrato (Selig et al., 2008)

N F= 1 [ TP PPPPPPPPPPP 12g
Kl e ettt 1,04g
=10 VoY 3,049
MOSO 4. TH2O i e aaee 1,049
AQUA AESHIATA. .......c.cevcveeeiceieie et gsp 100mL
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3.3 Preparacdo dos produtos agroindustriais e folhas de vegetais como
substratos/ fontes de carbono na producéo de tanases em FSS

Os residuos e produtos agroindustriais como milho, sabugo de milho, farinha de
mandioca, farelo de trigo, farelo de soja, bagaco de cana, palha de arroz, farinha de aveia,
farinha de centeio e casca de amendoim foram adquiridos no comércio local, sendo
utilizados diretamente como meio de cultivo, ou no caso do milho, sabugo de milho e casca
de amendoim, triturados com auxilio de multiprocessador doméstico (Walita).

Ja as folhas dos vegetais foram colhidas no municipio de Jardinépolis (21°0'55.37"
de latitude sul e 47°46'4.25" de longitude oeste), secas em estufa a 40°C por 3 a 5 dias, até
atingirem massa seca constante e posteriormente trituradas em gral de porcelana. Tais
produtos foram utilizados como substratos/ fontes de carbono em Fermentacdo em

Substrato Sélido (FSS) preenchendo 1/5 do volume total em frascos Erlenmeyer de 125mL.

3.4 Influéncia de fontes de nitrogénio e de fosfato na producédo enzimatica

A influéncia da fonte de nitrogénio em diferentes concentracdes (0 — 5%) na
producdo de tanases em FSbm foi avaliada, sendo utilizados extrato de levedura, peptona
e sulfato de aménio. Para avaliar a influéncia de diferentes fontes de fosfato na producéo
de tanases foram utilizados KH,PO, e NaH,PO,, nas concentracdes de 0 — 5%. O controle

foi 0 meio original na auséncia de fontes de nitrogénio e fosfato.

3.5 Obtencéo das enzimas extracelular e intracelular

Apb6s o periodo de incubacao, as FSbm foram filtradas a vacuo em funil Biichner,
com papel de filtro Watman n°l, obtendo-se um filtrado livre de células, o qual foi
denominado extrato bruto extracelular e utilizado para determinacdo da atividade
enzimética, e o micélio, o qual foi macerado com areia previamente tratada com acido, em
gral de porcelana mantido em banho de gelo e, posteriormente, ressuspenso em solucao
tampdao acetato de s6dio 100mM pH 5,0, e centrifugado a 23 000 g, durante 10 minutos, a

4°C (centrifuga Sorvall super T 21). O sobrenadante, denominado extrato bruto intracelular,
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foi utilizado para a determinagdo da atividade tanasica. Ambos os extratos contendo as
enzimas extracelulares e intracelulares foram dialisados contra agua destilada, com duas
trocas de 1 hora cada em recipiente contendo 4L de agua destilada e, posteriormente,
overnight a 4°C.

No caso das FSS, as mesmas foram adicionadas de 25mL de agua destilada
gelada e submetidas a intensa agitacdo com o auxilio de uma barra magnética por um
periodo de 20 minutos a 4°C. Apos esse periodo, as culturas foram filtradas a vacuo em
gaze e posteriormente em papel de filtro Watman n°1 utilizando-se funil Buchner. O filtrado
livre de células obtido foi dialisado, como descrito anteriormente, e empregado na
determinagdo da atividade enzimética extracelular. Os residuos do meio, juntamente com o

micélio, foram descartados, apés autoclavados a 120°C por 40 minutos.

3.6 Inducéo da biomassa com glicose para a producao de tanases

O fungo Aspergillus phoenicis foi crescido em glicose por 48h, apds esse periodo,
as culturas foram filtradas & vacuo em funil Bichner e os micélios foram transferidos para
outros meios de cultura Khanna estéreis, contendo 4 diferentes fontes de carbono, sendo
estas glicose (utilizada como controle), cha verde, acido tanico e acido galico. Os meios

foram incubados por diferentes periodos (24h, 48h, 72h e 96h) a 30°C e 120 rpm.

3.7 Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade tanasica foi determinada pelo método da rodanina metandlica,
utilizando-se o metil galato como substrato (0,2% em tampéo acetato de sodio 100mM, pH
5,0) de acordo com o protocolo descrito por Sharma e colaboradores (2000). O método foi
previamente padronizado por uma curva padréo de acido galico (0,0 a 0,2 mg/mL).

A reacdo foi composta por 250uL da solucdo contendo o substrato e 250uL da
amostra enzimatica, sendo a reacdo conduzida em diferentes temperaturas (30°C a 90°C)
e por diferentes periodos como definido para cada experimento. A reacdo enzimatica foi

parada pela adicao de 300uL de rodanina metandlica 0,667% (m/v). Apés 5 minutos, 200uL
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de hidroxido de potassio 0,5N (m/v) foram adicionados, formando um cromatégeno de
coloracéo violeta. O volume obtido foi diluido adicionando 4mL de agua destilada em cada
reacdo. Ap6s 10 minutos procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro com comprimento de
onda A=520nm.

Uma unidade de atividade tanasica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 ymol de acido galico por minuto nas condi¢cdes de ensaio. A
atividade total (U total) = U x volume do extrato. A atividade especifica foi expressa em

U/mg proteina. Para a FSS a atividade tanasica foi expressa em U/g de substrato.

3.8 Quantificacao de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi realizada como descrito por Lowry et al. (1951),
utilizando-se albumina de soro bovino como padrao. As amostras de solu¢des enzimaticas
(200pL) foram acrescidas de 1mL de uma solugdo preparada no momento do uso,
composta de carbonato de sédio 2% (m/v) em NaOH 0,1N (m/v), sulfato de cobre 1% (m/v)
e tartarato de sédio e potassio 1% (m/v), na proporcao de 100:1:1 (v/v/v). Apés 15 minutos,
acrescentou-se 100uL de Folin Ciocalteau em agua destilada (1:1 v/v). Apés 30 minutos foi
mensurada a absorbancia em comprimento de onda A=620nm. A unidade foi definida como
sendo a quantidade em mg de proteina/mL de amostra. A proteina total (mg totais) foi

definida como mg de proteina x volume do extrato.

3.9 Quantificacdo de carboidratos

O conteudo de carboidratos das tanases purificadas foi estimado pelo método fenol-
sulftrico segundo Dubois et al. (1956) utilizando-se manose como padrao (0 a 0,1 mg/mL).
As amostras enzimaticas (2mL) foram adicionados a 5mL de acido sulfdrico concentrado e
50uL de fenol 80%. Esta mistura foi agitada e mantida em banho de gelo por 10 minutos e
posteriormente incubada a 30°C por 15 minutos. ApGs este procedimento, a mistura foi
novamente agitada e a absorbancia foi mensurada em comprimento de onda A=490nm.

Para o branco, a amostra enzimatica foi substituida pela mesma quantidade de agua
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destilada. A unidade foi definida como sendo a quantidade em mg de carboidrato presente

por mL da amostra.

3.10 Purificagao das tanases extra e intracelular em coluna cromatogréafica

Os extratos brutos extra e intracelular obtidos da FSbm foram dialisados contra
agua destilada como descrito anteriormente e posteriormente tratados com Caulim (40
mg/mL) para remoc¢do dos pigmentos, em banho de gelo, sendo agitado por barra
magnética por um periodo de 2 horas e em seguida centrifugado a 23000 g. O
sobrenadante foi aplicado em coluna cromatogréfica de troca ibnica DEAE-Celulose (1 x 12
cm) equilibrada previamente em tampédo acetato de sodio 10mM, pH 5,0 e com vazao
ajustada para 1 mL/min. A enzima foi eluida mediante a aplicacdo de um gradiente linear
de NaCl (0 a 1,5M). As fracdes (3 mL/tubo) que apresentaram atividade foram reunidas em
um Unico pool, dialisadas overnight contra agua destilada a 4°C. Apos este procedimento,
este pool foi liofilizado, ressupenso em tampado Tris-HClI 50mM pH 7,5 adicionado de
100mM de KCI e aplicado em coluna de exclusdo molecular Sepharose CL6B (1 x 80 cm),
previamente equilibrada em tampéo Tris-HCI 50mM pH 7,5 com 100mM de KCI e com
vazao ajustada para 0,4 mL/min. As fracdes (1,25 mL/tubo) que apresentaram atividade
tanasica foram reunidas e dialisadas overnight contra 4gua destilada a 4°C. Posteriormente
as amostras intra e extracelulares purificadas foram liofilizadas, e aplicadas em eletroforese
em condi¢cdes ndo desnaturantes (PAGE 6%) e desnaturantes (SDS-PAGE 6%) como

descrito no item 3.11.

3.11 Procedimento eletroforético

O processo de purificacdo foi acompanhado por eletroforese em gel de
poliacrilamida montado entre placas de vidro, em condi¢cdes ndo desnaturantes (PAGE 6%)
(Davis, 1964) e em condi¢Oes desnaturantes (SDS-PAGE 6%) (Laemmli, 1970), utilizando-
se uma fonte ajustada para 120 V e 40 mA. Apoés corrida eletroforética o gel foi removido

das placas de vidro e corado em Coomassie Brilliant Blue R-250 ou submetido ao
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procedimento de revelacdo por prata segundo metodologia descrita por Blum e
colaboradores (1987) ou ainda, utilizado para determinacdo da atividade enzimatica em gel
segundo Aoki e colaboradores (1979).

A determinacdo da atividade tanasica em gel foi realizada lavando-se o gel sob
agitacdo com 100mL de Triton X-100 2,5% (v/v) durante 1 h, seguida de 2 lavagens com
100mL de tampéo acetato de sédio 10mM pH 5,0 por 45 minutos. Depois de lavado, o gel
foi submetido a incubacgédo a 40°C com &cido tanico 0,5% (m/v) em tampé&o acetato de sédio
100mM pH 5,5. A solucéo de acido tanico foi descartada depois de 24 horas, e substituida
por 100mL de solucao de hidrocloreto de quinino 0,5% (m/v) em tampéao acetato de sodio
50mM pH 5,5 a temperatura ambiente para revelacdo. A atividade tanasica apareceu como

uma banda clara no gel.

3.12 Determinagdo da massa molar

A massa molar nativa das tanases extracelular e intracelular foi determinada
utilizando-se amostras protéicas dialisadas overnight contra agua destilada, liofilizadas e
ressuspensas em 2mL de tamp&o Tris-HCI 50mM pH 7,5 adicionado de 100mM de KCI,
sendo posteriormente aplicadas em coluna de exclusdo molecular Sepharose CL6B (1 x 80
cm), nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. Como marcadores de massa molar
foram utilizados B-amilase (200 kDa), alcool desidrogenase (150 kDa), albumina de soro
bovino (66 kDa) e anidrase carbdnica (29 kDa). O volume livre da coluna (V,) foi de
86,3mL, determinado com Blue Dextran 2000.

Ja a massa molar da tanase desnaturada foi determinada utilizando-se SDS-PAGE
6% (como descrito no item 3.11) e como marcadores de massa molar foram utilizados a-
macroglobulina (169 kDa), B-galactosidase (112,5 kDa), lactoferrina (92 kDa), piruvato
quinase (67 kDa), fumarase (60 kDa), deidrogenase lactica (36,5 kDa) e triosefosfato

isomerase (31,5 kDa).
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3.13 Caracterizacdo 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 que variaram entre 30°C e 90°C com intervalos de
5°C. A estabilidade térmica foi determinada incubando-se aliquotas de enzima em banho
maria em diferentes temperaturas (40°C a 70°C) por diferentes intervalos de tempo (0, 5,
10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos). A cada intervalo, aliquotas da enzima incubada eram

retiradas, mantidas em banho de gelo e depois ensaiadas para atividade tanasica.

3.13.2 pH 6timo e estabilidade ao pH

O pH d6timo para a atividade tanasica foi determinado utilizando-se diferentes
solugcBes tampBes (100mM) com pH variando entre 2,5 e 10,0. Para pH 2,5 e 3,0 foi
utilizado tampao citrato de sédio, para pH 3,5 - 5,5 tampao acetato de sodio, para pH 6,0 e
6,5 tampéo MES, para pH 7,0 - 9,0 tampao Tris-HCI e para pH 9,5 e 10,0 tampao glicina. A
estabilidade ao pH das tanases foi verificada incubando-se as enzimas, em banho de gelo,
em diferentes solucbes tampdes a 100mM, sendo utilizados tampéo citrato de soédio (pH
2,5), tampdao acetato de sodio (pH 4,0 e 5,0), tampao MES (pH 6,0), tampé&o Tris-HCI (pH
de 7,0 a 9,0) e tampéo glicina (pH 10,0). As amostras enzimaticas foram adicionadas na
proporcao 1:1 (v/v) e apos incubacao por diferentes periodos, aliquotas foram retiradas em

diferentes intervalos de tempo e a atividade enzimatica residual foi determinada.

3.13.3 Efeito de diferentes compostos quimicos na atividade tanasica

O efeito de varios compostos sobre a atividade tanasica foi determinado. Os
compostos foram utilizados em concentragdes finais de 1mM para diferentes sais, [-
mercaptoetanol, uréia, H,O, e EDTA, 0,01% (v/v) para os detergentes SDS, Triton X — 100,
Tween-80 e Tween-20 e 1% (v/v) para 0s solventes organicos (metanol, acetonitrila, etanol,

acetona, isopropanol, n-butanol e glicerol), adicionados a mistura de reacao.
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A estabilidade da enzima na presenca de alguns solventes organicos como etanol,
metanol, isopropanol, n-butanol, acetona, glicerol e acetonitrila foi determinada incubando-
se a enzima com tais solventes na proporcao de 1:1 (v/v) a 4°C, durante os periodos de 10
minutos, 4 e 8 horas. O tubo controle foi aquele no qual o solvente foi substituido por agua

destilada.

3.14 Hidrolise de diferentes substratos e analise dos produtos de hidrélise do
acido tanico e do metil galato

As atividades esterasica e depsidasica das tanases intra e extracelular foram
determinadas utilizando-se metil galato e acido tanico como substratos, respectivamente.
Ambos substratos foram preparados em tampéo acetato de sodio 100mM pH 5,0 e as
reacoes foram finalizadas em intervalos de tempo variando de 1 a 210 minutos. A mistura
de ambos os substratos (1:1, v/v) foi também submetida a acdo das tanases com o intuito
de se verificar se os sitios de hidrélise para estes substratos eram comuns.

A andlise qualitativa do acido galico obtido a partir da hidrolise do acido tanico e do
metil galato foi determinada por cromatografia em camada delgada (TLC), segundo
metodologia descrita por Mahendran e colaboradores (2006). Como fase mével foi utilizada
uma solucdo de benzeno:acetato de etila:acido férmico (18:15:1, v/viv). As misturas de
reacdo contendo tanase e acido tanico ou tanase e metil galato (1:1, v/v) foram incubadas
a 40°C por diferentes periodos retirando-se aliquotas de 10uL que foram aplicadas em
TLC. Para o controle negativo foi utilizada a tanase desnaturada (fervida por 10 minutos) e
incubada por 10 minutos com o substrato, has mesmas condi¢cdes. Foram empregados
como padrées, o &cido tanico, o metil galato e o acido galico, todos em tampéao acetato de
sé6dio 100mM pH 5,0. ApGs a corrida e secagem das placas, o acido tanico, o metil galato

residual e o acido gélico formado foram revelados com FeCl; 1% (m/v) em agua destilada.
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3.15 Determinacao das constantes cinéticas

A constante de Michaelis-Menten (K.), a velocidade maxima (Vma) € a razao
Vmax/Km foram determinadas para as tanases intra e extracelulares purificadas, utilizando
acido tanico (0,1-10mM), metil galato (0,1-60mM) e propil galato (0,1-20mM) como
substratos. Os valores de K, e Vna foram determinados pela representacao grafica do
duplo-reciproco de acordo com Lineweaver-Burk (1934) utilizando o programa Enzyplot
(Leone et al.,, 1995). A atividade tanasica foi determinada pelo método da rodanina

metandlica, como descrito no item 3.7.

3.16 Sintese de propil galato

Para analisar qualitativamente a hidrélise do acido tanico em &cido galico e a
sintese do propil galato a partir da transesterificacdo do acido galico com 1-propanol foi
utilizada a cromatografia em camada delgada (TLC), como descrito no item 3.14. Como
padrées foram utilizados acido tanico 1mM, &cido gélico 10mM e propil galato 10mM em
tampao MES 100mM pH 6,0.

Para as reacdes, foi utilizado como substrato o acido tanico 5mM, que foi preparado
em solucédo tampao MES 100mM pH 6,0 e posteriormente adicionado de solvente organico
1-propanol na proporgao 1:1 (v/v). As amostras enzimaticas intra e extracelulares foram
incubadas na proporcdo 1:1 (v/v) com o substrato, em diferentes intervalos de tempo,
retirando-se aliquotas de 10uL das misturas de reacéo, as quais foram aplicadas em TLC.
Para o controle negativo foi utilizada a tanase desnaturada (fervida por 10 minutos) e
incubada por 10 minutos com o substrato, nas mesmas condi¢cbes. ApGs a corrida e
secagem das placas, o acido tanico residual, o propil galato e o acido galico formados

foram revelados com FeCl; 1% (m/v) em agua destilada.
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3.17 Andlise dos experimentos

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os experimentos foram analisados
com base na média e no desvio padrao. Para a analise dos dados obtidos e representacao
grafica foram utilizados os programas Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft), Origin 6.1

(OriginLab Corporation) e Enzyplot (Leone et al. 1995).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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saber:

Para melhor entendimento dos resultados, estes foram separados em 3 secles a

4.1 Producédo de tanases por Aspergillus phoenicis em FSbm e em FSS.
4.2 Purificac@o das tanases intra e extracelulares.

4.3 Caracterizacao bioquimica das tanases intra e extracelulares.
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4.1.1 Producédo de tanases em FSbm

4.1.1.1 Producéo de tanases por diferentes linhagens de fungos filamentosos

A capacidade de secretar grandes quantidades de enzimas para o meio de cultivo
de alguns fungos filamentosos tem estimulado pesquisas para o desenvolvimento de
fermentacdo em larga escala, purificacdo enzimatica e técnicas de biologia molecular
(Agger et al., 2002; Said e Pietro, 2002).

Entre as cepas fungicas identificadas encontradas na micoteca do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Celular da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, 12 foram testadas quanto a producdo de tanases, sendo que todas apresentaram
esta caracteristica (Tabela 2). Dentre os fungos testados, 0s que apresentaram maiores
producdes enzimaticas extracelulares foram Aspergillus phoenicis (0,42 U/mL), Aspergillus
ochraceus (0,39 U/mL) e Aspergillus caespitosus (0,31 U/mL), respectivamente. J& quanto
a atividade intracelular, os que mais se destacaram foram Aspergillus ochraceus (0,65
U/mL), Aspergillus phoenicis (0,59 U/mL) e Aspergillus oryzae (0,43 U/mL) (Tabela 2).

O Aspergillus versicolor e Humicola insolens foram os fungos que apresentaram
menor producdo da tanase extracelular, ao passo que a menor producdo da enzima
intracelular foi observada em Aspergillus terreus e Humicola grisea, sendo estas 3,5 e 5,9
vezes menor quando comparadas a producéo obtida por Aspergillus phoenicis.

Analisando a atividade tanasica total (somatéria da atividade intracelular com a
atividade extracelular) 2 linhagens se destacaram, sendo elas a de A. ochraceus e a de A.
phoenicis. Porém, considerando a atividade extracelular, dentre 0s microrganismos
analisados, Aspergillus phoenicis foi o melhor produtor, sendo escolhido para a

continuidade dos estudos (Tabela 2).
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Tabela 2. Producéo de tanases por diferentes linhagens de fungos filamentosos em FSbm

Atividade tanéasica (U/mL)

Linhagens de fungos

filamentosos Extracelular Intracelular Total
(extra + intra)

Aspergillus caespitosus 0,31 £ 0,05 0,24 £ 0,03 0,55
Aspergillus flavus 0,22 £ 0,08 0,32 £ 0,09 0,54
Aspergillus ochraceus 0,39 £ 0,07 0,65 + 0,05 1,04
Aspergillus oryzae 0,27 £ 0,03 0,43 £ 0,08 0,70
Aspergillus terreus 0,26 £ 0,12 0,10 £ 0,04 0,36
Aspergillus phoenicis 0,42 £ 0,05 0,59 + 0,02 1,01
Aspergillus versicolor 0,12 £ 0,04 0,19 £ 0,07 0,31
Humicola grisea 0,22 + 0,06 0,10+0,12 0,32
Humicola insolens 0,12 + 0,09 0,32 + 0,03 0,44
Neurospora crassa 0,18 £ 0,10 0,16 + 0,06 0,34
Penicillium purpurogenum 0,20 = 0,05 0,15+0,11 0,35
Scytalidium thermophilum 0,29 £ 0,07 0,17 £ 0,04 0,46

Cultivos realizados em meio Khanna tendo acido tanico como fonte de carbono, por 3 dias sob
agitacdo de 120rpm a 30°C.

A capacidade de produzir tanases ja foi observada em muitos outros
microganismos, como apresentado por Aguilar et al. (2007), destacando-se entre os fungos
filamentosos o0os géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium, Mucor e
Rhizopus, e entre as bactérias o0s géneros Bacillus, Klebisella, Pseudomonas,
Streptococcus, Lactobacillus, e Pediococcus. Entre as leveduras, merecem destaque 0s
géneros Candida, Saccharomyces e Pichia.

Os fungos e bactérias dos géneros Aspergillus e Bacillus, respectivamente, sao 0s
mais utilizados para a producédo de tanases. A producdo de tanases por Aspergillus sp. ja
foi observada tanto em FSbm quanto em FSS, na presenca ou auséncia de acido tanico.
Dependendo da linhagem e das condi¢Bes cultivo, a enzima é induzida e expressa com
diferentes niveis, mostrando diferentes padrbes de producéo (Aguilar et al., 2007), também

observado pelos resultados obtidos.
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4.1.1.2 Producéao de tanases por Aspergillus phoenicis em funcéo do meio de cultivo

Processos industriais necessitam de grandes quantidades da enzima de interesse,
gue devem também atuar com um maximo de atividade. Varios fatores influenciam na
producao e secrecdo de enzimas pelo fungo, como a composicao do meio em que ele se
desenvolve e as condi¢des de cultivo. O meio de fermentacdo deve proporcionar ao
microrganismo todos os nutrientes que ele necessite. O meio deve conter basicamente,
fontes de carbono e nitrogénio, e alguns minerais.

Com o intuito de determinar a melhor composicdo do meio de cultura para o
crescimento flngico e para a producdo enzimatica, foram utilizados os meios Adams
(Adams, 1990), Khanna (Khanna; et al., 1995), M5 (Peralta; et al., 1990), Vogel (Vogel,
1964), Czapeck (Wiseman, 1975) e SR (Rizzatti et al., 2001), adicionados de acido tanico
como Unica fonte de carbono. Esses meios variam na composicdo de ions e no tipo e
concentracgao da fonte de nitrogénio.

Entre os meios analisados, as maiores producdes das enzimas extracelular (0,58
U/mL) e intracelular (0,75 U/mL) foram obtidas em meio Khanna mantido sob agitacéo (120
rpm, por 72 horas). Desta forma, optou-se pelo uso deste meio para 0s experimentos
subsequentes (Tabela 3).

O meio M5 em condicdo estacionaria foi o que menos favoreceu a producéo
enzimatica, sendo a producao das tanases extracelular e intracelular cerca de 7 e 3 vezes
menor, respectivamente, se comparada a maior producao obtida com o meio Khanna em
agitacao.

Fatores fisicos como temperatura, pH, aeracdo e tempo de cultivo também séo
capazes de afetar a producédo de tanases por microrganismos e ndo apenas os fatores
nutricionais.

Adicionalmente, o fungo em estudo cresceu em ambas as condicdes fisicas de
cultivo (agitacdo e estacionaria), porém os maiores niveis da enzima extracelular foram

obtidos em condi¢gbes de agitagdo, o que condiz com o descrito por Aguilar et al. (2007),
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gue apontam que os fungos do género Aspergillus possuem a maior producao de tanases
em culturas submersas quando possuem alta aeracéo.

Natarajan e Rajendran (2009) testaram a velocidade de agitacdo Otima para
tanases de Lactobacillus plantarum MTCC 1407 e o valor encontrado para a maxima
producdo tanasica foi de 125 rpm, sendo que o0 aumento da taxa de agitacdo além de 200
rpm resultou em uma drastica queda na atividade especifica da enzima.

Também, Barthomeuf et al. (1994) relataram que a aeracédo insuficiente impede o
crescimento, enquanto que excessiva aeracdo favorece a oxidacdo de taninos e tem um
efeito inibitério na biossintese de tanase por A. niger. Ja quando considerada a producao
da enzima intracelular pelo fungo em estudo, a condi¢do estacionaria foi mais favoravel

para os meios Vogel e Czapeck.

Tabela 3. Producdo de tanases intra e extracelulares por Aspergillus phoenicis em

diferentes meios de cultivo mantidos ou ndo sob agitagéo (120 rpm).

_ Condigéo de Atividade Tanasica (U/mL)
Meio de cultura .
cultivo Extracelular Intracelular
Estacionario 0,42 +0,10 0,37 £ 0,02
SR
Agitacao 0,44 + 0,05 0,55+ 0,01
Estacionario 0,42 £ 0,10 0,58 + 0,03
Vogel

Agitacao 0,46 + 0,06 0,45 + 0,07
Estacionéario 0,45 + 0,04 0,34 £ 0,01

Czapeck
Agitacao 0,46 + 0,01 0,29 + 0,05
Estacionario 0,08 + 0,04 0,23 +0,10

M5

Agitacao 0,25+ 0,02 0,41 + 0,05
Estacionario 0,49 £ 0,01 0,67 £ 0,04

Khanna
Agitacao 0,58 + 0,07 0,75+ 0,02
Estacionario 0,49 £ 0,08 0,31 £ 0,09

Adams
Agitacao 0,50 + 0,04 0,35+ 0,05

Cultivos realizados em meio de cultura tendo acido tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3

dias, a 30°C.
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4.1.1.3 Efeito da temperatura sobre o crescimento do fungo e sobre a producéo de
tanases em FSbm

Assim como a aeracdo e a fonte de carbono, a temperatura tem importante
influéncia sobre o crescimento e secrecdo das enzimas pelos microrganismos. Dessa
forma, é importante o conhecimento da temperatura mais apropriada para a sintese e
secrecao das enzimas pelo fungo (Silva, 2009). A temperatura € um dos fatores ambientais
mais importantes que afetam o crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos. Cada
organismo apresenta uma temperatura minima, abaixo da qual é incapaz de crescer, e
uma temperatura maxima, acima da qual ocorre a morte da célula microbiana. A
temperatura 6tima de crescimento de um organismo sempre se encontra mais préxima da
temperatura maxima do que da temperatura minima (Madigan et al., 2003).

A temperatura de crescimento dos fungos abrange uma larga faixa, havendo
espécies psicrofilas, mesdfilas e termdfilas (Carlile e Watkinson, 1994). Aspergillus
phoenicis € uma espécie mesotfila. Entretanto, para saber a temperatura ideal de
crescimento deste microrganismo, foram realizados repiques em placas de Petri com meio
BDA, as quais foram incubadas em temperaturas de 25°, 30°, 35° e 40°C, por 120 horas. O
fungo apresentou maior crescimento quando incubado a 30°C. Crescimento consideravel
foi também observado quando incubado a 35°C. Porém, ndo houve crescimento quando
incubado a 25°C e a 40°C (Figura 10). Foi realizado também um estudo sobre o efeito da
temperatura no crescimento do fungo e na producdo de tanases em fermentacdo
submersa. Para tanto, o fungo foi inoculado em meio Khanna suplementado com &cido
tanico 2%, incubado por 120 horas, 120 rpm, nas temperaturas de 25°, 30°, 35° e 40°C.

Os resultados mostram que, em FSbm, A. phoenicis apresentou maior producéo
tanasica quando incubado a 30°C, para ambos os extratos brutos, intra e extracelular
(Figura 11A). Quanto a producédo protéica (Figura 11B), esta foi semelhante nos cultivos a
30° e 35°C, o que se pode perceber pelos resultados de proteinas totais.

Quando crescido a 40°C, A. phoenicis secretou aproximadamente 85% das tanases

extracelulares detectadas nos cultivos a 30°C e produziu aproximadamente 80% das
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tanases intracelulares. A 25°C ndo se observou producdo de tanases nas condi¢cbes
determinadas para o experimento.

A maior parte das tanases fungicas descritas sdo produzidas por organismos
mesofilicos cujas temperaturas de crescimento variam de 28°C a 37°C (Lekha e Lonsane,
1997, Pinto et al., 2005). Uma temperatura 6tima de 30°C foi descrita para a producao de
tanases pelas linhagens mesofilicas de A. niger AUMC 4301 (El-Fouly et al., 2010), A. niger
ATCC 16620 (Sabu et al., 2005), A. flavus (Yamada et al., 1968) e A. oryzae (Rodrigues et
al., 2008).

Temperatura 6timas semelhantes foram relatadas para as tanases de A. niger
(35°C) (Lokeswari et al., 2007), A. niger LCF8 (33°C) (Barthomeuf et al., 1994), A.
japonicus (35°C) (Ojha et al., 2010), P. chrysogenum NCIM 722 (28°C) (Rajakumar e
Nandy, 1983) e A. fumigatus MA (25°C) (Manijit et al., 2008). Temperaturas 6timas de
crescimento mais elevadas foram descritas para a producéo de tanases por Trichoderma

viride (45°C) (Lokeswari et al., 2010) e Candida sp.(50°C) (Aoki et al., 1976).
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Figura 10. Crescimento de A. phoenicis a 25°, 30°, 35° e 40°C em placas de Petri contendo

meio de aveia, por 120 h.
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Figura 11. Efeito da temperatura de incubacdo na producao de tanases (A) e na producao

de proteinas (B) por A. phoenicis nas temperaturas de 25°, 30°, 35° e 40°C.
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4.1.1.4 Producéao de tanases em FSbm em funcao do tempo de cultivo

A producéo e a secrecao de tanases em funcéo do tempo de incubacgéo do fungo A.
phoenicis foram investigadas.

Analisando-se a producdo tanasica em funcdo do tempo de cultivo (Figura 10)
pode-se observar que 0s maiores niveis enzimaticos foram obtidos em 72 horas para
ambas as formas, extracelular (0,59 U/mL) e intracelular (0,78 U/mL). Com base neste
resultado, optou-se por cultivar o fungo sob agitacdo por 72 horas. Em adicdo, o
crescimento da massa micelial foi também significativo neste periodo, sendo maior que o
observado para o periodo de 96 horas (dados ndo mostrados). Fato este justificado,
provavelmente pela ocorréncia de autélise das células fingicas. Dessa forma, ao minimizar
o0 tempo de cultivo, pode-se agilizar os experimentos, tendo uma producdo enzimatica
consideravel. Os dados mostram que a secre¢do das tanases ocorrem principalmente em
periodos iniciais de cultivo. Como o0 meio é rico em taninos, provavelmente o fungo gasta
energias iniciais para exteriorizar a enzima na intencdo de utilizar esta fonte de carbono.

A incubacao por um curto periodo pode ndo resultar na producdo maxima da
enzima de interesse. Da mesma forma, cultivos por um longo periodo podem levar ao
esgotamento dos nutrientes, levando a um declinio da producdo enzimatica além da morte
celular (Pelczar et al., 1996).

Tais dados encontrados sao coincidentes com o0s ja apresentados por outros
autores. No caso da tanase extracelular produzida por A. flavus em fermentagdo submersa,
0 tempo 6timo para a producdo da enzima foi de 3 dias (Yamada et al., 1968). J& para a
tanase intracelular de Aspergillus niger MTCC 2425, a produ¢do maxima ocorreu em 5 dias

para os cultivos em superficie liquida (Rana e Bhat, 2005).
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Figura 12. Producéo de tanases intra (e) e extracelulares (m) pelo fungo A. phoenicis em
funcdo do tempo de cultivo. Cultivo realizado em meio Khanna tendo 2% (m/v) de acido

tanico como fonte de carbono, a 30°C, sob agitagéo orbital (120 rpm).

4.1.1.5 Efeito do pH inicial do meio de cultivo na producéo de tanases em FSbm

Na figura 11 pode-se observar que os maiores niveis enzimaticos extracelular e
intracelular foram obtidos quando o pH inicial do meio de cultivo foi ajustado para 6,0. Foi
observada também uma queda dos valores de pH ao longo dos dias de cultivo, sendo
aferido os pH dos filtrados extracelulares (ndo mostrado). Provavelmente, isso se deve a
producdo de metabdlitos acidos.

Segundo Raimbault (1998), os valores de pH durante o processo fermentativo
podem aumentar ou diminuir em funcdo dos produtos do metabolismo do microrganismo
durante a fermentacéo. A secrecdo de acidos organicos como acido acético, acido latico e
acido citrico proporciona um decréscimo nos valores de pH e por outro lado, a assimilacao
de acidos organicos, juntamente com a hidrélise de algumas substancias como uréia e
proteinas, geralmente causam um aumento no pH do meio de cultivo.

Barthomeuf et al. (1994) demonstraram que para tanases produzidas por A. niger,

em pH abaixo de 3,5 a enzima € instavel. No entanto, a hidrolise do substrato e a difuséo
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da enzima no meio sao melhoradas quando o microrganismo é cultivado em valores de pH
acima de 5,5.

O crescimento das células microbianas também é influenciada pelo pH. Além disso,
o pH do meio de cultura pode afetar a estrutura e a funcédo das enzimas, sendo que estas
proteinas contém grupos ionizaveis. O pH 6timo de crescimento e de producdo podem
diferir, bem como o pH 6timo para a atividade da enzima (Said e Pietro, 2002).

No caso da maioria das tanases produzidas em fermentacédo submersa, o pH inicial
otimo se encontra entre 4,5 e 7,0 e entre 5,0 e 6,5 para a FSS (Van de Lagemaat e Pyle,
2005). Lekha e Lonsane (1997) relataram que tanases sao proteinas acidas com pH 6timo
em torno de 5,5. Da mesma forma Sabu et al. (2005) também descreveram um pH 6timo
inicial de 5,5 para a producéo de tanase por Aspergillus niger ATCC 16620.

No entanto, nem sempre o pH inicial se mantém até o fim da cultura, sendo que
para a manutencdo desta estabilidade seria necessaria a utilizacdo de um fermentador

onde o pH pudesse ser constantemente verificado e corrigido.
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Figura 13. Producdo de tanases extracelular (m) e intracelular (e) por A. phoenicis em
funcdo do pH inicial do meio de cultivo. A cultura foi realizada em meio Khanna tendo acido

tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3 dias sob agitacao orbital (120 rpm) a 30°C.
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4.1.1.6 Efeito de fontes de carbono na producédo tanasica em FSbm

Na tabela 4 pode-se observar a influéncia de diferentes fontes de carbono sobre a
producao de tanases pelo fungo A. phoenicis em FSbm em meio Khanna.

O &cido tanico foi a melhor fonte de carbono para a producédo de tanases extra e
intracelular, sendo os valores de atividades tanasicas de 0,64 U/mL e 0,79 U/mL,
respectivamente. Para todas as demais fontes testadas, a producao foi diminuida. O &cido
tanico foi, a partir desses dados, utilizado como fonte de carbono para os demais
experimentos, sendo que esta fonte ja havia sido descrita por Aoki et al. (1976) como um
indutor para esta enzima, além de fonte de carbono para o microrganismo.

Bradoo et al. (1996) relataram que a sintese de tanases em FSbm por A. japonicus
duplicou com presenca de acido tanico nos meios de cultura. Fato semelhante foi
observado para a enzima de A. phoenicis, porém com um aumento de aproximadamente
13 vezes na producdo da tanase extracelular e de 8 vezes na obtencdo da enzima
intracelular, se comparado ao meio na auséncia de fonte de carbono.

O cha verde e o cha mate também foram boas fontes indutoras da producéo de
tanases, provavelmente, por serem folhas que apresentam elevada concentracdo de
taninos. Sendo assim, essas fontes de carbono/substrato sédo uma étima alternativa para a
obtencdo de tanases, pois, torna desnecessario a presenca de acido tanico no meio de
cultura. E importante notar que niveis enzimaticos basais foram obtidos utilizando-se
glicose como fonte de carbono, o que condiz com o descrito por Bradoo et al. (1996) que
evidenciaram a sintese da tanase mesmo quando a Unica fonte de carbono foi a glicose.

Porém, sem a presenca de um indutor, seja ele o acido tanico ou outro tipo de
tanino hidrolisavel, como aqueles presentes nas folhas de chas, a producéo de tanases é
reduzida, praticamente nula, como pode ser observado para a palha de arroz e bagaco de
cana que foram as piores fontes para a producdo da tanase extracelular por A. phoenicis.
Ja para a enzima intracelular a producéo foi menor quando utilizados farinha de centeio,

palha de arroz e amido como fontes de carbono.
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Isto se deve ao fato de que a tanase € uma enzima induzivel, sendo expressa em

grandes quantidades apenas na presenca de taninos hidrolisaveis.

Tabela 4. Fontes de carbono utilizadas para a producdo de tanases em FSbm por

Aspergillus phoenicis.

Fontes de carbono

Atividade tanéasica (U/mL)

Extracelular Intracelular
Ausente 0,05 + 0,03 0,09 + 0,08
Acido gélico 2% 0,43 + 0,09 0,11 + 0,05
Acido tanico 2% 0,64 + 0,06 0,79 + 0,03
Metil galato 2% 0,26 + 0,04 0,19 + 0,011
Glicose 2% 0,07 + 0,07 0,28 + 0,06
Lactose 1% 0,08 + 0,07 0,10 + 0,04
Sacarose 1% 0,07 £ 0,02 0,10+ 0,01
Amido 1% 0,09 + 0,03 0,09 + 0,08
Milho moido 1% 0,08 + 0,05 0,10 + 0,03
Farinha de aveia 1% 0,14 £ 0,10 0,12+ 0,10
Sabugo de milho 1% 0,08 £ 0,04 0,10 £ 0,02
Farelo de trigo 1% 0,09 £ 0,03 0,13 £ 0,07
Farinha de centeio 1% 0,10 + 0,09 0,09 + 0,06
Palha de arroz 1% 0,06 + 0,05 0,09 + 0,03
Bagaco de cana 1% 0,06 + 0,07 0,11 £ 0,01
Soja moida 1% 0,07 + 0,04 0,12 + 0,05
Chéa mate 1% 0,24 + 0,04 0,25 + 0,08
Ché verde 1% 0,42 + 0,08 0,76 + 0,02

Cultivos realizados em meio Khanna por 3 dias, sob agitacdo (120 rpm) a 30°C.

Considerando-se a maior producao enzimatica obtida com acido tanico, a influéncia

de diferentes concentracdes deste composto foi analisada. Na concentragdo de 2% (m/v)

foram obtidos os maiores niveis enzimaticos extra (0,62 U/mL) e intracelular (0,76 U/mL),
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sendo estes maiores cerca de 9 e 7 vezes, respectivamente, quando comparadas ao meio
controle, ou seja, sem a presenca de acido tanico (Figura 14).

Porém, em concentracdes de acido tanico maiores que 2%, a producao de ambas
as formas diminuiu gradativamente (Figura 14). Tal dado, também, foi observado para
tanase de Aspergillus pullulans DBS66, a qual teve sua producdo diminuida em elevadas
concentracdes de acido tanico. Esta observacéo foi explicada com base no fato de que o
acido tanico em maior concentracdo faz uma reacao irreversivel com proteinas de
superficie do organismo, assim, o crescimento e a producdo da enzima podem ser
reduzidos (Banerjee e Pati, 2007). Da mesma forma, Seth e Chand (2000) constataram
para Aspergillus awamori que um grande aumento na concentragdo de &cido tanico induziu
a uma diminuicdo na producao da tanase por deposicdo de acido galico na superficie da
célula.

Entretanto o mecanismo de inducédo por acido tanico ainda ndo é conhecido. O
grande tamanho e reatividade do acido tanico impedem a absorcédo da molécula através da
membrana celular. Além disso, a reacdo do acido tanico com a parede celular tem sido
relatada por prejudicar a permeabilidade. Estes fatos sugerem que o acido tanico ndo pode
ser 0 agente indutor. O mecanismo de inducédo é provavelmente similar ao da celulase,
onde 0 microrganismo produz um nivel basico ou uma quantidade constitutiva de tanase
gue hidrolisa o acido tanico em glicose e acido galico, o qual pode entrar na célula

microbiana e funcionar como um indutor (Lekha e Lonsane, 1997).
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Figura 14. Efeito da concentracdo de acido tanico na producao de tanases extracelular e
intracelular por A. phoenicis. Cultivos realizados em meio Khanna, por 3 dias sob agitacao
(220 rpm), a 30°C.

Em adicdo, meios contendo acido tanico como principal fonte de carbono foram
também suplementados com diferentes concentracées de acido galico e glicose, produtos
de hidrélise do proprio acido tanico. No caso da glicose, até uma concentracédo de 0,75%
(m/v), a produgcdo de ambas as tanases teve um aumento gradativo. No entanto, em
concentracdes maiores, a producéo foi diminuindo, sendo que na presenca de 5% (m/v) a
producdo da forma extracelular foi equivalente a obtida na auséncia de glicose e a da
intracelular cerca de 15% menor. J& com adicdo de de 1% de acido galico, a tanase
extracelular teve sua producdo aumentada cerca de 51% e a producdo da forma
intracelular foi diminuindo gradativamente chegando a uma reducéo de 57% se comparado

ao controle (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito da suplementacdo do meio de cultivo com diferentes concentracdes de

glicose e acido tanico na producéo de tanases por Aspergillus phoenicis em FSbm.

Atividade tanasica relativa (%)

Conc?[;ot)ragao Acido galico Glicose
Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular
0 100 100 100 100

0,1 121 + 26,16 87 +£18,38 101+ 7,80 115+ 14,10
0,25 128 £ 24,75 83 + 28,28 106 £ 4,20 117 £ 17,00
0,5 130 £ 20,51 80 = 24,75 110 £ 12,00 121 £ 7,10
0,75 131 £ 8,49 79 £ 18,38 145 + 24,00 145 + 15,60
1,0 151 £ 19,09 70+12,73 141 £ 24,00 109 £ 13,40
2,0 133+£11,31 67 £ 14,14 113 +£12,00 105 £ 7,80
5,0 18 + 15,56 43 +2,83 103 + 0,70 85+ 11,30

Cultivo realizado em meio de Khanna tendo acido tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3 dias

sob agitacdo (120 rpm), a 30°C.

No passado, acreditava-se que apenas o acido tanico fosse capaz de induzir a
producéo de tanases em microrganismos. No entanto, em 1997, Bradoo demonstrou que a
tanase poderia ser expressa inclusive na auséncia deste, ou também na presenca de
outros substratos como monossacarideos, dissacarideos, polissacarideos, peptona ou
caseina.

Bajpai e Patil (1997) demostraram que outros compostos como metil galato, acido
galico e pirogalol também podem induzir a tanase, além do &cido tanico. Estes autores
sugerem que a tanase ndo deve ser controlada por retroalimentagdo negativa, porque o
acido galico, que é um produto final, também pode induzir a producdo da enzima. Ja
Bradoo et al. (1997) observaram que a adi¢cdo de acido galico em meios liquidos contendo
acido tanico promovia total inibicdo na sintese de tanase em A. japonicus. Também ndo foi
observada a producado da enzima por A. niger em fermentacdo submersa, quando o acido
galico foi utilizado como unica fonte de carbono (Aguilar et al., 2001). Ambos os artigos
sugerem que o acido gélico esta envolvido em algum mecanismo de regulagdo da atividade

enzimatica pelo produto final, pois atua como repressor de sintese. Esse fato se contrapfe
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ao observado por Knudson (1913) para a fermentacdo submersa, na qual o acido galico
desempenha papel de indutor (Knudson, 1913 apud Pinto et al., 2005, p. 446). Portanto, o
mecanismo de inducdo ainda ndo esta totalmente elucidado e existem controvérsias a
respeito da fungdo de alguns componentes dos taninos hidrolisdveis na sintese das
tanases (Belmares et al.,, 2004). Em relacdo a adicdo de glicose no meio de cultura,
diferentes autores, incluindo Lekha e Lonsane (1997), tém afirmado que a tanase
produzida por espécies de Aspergillus seria livre de repressao catabdlica. Em discordancia
aos demais, Pinto (2003) observou a repressao na sintese da enzima por A. niger 3T5B8
em meios submerso e sélido, com a adi¢do de glicose.

No caso da enzima produzida por A. phoenicis em FSbm, uma producéo
significativa foi observada na presenca de acido tanico e cha verde. Porém, outras fontes
de carbonos podem ser adicionados ao meio favorecendo sua producdo. No caso dos
meios de cultura suplementados com acido galico pode-se inferir, para a forma
extracelular, que em determinadas concentracdes ocorra uma retroalimentacdo positiva,
uma vez que o produto € capaz de estimular a producdo tanasica. Porém, em
concentracbes mais elevadas (5%), foi observada uma inibicdo pelo produto final da
sintese de ambas as formas enziméticas. De acordo com os resultados obtidos da
suplementacao por glicose pode-se inferir que a tanase de A. phoenicis € uma enzima livre

de repressao catabdlica em baixas concentracfes deste sacarideo.

4.1.1.7 Efeito de diferentes fontes de nitrogénio e fosfato na producao tanasica em
FSbm

O nitrogénio, constituinte de proteinas e acidos nucléicos, é obtido por varias
espécies de fungos a partir de uma grande variedade de compostos nitrogenados, por isso
0 meio de cultura também deve conter uma fonte de nitrogénio, que pode ser tanto
organica quanto inorganica. Nitrogénio inorganico pode ser suplementado como sais de

amonio (sulfato, carbonato, cloreto, nitrato, fosfato monoidratado) ou sais de nitrato (sédio,
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potassio ou aménio). Para as fontes organicas, podem ser utilizados peptona, glutamato
monossodico, &cido glutdmico e caseina hidrolizada, entre outros (Belmares et al., 2004).

Na figura 15 podemos observar a influéncia das diferentes fontes de nitrogénio
adicionadas ao meio de cultura, em diferentes concentracdes (0% a 5% - m/v) na producao
de tanases. A fonte de nitrogénio organica peptona na concentracdo de 0,75% (m/v) foi
mais favoravel para a obtencdo de tanases extracelulares aumentando a producdo em
169% comparada ao controle, enquanto que o sulfato de amdnio (0,1%; m/v) foi a melhor
fonte para a producéo de tanases intracelulares, sendo esta 45% maior se comparada ao
controle. J& a presenca de fontes de nitrogénio em concentragdes mais elevadas levou a
uma diminuicdo gradativa da producdo de tanases em todos os casos (Figura 15). Estes
resultados estdo de acordo com o apresentado por Aguilar et al. (2007), onde fontes de
nitrogénio como sulfato ferroso de amonio, sulfato de amonio, nitrato de amoénio e cloreto
de amdnio, aumentam a atividade tanasica em baixas concentragbes, como 0,1% (m/v).

As fontes de nitrogénio comumente usadas em meio definido para producédo de
tanase sdo nitrato de sodio, cloreto de amdnio, fosfato de amdnio di-hidrogénio, oxalato de
amonio, sulfato de amdnio, glutamato monossodico e acido glutamico (Yamada et al, 1968;
Lekha e Lonsane, 1997).

Selwal et al. (2010) testaram varias fontes de nitrogénio inorganicas para a
producdo de tanase por Pseudomonas aeruginosa, como nitrato de soédio, cloreto de
amonio, nitrato de amonio e sulfato de amdnio, sendo que o maior rendimento foi
observado com nitrato de amonio.

Kumar et al. (2007) sugeriram que a producdo da tanase € altamente afetada pela
natureza da fonte de nitrogénio utilizada, por exemplo, fontes de nitrogénio organicas
podem reagir com o acido tanico, formando um precipitado complexo, que pode impedir 0
consumo flngico de fontes de carbono e nitrogénio e, por isso, afetar grandemente o
crescimento de fungos, ja fontes inorganicas podem ser téxicas e inibir o crescimento de

fungos.
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Figura 15. Producdo de tanases extracelular (A) e intracelular (B) por A. phoenicis em
funcdo da concentragéo de diferentes fontes de nitrogénio. A cultura foi realizada em meio
Khanna tendo acido tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3 dias sob agitacdo (120
rpm) a 30°C.

60



Resultados e Discusséo

Na figura 16 estéo ilustrados os resultados obtidos para a influéncia da adicdo de
diferentes fontes de fosfato adicionados ao meio de cultura sobre a producédo tanasica.
Pode-se observar, para a forma extracelular, que apos 0,1%, a adicao de concentracdes
crescentes de fosfato de potassio diminuiu gradativamente a secrecdo da enzima, tornado-
a inferior ao meio sem adicao de fosfato e chegando a inibi-la em 74% na concentracao de
5% (m/v) em comparagdo ao controle. A adicdo de fosfato de potassio em baixas
concentragdes favoreceu a forma intracelular, sendo que o maior nivel de atividade
enzimatica, cerca de 24% maior que o controle, foi obtido quando utilizada a concentracao
de 0,1% (m/v). J& com a adicao de fosfato de sédio a producdo de ambas as formas
enzimaticas foi maior mediante utilizacdo de baixas concentracdes, obtendo-se os maiores
niveis enzimaticos em 0,5% (m/v) e 0,1% (m/v), respectivamente, para as tanases
extracelular e intracelular. Contudo, em altas concentracbes (2% e 5%) a secrecdo
enzimatica foi reduzida.

Do ponto de vista industrial, a utilizacdo da forma extracelular € mais vantajosa e,
considerando este aspecto, foram escolhidas as condicbes que melhor favoreceram a
obtencdo desta forma enzimatica. Sendo assim, a peptona 0,75% foi selecionada como
fonte adicinal de nitrogénio para os demais experimentos. No entanto, nenhuma das fonte
de fosfato foi adicionada, pois, proporcionaram, apenas, o0 aumento de algumas unidades

de atividade.
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Figura 16. Producéo de tanases extracelular e intracelular por A. phoenicis em funcao de
diferentes concentractes de KH,PO, (A) e de NaH,PO, (B). A cultura foi realizada em meio
Khanna tendo acido tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3 dias sob agitacédo (120
rpm) a 30°C.
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4.1.1.8 Inducdo da biomassa com glicose para a producdo de tanases por A.
phoenicis

Na figura 17 é possivel observar que nos meios contendo acido tanico e &cido
galico ocorreu uma maior producdo e secrecao da enzima logo no primeiro dia de cultivo,
sendo que nos proximos dias a enzima continuou sendo produzida, porém o fungo deixou
de secreta-la. Com isso, a forma extracelular teve sua maior producdo em 24h com acido
tanico (0,95 U/mL), seguida por acido galico (0,78 U/mL), sendo ambas aproximadamente
2 vezes maiores que a producdo obtida em 96h, e aproximadamente 4 e 3 vezes maiores
gue o controle com glicose relativo ao periodo de 24h, respectivamente.

Ja a forma intracelular teve sua producdo aumentada com 96h de cultivo, para
todas as fontes de carbono utilizadas, sendo que o acido tanico e &acido galico também
foram melhores para a producéo desta enzima, apresentado valores 6 e 11 vezes maiores
que o controle com glicose relativo ao mesmo periodo (Figura 17).

Com esses resultados é possivel comprovar que a tanase de A. phoenicis € uma
enzima induzivel, sendo produzidas em quantidades elevadas, apenas na presenca de
taninos hidrolisaveis, porém niveis basais desta enzima sdo expressos na presenca de
glicose como fonte de carbono.

Além disso, a glicose propiciou um aumento da biomassa no inicio do crescimento e
provavelmente, também a producdo de niveis basais da tanase, o que levou a uma rapida
inducdo da producéo da enzima na presenca de outras fontes de carbono.

Desta forma, foi possivel a obtencdo da tanase extracelular em grandes
guantidades e em um menor tempo de cultivo, sendo que nas primeiras 24h a quantidade
de tanase secretada pelo fungo foi 1,5 e 1,8 vezes maior do que a quantidade obtida sem a
inducdo com glicose (apés 72h de cultivo), respectivamente quando utilizados o acido
tanico e o acido galico como fontes de carbono/substratos. Porém, quando utilizado o cha
verde a inducéo da biomassa nao foi vantajosa.

Até o momento, nenhum experimento deste tipo, com indu¢do da massa micelial

por glicose, foi descrito para producdo de tanases. Porém, Costa et al. (2008) relataram
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para A. tamarii que entre as fontes de carbono testadas, um bom crescimento foi obtido
com a glicose, amido, xilana e sacarose, mas as maiores producdes de tanase foram
observadas apenas quando o organismo foi cultivado em acido galico, metil galato e acido
tanico, o que condiz com o verificado para A. phoenicis com relagdo ao crescimento da
biomassa e a producdo enzimatica, respectivamente.

Selwal et al. (2010) também relaram para tanase de Pseudomonas aeruginosa que
fontes de carbono adicionais, tais como glicose, frutose e sacarose foram empregados nas
concentracoes de 0,06-7,0% (m/v) para promover o crescimento inicial de biomassa, pois o

acido tanico é mais dificil de metabolizar do que aglcares simples.
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Figura 17. Inducdo da biomassa com glicose para a producdo de tanases extra (A) e
intracelular (B) por A. phoenicis em FSbm, utilizando como fonte de carbono glicose, cha

verde, acido tanico e acido galico. O crescimento se deu em 24h, 48h 72h e 96h.
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4.1.2 Producédo de tanases em FSS

A FSS tem grande potencial para a obtencédo de enzimas e o interesse neste tipo de
fermentacdo é consequéncia da busca por produtos com menor custo de producdo, em
especial para aqueles processos onde o extrato bruto possa ser usado. A exploracao
adequada de produtos da FSS pode significar a reducdo dos custos de producdo da
tanase. O uso de residuos agroindustriais pode ajudar ndo somente a reduzir a poluicéo

ambiental, mas também agregar valor as industrias processadoras (Pandey et al., 2000).

4.1.2.1 Influéncia de diferentes substratos/ fontes de carbono na producdo de
tanases

A FSS foi testada na tentativa de se encontrar uma melhor condi¢éo de cultivo que
favorecesse a producédo de tanases em grandes quantidades pelo microrganismo, além de
considerar o baixo custo e a possibilidade de degradacédo de residuos ricos em taninos
desprezados no meio ambiente. Para isso, varios substratos sélidos/ fontes de carbono
foram utilizados para producdo de tanases pelo fungo A. phoenicis, sendo inicialmente
umidecidos com solugéo de sais Khanna (1:1, m/v).

Na tabela 6 é mostrada a producao de tanases por A. phoenicis em FSS em funcao
do substrato/fonte de carbono utilizado. Dentre os substratos testados o que proporcionou
melhores condicbes para a producdo de tanases foi a folha de caju (2,24 U/g) seguida
pelas folhas de goiaba (2,04 U/g), de cha verde (1,97 U/g), e de manga (1,41 U/g).

Os residuos agroindustriais (casca de amendoim, sabugo de milho, bagaco de cana
e palha de arroz), assim como os produtos agroindustriais (milho moido, farinha de
mandioca, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de aveia e farinha de centeio) se
mostraram piores indutores da producéo de tanases (0,07 U/g a 0,62 U/g) do que as folhas
em geral, provavelmente, por ndo possuirem grande quantidade taninos hidrolisaveis.

Varios trabalhos ja& mostraram as vantagens da producdo enzimatica em
fermentacdo em substrato sélido, incluindo-se as tanases (Lekha e Lonsane, 1994; Aguilar

et al., 2001). Agro-residuos e produtos florestais séo geralmente considerados os melhores
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substratos para este tipo de cultivo (Mukherjee e Banerjee, 2004). Farelos, cascas,
bagacos, e outros sao materiais considerados viaveis para a biotransformagcdo por
fermentacdo solida. Estas matérias primas sao recursos naturais renovaveis e geralmente
produzidos em grandes quantidades, muitas vezes tornando-se um problema ecolégico e
sanitario (Pinto, 2003). A sua estrutura macromolecular podendo ser composta de celulose,
amido, pectina, lignina, hemicelulose, proteinas, taninos, entre outros, 0s caracteriza como
materiais extremamente heterogéneos, que servem tanto como fonte de carbono e energia
como suporte para o crescimento microbiano (Pandey et al., 2000).

Alguns substratos ja descritos para FSS para a producao de tanase incluem pé de
semente de tamarindo, torta do cerne de palmeira, farelo de trigo e casca de café (Sabu et
al., 2005 e Sabu et al., 2006), folhas de jamboldo (Kumar et al. 2007), bagaco de caju
(Rodrigues et al., 2008), bagaco de cana (Lekha e Lonsane, 1994), casca de café e farelo
de arroz (Battestin e Macedo, 2007) e folhas de Phylanthus emblica (amla), Acacia nilotica
(keekar), Eugenia cuspidate (Jamoa) e Syzygium cumini (Jamun) (Selwal et al., 2010).

E importante salientar que o teor e o tipo de tanino variam nio s6 de um vegetal
para outro, como também de uma parte para outra do mesmo vegetal (Santos, 2000). Além
disso, o teor de tanino em varios substratos varia conforme as condi¢gdes agro-climaticas.
As diferencas no conteddo de taninos pode ser devido as variagbes das condicdes

ambientais em diferentes partes do pais (Hota et al., 2007).
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Substrato Atividade tanasica (U/g de substrato)
Casca de amendoim 0,30 £ 0,20
Milho moido 0,10 £ 0,02
Sabugo de milho 0,11 + 0,03
Farinha de mandioca 0,09 + 0,02
Farelo de trigo 0,24 + 0,08
Farelo de soja 0,02 £ 0,00
Bagaco de cana 0,62 £ 0,27
Palha de arroz 0,12 + 0,02
Farinha de aveia 0,11 £ 0,02
Farinha de centeio 0,07 £ 0,03
Folha de caju (Anacardium occidentale) 2,24 £ 0,51
Folha de mandioca (Manihot esculenta) 0,45 + 0,07
Folha de jambol&do (Syzygium jambolanum) 1,15+ 0,28
Folha de banana (Musa paradisiaca) 0,23 £ 0,07
Folha de milho (Zea mays) 0,33+£0,21
Folha de couve (Brassica oleracea) 0,34 £ 0,22
Folha de cha verde (Camellia sinensis) 1,97 £ 0,77
Folha de roma (Punica granatum) 1,18 + 0,36
Folha de manga (Mangifera indica) 1,41 £ 0,39
Folha de goiaba (Psidium guajava) 2,04 £ 0,37
Folha de caqui (Diospyros kaki) 0,14 £ 0,04
Folha de uva (Vitis vinifera) 0,22 + 0,02
Folha de abacate (Persea americana) 0,13 £ 0,03
Folha de guaco (Mikania glomerata) 0,12 £ 0,04
Folha de seriguela (Spondias purpurea) 0,11 £ 0,03
Folha de cacau (Theobroma cacao) 0,25 + 0,07
Folha de jaca (Artocarpus interglifoliam) 0,27 £ 0,04
Folha de abil (Lucuma caimito) 0,24 £ 0,09
Folha de pitanga (Eugenia uniflora) 0,42 £ 0,02
Folha de café (Coffea arabica) 0,47 £ 0,18
Folha de mate (llex paraguariensis) 0,26 £ 0,01
Folha de eucalipto (Eucaliptus spp) 0,38 +£0,13

Tabela 6. Producéo de tanase por Aspergillus phoenicis em FSS em funcao do substrato.

Substrato umidificado com solug&o de sais Khanna (1:1, m/v), sendo o cultivo realizado por 4 dias a

30°C em atmosfera com 60% de umidade.
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Em adicdo, os melhores substratos/ fontes de carbono foram misturados na
propor¢gdo 1:1 (m/m) e umidificados com solugdo de sais Khanna (1:1, m/v). Quando
utilizada a mistura de folhas de caju com folhas de cha verde foram obtidos os maiores
niveis enzimaticos (3,65 U/g), sendo melhor do que as demais misturas e que 0s
substratos individualmente analisados. Desta forma padronizou-se o uso desta mistura de

substratos para os demais experimentos (Tabela 7).

Tabela 7. Misturas de substratos utilizadas para a producéo de tanase por A. phoenicis em
FSS.

Substratos Atividade tanésica

(1:1) (U/g de substrato)
Caju / Manga 2,24 £ 0,38
Caju / Cha verde 3,65 + 0,02
Caju / Goiaba 2,60 £ 0,08
Goiaba / Manga 3,35+ 0,29
Goiaba / Chéa verde 3,23+0,01
Cha verde / Manga 2,83+0,33

Substrato umidificado com solug&o de sais Khanna (1:1, m/v), sendo o cultivo realizado por 4 dias a

30°C em atmosfera imida (60%).

4.1.2.2 Efeito de diferentes solu¢cdes umectantes adicionadas a FSS na producao
de tanases

A solucdo umectante do meio de cultura na FSS é de importancia fundamental para
o crescimento do fungo e producao de enzimas.

Alguns sais metalicos, quando adicionados no meio de cultura liquido ou presentes
nos substratos sélidos, sdo capazes de alterar a producdo da tanase (Kar et al., 2003).
Objetivando aumentar a producéo de tanases em FSS com mistura de folhas de caju e cha
verde, foram utilizados como meio umectante diferentes solucdes de sais, além de agua de

torneira e agua destilada, todos na proporc¢éo de 1:1 (m/v).
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A maior producdo de tanase foi obtida com a solucédo de sais Khanna (3,28 U/g)
apresentando uma diferenca significativa de 1,6 até 5,3 vezes maior em relacao as outras
solucBes testadas, e por isso, para 0os demais experimentos, a solucdo de sais Khanna
continuou sendo utilizada como meio umectante (Tabela 8).

A solucdo de sais de Khanna é composta por NH4;NO3;, KH,PO,, MgSO,, KCI,
ZnS0O,4, MNSO4, Fe,y(S04); € CuSO4. A producado da tanase foi maior na presenca desta
solucdo provavelmente por conter elementos basicos indispensaveis para o metabolismo
do fungo, como os macroelementos: nitrogénio, fosfato e magnésio e 0os microelementos:
zinco, ferro, cobre e manganés, contribuindo assim para o crescimento do microrganismo e
consequentemente favorecendo a producdo enzimatica (Said e Pietro, 2002). Tal fato
condiz com o descrito por Lippitsch (1961) em relacdo aos micronutrientes, o qual observou
gue ions de ferro, zinco e cobre sdo essenciais para a producdo da tanase por A. niger
(Lippitsch, 1961 apud Pinto et al., 2005, p. 443).

Também, Van de Lagemaat e Pyle (2006) relataram que a maioria dos sais e tracos
de elementos encontrados em meios de cultura definidos para a producdo da tanase foram
Na,HPO,, KCI, K,HPO,, KHPO,, MgS0O,, FeSO,, AICl; (Van de Lagemaat e Pyle, 2006

apud Belur e Mugeraya, 2011, p. 33).

Tabela 8. Efeito de diferentes solu¢cdes umectantes adicionadas a FSS sobre a producédo

de tanases por Aspergillus phoenicis, tendo folhas de caju e cha verde como substrato.

Solucgéo de sais Atividade tanésica

(2:1, m/v) (U/g de substrato)
Vogel 0,62 + 0,09
SR 2,00 £ 0,16
Khanna 3,28 £ 0,05
Agua de torneira 1,29 + 0,03
Agua destilada 0,76 £ 0,12
Tracos de elementos 1,02 + 0,04
Sais de nitrato 1,65 £ 0,07

O cultivo foi realizado por 4 dias a 30°C com umidade relativa ao redor de 60%.
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Depois que a solugéo de sais Khanna foi escolhida como umidificante para a FSS
utilizando como substrato/fonte de carbono a mistura de folhas de caju e cha verde, foi
verificado a propor¢cdo que favorecia a melhor producdo de tanases por A. phoenicis.
Foram testadas as propor¢cdoes de 1:0,5, 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (m/v). Considerando as
proporgdes 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (m/v), a producgéo obtida foi muito semelhante, ndo havendo
diferencas significativas entre as mesmas, e por isso, a propor¢do 1:1 (m/v) foi a escolhida
(Tabela 9).

A umidificacdo do substrato/fonte de carbono é fundamental para a producao
enzimatica pelo fungo. Em casos onde o meio esta sem umidificante, além da producao ser
reduzida, a exteriorizacdo da enzima pelo fungo pode ser dificultada, tornando
praticamente impossivel sua obtencdo. No entanto, se existe quantidade excedente do
umidificante, isso pode dificultar a aderéncia do fungo ao substrato, e este por falta de
acesso a sua fonte de nutrientes ndo podera produzir a enzima para degrada-lo (Said e

Pietro, 2002).

Tabela 9. Efeito da umidificacdo com solugcdo de sais Khanna em diferentes proporcoes
adicionadas a FSS com mistura de folhas de caju e cha verde sobre a producao de tanase

por A. phoenicis.

Solugéo de sais Atividade tanésica
Khanna (m/v) (U/g de substrato)

1:0,5 1,012 + 0,05
11 3,476 £ 0,13
1:2 3,564 + 0,04
1:3 3,352 £ 0,17
1:4 3,392 £ 0,09

O cultivo foi realizado por 4 dias, a 30°C e com umidade relativa ao redor de 60%.

4.1.2.3 Producéao de tanases em FSS em func¢éo do tempo de cultivo
Para verificar qual o melhor tempo de cultivo para a producdo de quantidades
maximas de tanases, meios contendo a mistura (1:1; m/m) de folhas de caju e cha verde

como substrato/fonte de carbono foram utilizados. Neste caso, a producéo 6tima da enzima
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(4,43 U/g) foi obtida no sexto dia de cultivo como mostrado na figura 18. Em tempos
superiores, a produc¢do foi diminuida, o que pode ser explicado pelo aumento de fontes de
carbono prontamente assimilaveis, como a glicose obtida da hidrdlise dos taninos, bem
como 0 aumento de proteases que degradariam a tanase.

Trevifio-Cueto et al. (2007) descreveram que o tempo de produgdo maxima de
tanase por Aspergillus niger Aa-20 em FSS utilizando folhas de Larrea tridentata foi de
apenas 43,5 horas enquanto que para a tanase intracelular produzida por Aspergillus niger
MTCC 2425, foi de 4 dias (Rana e Bhat, 2005). Ambas enzimas descritas requerem menor
tempo para a producdo de tanase se comparada a utilizacdo de folhas de caju e cha verde
feita neste estudo. Tal fato pode estar relacionado a menor disponibilidade de taninos
hidrolisaveis, ou ainda, por conterem outros compostos que precisariam ser degradados

por inUmeras outras enzimas antes que a tanase pudesse agir sobre 0s taninos.

Atividade tanasica (U/g de substrato)
N
1

Tempo de cultivo (Dias)

Figura 18. Producéo de tanase extracelular pelo fungo A. phoenicis em fungdo do tempo
de cultivo em FSS com a mistura de folhas de caju e ch& verde umidificado com solucéo de
sais Khanna (1:1, m/v), sendo o cultivo realizado a 30°C em atmosfera com umidade

relativa de 60%.
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4.2  Purificacao
extracelulares
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tanases

intra

e

73



Resultados e Discusséo

4.2.1 Purificag&o das tanases intracelular e extracelular

Na figura 19A podemos observar o perfil cromatografico em DEAE-Celulose para o
extrato bruto intracelular previamente tratado com caulim como descrito em material e
métodos. A tanase intracelular foi eluida como Unica forma com 0,29 M de NaCl através de
um gradiente linear (0 - 1,5 M) em tampéo acetato de s6dio 100mM pH 5,0. As fracbes que
apresentaram atividade foram reunidas em um unico pool, o qual foi dialisado contra agua
destilada, liofilizado e posteriormente ressuspenso em tampao Tris-HCI 50mM pH 7,5
adicionado de KCI 100mM. A amostra foi entdo aplicada em coluna de filtracdo Sepharose
CL6B, sendo eluida como uUnica forma com o mesmo tampao (Figura 19B). Através deste
procedimento, a enzima intracelular foi purificada 17 vezes com recuperacdo de 16%
(Tabela 10). O perfil eletroforético em condi¢cdes ndo desnaturantes (PAGE 6%) para a
tanase intracelular purificada pode ser observado, com o aparecimento de uma Unica
banda protéica e de atividade, as quais tiveram a mesma mobilidade relativa (Figura 20).
Em condicbes desnaturantes (SDS-PAGE 6%) pode-se observar 2 bandas protéicas

coradas por Coomassie Brilliant Blue R-250 (Figura 20C).
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Tabela 10. Purificacdo da tanase intracelular produzida por Aspergillus phoenicis em
FSbm.

Passo Volume Proteina  Atividade Atividade  Purificagdo Recuperacédo
(mL) (mg totais) (U totais) especifica (vezes) (%)
(U/mg)
Extrato bruto 90 31,5 38,7 1,2 1,0 100,0
Caulim 80 21,1 55,2 2,6 2,2 142,6
DEAE - Celulose 13 2,4 18,9 7,9 6,6 48,8
Sepharose CL6B 20 0,3 6,4 21,3 17,8 16,5
A B C
r— S
169 kDa —
112,5kDa — g ¥
- - : ‘
92kDa — ¢
<— 85,1 kDa
67 kDa — . 159,2 kDa
60 kDa — /4.1 kba
36,5 kba— . ‘

31,5 kDa — » -‘

. | e—
—

Figura 20. Perfil eletroforético da tanase intracelular em PAGE 6% revelado por prata (A),

para a atividade tanasica (B) e em SDS-PAGE 6% corado por Coomassie Brilliant Blue R-
250 (C).
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O extrato extracelular obtido em FSbm foi submetido ao mesmo procedimento
utilizado para a enzima intracelular como descrito anteriormente, sendo a enzima eluida,
em DEAE-Celulose como unica forma com 0,85 M de NaCl aplicado através de um
gradiente linear (0-1,5 M) em tampao acetato de sédio 100mM pH 5,0 (Figura 21A). As
fracBes que apresentaram atividade foram reunidas em um unico pool, o qual foi dialisado
contra agua destilada, liofilizado, ressuspenso em tampao Tris-HCI 50mM pH 7,5
adicionado de KCI 100mM e posteriormente aplicado em coluna de filtracdo Sepharose
CL6B (Figura 21B). A tanase extracelular foi purificada 22 vezes com recuperagao de 9%
(Tabela 11). O processo de purificagdo foi acompanhado por eletroforese em condicfes
nao desnaturantes (PAGE 6%) sendo observada uma Unica banda protéica revelada por
prata (Figura 22A) e uma Unica banda de atividade (Figura 22B) as quais tiveram a mesma
mobilidade relativa. Em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE 6%) pode-se observar 2
bandas protéicas reveladas por prata (Figura 22C). A purificacdo da tanase extracelular foi

mais eficiente, porém, apresentou menor rendimento quando comparada a intracelular.
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Tabela 11. Purificacdo da tanase extracelular produzida por Aspergillus phoenicis em
FSbm.

Passo Volume Proteina  Atividade Atividade Purificacdo Recuperacédo
(mL) Total total especifica (vezes) (%)
(mg totais) (U totais) (U/mg)
Extrato bruto 180 197,8 72,2 0,4 1,0 100,0
Caulim 176 136,0 60,4 0,4 1,0 83,7
DEAE-Celulose 32 8,6 259 3,0 7,5 35,9
Sephacryl S200 25 0,8 7,0 8,8 22,0 9,7
A B C ' ‘
AN n | -
) 169 kDa |
- - ;z«— 120,2 kDa
3 112,5 kDa 213,5 kDa
92 kDa a M <4 93.3 kDa
£
67 kDa
60 kDa
.
36,5 kDa
31,5kba —
|
“—— L ——

Figura 22. Perfil eletroforético da tanase extracelular em PAGE 6% revelado por prata (A),
para a atividade tanasica (B) e em SDS-PAGE 6%, corado por prata (C).
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4.3 Caracterizacdo bioguimica das tanases
Intra e extracelulares
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4.3.1 Determina¢cdo da massa molar nativa e contetdo de carboidratos

A massa molar nativa da tanase extracelular produzida em FSbm por A. phoenicis
foi de 218,8 kDa determinada por coluna de filtracdo Sepharose CL6B com contetdo de
carboidratos de aproximadamente 65,1%. Ja a forma intracelular produzida em FSbm
apresenta massa molar nativa, determinada na mesma coluna, de 154,9 kDa com 43,2%
de carboidratos. A natureza multimérica das tanases produzidas por A. phoenicis foi
confirmada por eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE 6%) que resultou em
dois polipeptidios de tamanhos diferentes, sendo um com 120,2 kDa e outro com 93,3 kDa
para a tanase extracelular e um com 85,1 kDa e outro com 74,1 kDa, para a tanase
intracelular, cuja soma é 213,5 kDa e 159,2 kDa, respectivamente, valores estes muito
proximos ao das massas molares das proteinas nativas obtidas, tratando-se,
provavelmente, de proteinas heterodiméricas (Tabela 12).

As tanases produzidas por fungos filamentosos e leveduras sdo, na maioria,
estruturas protéicas com elevada massa molar, podendo ser superiores a 300 kDa (Pinto et
al., 2005), sendo que algumas tanases podem ser multiméricas (Aguilar e Gutiérrez-
Sanchez, 2001; Ramirez-Coronel et al., 2003). Alguns autores sugerem que enzima nativa
seja constituida de duas subunidades idénticas de mesma massa molar (Aoki et al., 1976;
Rajkumar e Nandy, 1983). Costa et al. (2007) descreveram tanases produzidas pelo fungo
Aspergillus tamarii com massa molar nativa de 180 kDa, sendo composta por 2
subunidades de 90 kDa, contendo 40,5% de carboidratos. Contudo, Bhardwaj et al. (2003),
observaram duas cadeias polipeptidicas de massas molares distintas para a enzima
produzida por A. niger MTCC2425 (102 kDa e 83 kDa). Também, a tanase de A. oryzae,
expressa em Pichia pastoris, é formada por um par de subunidades distintas (31 kDa e 34
kDa) e massa molar total de 100 kDa (Zhong et al., 2004). De acordo com Hatomoto et al.
(1996), a tanase de A. oryzae é formada por dois tipos de subunidades uma de 30 kDa e
outra de 33 kDa. No entanto, a tanase nativa € um heterooctamero com massa molar de

300 kDa, constituida por 4 pares dessas subunidades. Ja a massa molar estimada para
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tanase de Cryphonectria parasitica foi de 240 kDa, sendo a molécula um tetramero
composto por quatro subunidades, com uma massa molar de 58 kDa (Farias et al., 1994).
A glicosilagcdo em tanases é bastante comum, sendo que todas as tanases fungicas
sdo caracterizadas como glicoproteinas, com o contetudo de carboidratos variando de 25,4
a 66,2% do peso total da enzima (Pinto et al., 2005). O conteudo de carboidratos da
enzima produzida por Aspergillus niger foi de 43% (Barthomeuf et al., 1994), enquanto que
para a enzima de Penicillium crysogenum foi de 68,1% (Rajkumar e Nandy, 1983). O
significado para um contetdo téo alto de carboidratos ainda nao foi elucidado, no entanto,
€ conhecido que os taninos se associam fortemente a proteinas e isso conduz a
precipitacdo deste complexo. As tanases flngicas, além de conseguirem escapar do efeito
inibitério desses taninos hidrolisaveis, ainda clivam tais taninos em produtos inertes, glicose
e acido galico, e isto sugere que a glicosilacao proteja a cadeia polipeptidica, tornando-a
menos acessivel aos efeitos de precipitacdo dos taninos e ainda direcione o substrato ao
centro ativo da enzima para possibilitar a quebra desse em seus respectivos componentes,

glicose e acido galico (Lekha e Lonsane, 1997).

Tabela 12. Determinacédo do conteudo de carboidratos e da massa molar das tanases intra

e extracelulares purificadas, produzidas por A. phoenicis.

Conteudo de M.M. M.M.
Tanase
carboidratos (%) (filtrac&o) (SDS-PAGE)
Extracelular 65,1 + 3,31 218,8 213,5(120,2 + 93,3)
Intracelular 43,2 + 3,57 154,9 159,2 (85,1 + 74,1)
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4.3.2 Influéncia da temperatura e do pH sobre a atividade tanasica

A temperatura e o pH 6timos aparentes de atividade foram testados para todos os
extratos brutos e também para as enzimas intra e extra purificadas.

No caso dos extratos brutos, para todas as formas enzimaticas foram obtidas duas
temperaturas Otimas aparentes de atividade, sendo de 40°C e 60°C para a enzima
extracelular da FSbm, de 40°C e 65°C para a enzima intracelular (Figura 23A) e de 45°C e
65°C para a tanase extracelular da FSS (Figura 23C).

O fato de todas as formas apresentarem duas temperaturas 6timas sugere uma
possivel existéncia de duas isoformas enziméticas, uma atuando melhor em baixa
temperatura (por volta de 40°C) e uma outra em temperatura mais elevada (por volta de
60°C). Porém, para confirmar essa hip6tese foram realizados experimentos com as
enzimas intra e extracelulares purificadas resultando em uma Unica temperatura 6tima de
atividade, que foi 60°C para ambas as formas, 0 que sugere que apenas uma das
isoformas tenha sido purificada enquanto que a outra foi perdida durante os processos de
purificacéo (Figura 24).

Enzimas capazes de atuar em elevadas temperaturas séo preferidas para
aplicacdes industriais como, por exemplo, as tanases de A. phoenicis. Porém, aumento de
temperatura para além do valor ideal causou uma diminui¢cdo na velocidade catalitica das
tanases.

Quando a temperatura aumenta resulta em uma maior energia cinética das
moléculas e, portanto, maior nUmero de choques entre a tanase e o seu substrato, o &cido
tanico resultando em uma maior atividade. Porém, além do nivel 6timo de temperatura, a
energia das moléculas aumenta ainda mais e quando a energia quimica potencial aumenta
muito, algumas das ligagdes fracas que determinam a forma tridimensional das proteinas
ativas quebram levando a desnaturacdo térmica da enzima causando sua inativacao.
Temperaturas acima do valor 6timo também afetam o estado de ionizacéo da proteina e a
solubilidade das espécies em solucdo, o que resulta em uma menor atividade da enzima

(Lehninger et al., 2006, Mukherjee e Banerjee, 2006).
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O pH o6timo de atividade ficou estabelecido na faixa de 5,0 a 6,0 para ambas as
enzimas extra e intracelular (Figura 23), sendo que ndo houve alteracao do pH 6timo para
as enzimas purificadas (dados ndo mostrados).

As enzimas foram ativas em pH &cidos e a atividade diminuiu quando o pH
aproximou-se da faixa alcalina. Qualquer alteracdo no pH afeta a estrutura da proteina e
um declinio na atividade da enzima além do pH 6timo pode ser devido a inativacao
enzimatica ou a sua instabilidade. Poderia ser inferido a partir dos resultados que a tanase
de A. phoenicis precisa de um ambiente acido para ser ativa, pois, tanases fungicas, em
geral, sdo proteinas acidas (Mahapatra et al., 2005). O efeito do pH sobre a atividade da
enzima € determinado pela natureza dos aminoacidos no sitio ativo, que sofrem
protonacao e desprotonacao e as mudancas conformacionais induzidas pela ionizacdo dos
aminoacidos. As enzimas sao muito sensiveis as mudancgas no pH e funcionam melhor em
um pH 6timo definido (Sabu et al., 2005).

Tais dados estdo em acordo com o observado para outras tanases ja descritas com
otimos de temperatura variando entre 50°C e 60°C como as enzimas de A. niger PKL104
(Lekha e Lonsane, 1994), A. flavus (Yamada et al., 1968), A. niger van Tieghem (Sharma et
al., 1999) e Paecilomyces variotii (Mahendran et al., 2006), e pH entre 5,0 e 6,0 (Aoki et al.,
1976; Rajkumar e Nandy, 1983; Lekha e Lonsane, 1994; Pinto, 2003; Batra e Saxena,
2005; Mahapatra et al., 2005; Mahendran et al., 2006 e Costa et al., 2008). Entretanto,
outras tanases foram descritas apresentando temperaturas 6timas inferiores tais como
35°C para a enzima de A. niger (Barthomeuf et al., 1994) e 30°C para a tanase de
Aspergillus tamarii (Costa et al., 2008). E temperaturas 6timas menores que 40°C também
foram notificadas para Aspergillus caespitosus, Penicillium charlesii, Penicillium crustosum
e Penicillium restrictum (Batra and Saxena, 2005), A. oryzae (libuchi et al., 1968 apud Pinto

et al., 2005, p. 449) e P. chrysogenum (Rajakumar Nandy e 1983).

84



Resultados e Discussao

105 T T T T

= A ] o1 B -~
< 100 S / ) 3
e i S i
E 95 - \ }\ g 807 . \}
[ ) © s N
g i\{ \} i e i/ \} i
‘n 90 4 [ _
é | § 60 / \
;q;) 85 - % | 8 a 4
g / %\i 247 / \
é 80 [~ "~ \ } ) -‘-5 s
\E T E 20 } -
75 —
70 T T T T T T 0 T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Temperatura (°C) pH
T T T T T T T T T 120 : T T T T
w{ C b - D
/ E\K | .
g - -
E 80 / E - 1 9\; 80 - ¥ H\E\
[ Qo -
g e - g ]
8 o
3

; £ = \
Z i 2 LN i

204 < o %‘i

T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 -20 T T T T T T

Temperatura (°C)

Figura 23. Temperatura Otima aparente (A, C) e pH o6timo aparente (B, D) para as

atividades tanasicas dos extratos brutos extracelular (m) e intracelular (e), produzidos em

FSbm (A e B) e em FSS (C e D).

T T T
100
S 80+
©
=
=
1] 60 -
©
oy
©
Q
[7)] -
a 40
c
S
8
©
3 20 1
5]
i)
=
< 04

T T T T T T T
40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 24. Temperatura Otima aparente para atividade das tanases extracelular (m) e

intracelular (e) purificadas, obtidas em FSbm.

85

11



Resultados e Discusséo

As tanases extra e intracelular purificadas, assim como, a tanase extracelular da
FSS foram testadas quanto a estabilidade a temperatura e ao pH.

A forma extracelular obtida em meio liquido manteve-se estavel por até 1 hora nas
temperaturas de 40°C e 50°C, com Tso de aproximadamente 20 e 5 minutos nas
temperaturas de 60°C e 70°C, respectivamente (Figura 25A). Ja a forma intracelular foi
estavel por até 1 hora em 40°C e 50°C, com Ts, de aproximadamente 55 e 9 min a 60°C e
70°C, respectivamente (Figura 25C). A tanase extracelular produzida em FSS foi ainda
mais estavel que as demais, mantendo sua atividade constante por até 1 hora de 40°C a
60°C, com Ts, de aproximadamente 23 min a 70°C (Figura 25E).

Adicionalmente as tanases produzidas por A. phoenicis foram mais estaveis em pHs
acidos. A medida que os valores de pH foram aumentando, as atividades diminuiram,
chegando a 30%, 27% e 16% no pH 10,0, apds 60 min, para as formas extra e intracelular
da FSbm e extracelular da FSS, respectivamente (Figura 25).

Os resultados obtidos estdo em acordo com os dados ja descritos no que diz
respeito as faixas de temperatura e pH em que as tanases sdo estaveis. Com relacdo a
termoestabilidade das tanases, esta ocorre basicamente entre 10°C e 45°C (Rajkumar e
Nandy, 1983; Barthomeuf et al., 1994; Lekha e Lonsane, 1994; Sharma et al., 1999; Pinto
et al., 2003; Costa et al., 2008). Ja a tanase purificada de P. variotii foi estavel em uma
faixa de temperatura de 20 a 55°C (Battestin e Macedo, 2007) e as tanases de A. niger
(Yamada et al., 1968) e A. fumigatus (Batra e Saxena, 2005) foram estaveis a 60°C. No
entanto, as tanases produzidas por A. phoenicis apresentaram desempenho superior.

Esta propriedade pode estar associada a glicosilagdo das tanases, atuando como
uma protecao a proteina (Lekha e Lonsane, 1997).

A estabilidade ao pH para a tanase de outros fungos ocorre em faixas bem mais
estreitas (5,0 a 5,5; 4,5a6,0 e 4,5 a5,0) para A. flavus IFO 5839 (Yamada et al., 1968), P.
chrysogenum (Rajkumar e Nandy, 1983) e Bacillus cereus KBR9 (Mondal et al., 2001),
respectivamente, diferindo do observado para as tanases de A. phoenicis, as quais
permaneceram estaveis em uma ampla faixa de pH. As caracteristicas aqui descritas para
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as tanases produzidas por A. phoenicis sdo extremamente atrativas para o emprego
industrial destas enzimas. Aguilar e Gutiérrez-Sanchez (2001) também descreveram que
as tanases produzidas por FSS sao mais estaveis a variacdes na temperatura e no pH, o
gue faz com que este método de cultivo seja mais interessante economicamente para a

producéo de tanases.
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4.3.3 Efeito de diferentes sais e outros compostos na atividade tanasica

Estudar a ativacdo e inibicdo da tanase é importante, pois, ira gerar informactes
sobre a estrutura geral da enzima e seu sitio ativo, que podem ser utilizadas para encontrar
aplicacdes especiais para esta enzima (Mata-Gomez et al., 2009).

Mais de 75% das enzimas requerem ions metalicos para expressar sua maxima
capacidade catalitica. Esta ativacdo de reacdes enzimaticas por ions metalicos €, portanto,
importante industrialmente, a fim de alcancar a eficiéncia catalitica total. Em baixas
concentracdes, alguns metais atuam como cofatores enzimaticos aumentando a atividade,
mas em altas concentracbes, o efeito é inibitério (Mukherjee e Banerjee, 2006; Mata-
Gomez et al., 2009).

Inicialmente, considerando-se a influéncia dos diferentes ions, nenhuma das formas
enzimaticas apresentou uma grande ativacdo na presenca dos ions testados. Porém, as
tanases de A. phoenicis mantiveram sua atividade na presenca de Ag* e Hg*, dado este
que merece destaque, pois os ions Ag* e Hg®" funcionam, em geral, como potentes
inibidores da atividade enzimatica (Tabela 13). Os ions prata e mercurio reagem com 0s
grupos tidis das proteinas (Pessoa Junior e Kilikian, 2005).
quase todos os ions testados, exceto para Al**, Fe?*, Ba** e Co®', que foram potentes
inibidores da atividade tanasica, chegando a uma reducdo de 84% na presenca de Co*".
Para a forma extracelular foi observada uma maior inibicdo da atividade na ordem de 48-
69% na presenca de Al**, Fe** e Co®* (Tabela 13).

A inibicdo de tanases fungicas por ions metalicos é bastante comum e pode estar
relacionada a sua ligacao em sitio ndo-especifico ou a agregacao da enzima (Costa, 2007).
Sais de metais pesados tém sido relatados inibidores da atividade enzimatica, por serem
capazes de precipitar moléculas de proteinas. Eles também podem causar uma reducao da
atividade catalisadora, provavelmente devido & desnaturagdo parcial da enzima na
presenca do excesso de radicais livres no extrato enzimético (Valee e Ulmer, 1972, Tunga

et al., 1999).
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O efeito de ions metalicos na tanase purificada de outros fungos também foi
relatado. A atividade tanasica de P. chrysogenum foi inibida por Cu?* (53%), Zn* e Fe*
(45%), Mn%* (22%) e Mg®* (17%) (Rajakumar e Nandy, 1983). Ja tanase de A. niger ATCC
16620 foi inibida por Zn%*, Mn?*, Cu?*, Ca®*, Mg*" e Fe?, e apenas K" foi capaz de ativar a
enzima (Sabu et al., 2005). Barthomeuf et al. (1994) descreveram que sais como ZnCly,
FeCl; e CuSO, sao inibidores da atividade tanasica enquanto que 1,0mM dos sais MgCly,
HgCl,, NaBr e Na,S,0; ativaram a enzima de A. niger. Tais dados condizem com o
observado para tanases de A. phoenicis quanto a inibicdo e no caso dos jons Hg?*, Na** e
Mg?, estes ndo foram capazes de ativar as enzimas de A. phoenicis, porém elas
mantiveram sua atividade constante na presenca destes aditivos. Também, a tanase de A.
niger GH1 foi drasticamente inibida por Fe**, enquanto que Cu®* e Zn* causaram apenas
um leve efeito inibitério. Ao mesmo tempo, Co* foi capaz de aumentar a atividade da
enzima (Mata-Gomez et al., 2009). Mukherjee e Banerjee (2006) relataram que o Unico
estimulador da tanase de Rhizopus oryzae e Aspergillus foetidus foi o Mg?*, sendo a
enzima inibida principalmente por Hg?* seguido por Fe**, Zn**, Ba**, Mn**, Ca** e Cu**. E
para a tanase obtida por A. niger MTCC 2425 foi observada uma maior inibicdo por Ca**
(Bhardwaj et al., 2003).

Kasieczka-Burnecka et al. (2007) também estudaram o efeito de ions metalicos em
tanase de Verticillium sp. e descobriram que a adicdo de fons metélicos como Zn?*, Cu?,
K*, cd*, Ag*, Fe*, Mn?", Co®, Hg**, Pb*, e Sn* inibiu a atividade da enzima.

Outros compostos quimicos importantes que podem influenciar a atividade tanasica
séo os surfactantes, quelantes, desnaturantes, inibidores e solventes organicos.

Quando verificada a influéncia de tais compostos adicionados a reacdo enzimatica,
nenhuma das atividades enzimaticas sofreu grandes variagfes, apenas pequenas inibicdes
em relacdo ao controle, exceto na presenca de 3-mercaptoetanol, o qual inativou a enzima.
Essas caracteristicas fazem das tanases de A. phoenicis atrativas para possiveis

aplicacdes industriais.

90



Resultados e Discusséo

Estudos de inibicao principalmente fornecem uma idéia sobre a natureza da enzima
ativa e os seus cofatores requisitados (Battestin e Macedo, 2007). A atividade tanasica foi
completamente inibida por B-mercaptoetanol 1mM (Tabela 14), o que condiz com o
observado na literatura para tanases de A. niger (Aguilar e Gutiérrez Sanchez, 2001), P.
variotii (Battestin e Macedo, 2007), Rhizopus oryzae e A. foetidus (Mukherjee e Banerjee,
2006) que foram inativadas por B-mercaptoetanol. A inibicdo da atividade enzimatica por -
mercaptoetanol sugere a existéncia de pontes dissulfeto entre as subunidades da enzima,
as quais sao reduzidas, levando a separacdo das mesmas e, consequentemente, a
inativacéo.

Avaliando o efeito do desnaturante, pode-se observar que em ambos 0s casos a
tanase nao sofreu desnaturacdo pela uréia (Tabela 14), tais dados condizem com o
descrito por Mahapatra et al. (2005) para tanase de A. awamori, onde somente em
concentracdes mais elevadas (6-8M) a uréia foi capaz de desnaturar a enzima por causar
uma mudanca conformacional na sua estrutura tercidria, 0 que nao ocorreu em
concentracdes menores (1-5M). Também, Mukherjee e Banerjee (2006) verificaram que
apenas em altas concentracfes a uréia causou um efeito inibitério sobre a atividade da
enzima.

Os solventes organicos penetram o glébulo de proteina causando desnaturacao por
interferéncia nas zonas hidrof6bicas internas, importantes na manuten¢éao da conformacéao
da molécula. Também, a adi¢céo de solventes reduz a constante dielétrica do meio que leva
a imobilizacdo das moléculas de agua pela hidratacdo do grupo polar (hidroxila) do
solvente organico, com o deslocamento das moléculas de agua das zonas hidrofilicas e
reducdo da camada de hidratacdo e da solubilidade. Ainda, resulta em maior
disponibilidade de cargas superficiais da proteina para interacao eletrostatica com outras
proteinas, o que pode levar a agregacéo e precipitacao (Pessoa Junior e Kilikian, 2005).

Informacdes sobre o efeito de solventes organicos na atividade enzimética € muito
limitada. No presente estudo, o efeito de diferentes solventes (1%) foi testado, sendo que
nenhum foi capaz de causar grandes alteracdes na atividade tanasica, apenas pequenas
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inibicGes em relacdo ao controle (Tabela 14). Contudo, Chhokar et al. (2009) mostraram
gue a tanase produzida por A. awamori MT9299 teve sua atividade completamente inibida
na presenca de alcool isoamilico, cloroférmio, alcool isopropilico e etanol.

Para a tanase intracelular deve-se considerar, também, a grande inibicdo causada
por EDTA, na presenca do qual a atividade foi 47% menor que o controle (Tabela 14).
Estes dados estédo de acordo com o apresentado por Kar et al. (2003) e Battestin e Macedo
(2007) que mostraram que 1mM de EDTA inibiu a atividade enzimatica de Rhizopus oryzae
e P. variotii, repectivamente. As tanases de A. niger (Barthomeuf et al., 1994) e de A.
oryzae (libuchi et al., 1968 apud Mukherjee e Banerjee, 2006, p. 211) também foram
inativadas por este quelante. Porém, nenhuma inibicdo por EDTA foi observada no caso da
tanase de A. flavus (Yamada et al., 1968).

O EDTA acido etilenodiamino tetra-acético € um composto organico que age como
agente quelante, formando complexos muito estaveis com diversos ions metalicos. Entre
eles estdo magnésio, calcio, manganés, ferro(ll), ferro(lll), zinco, cobalto, cobre(ll), chumbo
e niquel (Holleman, 2007). A queda detectada na presenca de EDTA pode ser devido a sua
influéncia sobre a area interfacial entre o substrato e a enzima, pois pode se complexar
com ions presentes no sitio ativo e prejudicar interacao desta enzima com o substrato
(Lopes et al., 2002; Jinwal et al., 2003).

Surfactantes desempenham um papel importante na atividade catalitica de enzimas
e o0 grau de estimulacdo por surfactantes varia para as diversas enzimas (Kim et al., 1995).
Os surfactantes aniénicos como SDS e néo iénicos como Triton X-100, Tween 80 e Tween
20 podem induzir mudancas na prépria enzima, resultando em uma mudanca na sua
atividade catalitica (Peek et al., 1992). Tween 80 é predominantemente um composto de
acido oléico (70%) e Tween 20 de acido laurico. Devido a predominancia de acido oléico e
acido laurico em Tween 80 e Tween 20, respectivamente, eles podem causar uma
diminuicdo na atividade enzimatica. Esta inibicdo pode ser o resultado do efeito combinado

de fatores como a redugdo das interacdes hidrofébicas que desempenham um papel
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fundamental na manutencéo da estrutura terciaria e as interacdes diretas com a molécula
de proteina (Kar et al., 2003).

Surpreendentemente, as tanases de A. phoenicis mostraram boa estabilidade em
todos os detergentes testados (Tabela 14), assim como as de A. niger GH1 (Mata-Gomez
et al., 2009).

Jéa as tanases de P. variotii tiveram sua atividade diminuida na presenca de Tween
80, Tween 20 e Triton X-100 em baixas concentracdes (Battestin e Macedo, 2007). Da
mesma forma, Kar et al. (2003) mostraram que SDS, Tween 60 e Triton X-100 inibiram a
atividade enzimatica de Aspergillus aculeatus. Tween 80, Triton X-100 e SDS, nas
concentracdes de 0,1-1%, também, causaram inibicdo da atividade enzimatica de Rhizopus
oryzae e Aspergillus foetidus (Mukherjee e Banerjee, 2006). Belmares et al. (2004),
descreveram que a maioria das tanases fungicas sao total, ou parcialmente inibidas por
estes surfactantes.

Adicionalmente, as tanases de A. phoenicis foram testadas quanto a estabiladade a
alguns solventes (metanol, etanol e isopropanol) e detergentes (Triton X-100 e Tween 80),
sendo que para isso as enzimas foram incubadas com estes compostos em diferentes
tempos de Oh a 5h, nas concentracdes de 1% para solventes e 0,01% para detergentes. As
tanases mantiveram-se estaveis para todos os compostos testados, sendo que apos 5h as
atividades residuais para a enzima extra foram 81%, 83%, 94%, 98% e 78%,
respectivamente para metanol, etanol, isopropanol, Triton X-100 e Tween 80. Ao passo que
a tanase intracelular apresentou até mesmo um aumento na atividade, quando comparada
ao controle sem a presenca destes aditivos. Sendo estas atividades equivalentes a 95%,
105%, 111%, 109% e 95%, respectivamente para metanol, etanol, isopropanol, Triton X-

100 e Tween 80, apos 5h de incubacao (dados ndo mostrados).
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Tabela 13. Efeito de ions metdlicos na atividade tanasica intra e extracelular do fungo

Aspergillus phoenicis.

Compostos Atividade relativa (%)
(AmM) Extracelular Intracelular
Controle 100 100
AlCl3 31+531 59+ 9,71
AgNO; 86 + 7,60 95+ 7,49
BaCl, 73+4,57 59 + 3,56
CoCl, 52 + 3,45 16 + 5,73
CacCl, 78 £ 8,09 792,44
CuCl, 86 + 6,33 75+ 2,59
Fex(S04)3 52 + 2,05 50+ 1,85
FeCl; 84 +4,12 877,73
HgCl, 97 £12,73 842,12
KH,PO, 102 £ 1,85 97 £ 8,61
KCl 102 £ 5,98 90 + 7,54
MgCl, 70 £ 6,75 87 £ 3,22
MnCl, 102 £ 9,47 91 +4,95
NaCl 100 + 9,80 94 +5,42
NH,4CI 98 + 4,89 88 + 3,08
Zn(NO3), 84 + 3,74 78 £ 4,45
ZnCl, 97 +£2,91 96 + 1,87
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Tabela 14. Efeito de compostos quimicos na atividade tanasica intra e extracelular do

fungo Aspergillus phoenicis.

Atividade relativa (%)

Compostos

Extracelular Intracelular
Controle 100 100
EDTA (ImM) 70+ 2,59 53 + 3,65
Metanol (1%) 95+ 0,97 85+ 4,13
Acetonitrila (1%) 85+ 1,86 85+ 6,83
Etanol (1%) 85 + 2,34 80 + 4,97
Acetona (1%) 95+ 5,57 85+2,13
Isopropanol (1%) 85+ 0,83 85 + 5,07
Butanol (1%) 75+ 3,11 85+ 3,91
Glicerol (1%) 70 + 4,02 95 + 1,14
SDS (0,01%) 90 + 2,73 85+ 4,17
Tween-20 (0,01%) 90+ 1,29 90 + 5,36
Triton X-100 (0,01%) 95+ 1,54 105 + 3,02
Tween-80 (0,01%) 95+ 2,95 90 + 3,74
H,O, (ImM) 95 + 4,46 85+ 1,95
B-mercaptoetanol (ImM) 0+ 0,00 0+ 0,00
Uréia (ImM) 95+ 3,49 85+ 1,67
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4.3.4 Influéncia de glicose e acido galico na atividade tanasica

Inibidores competitivos séo substancias, geralmente estruturalmente relacionados
com o substrato, que sdo capazes de combinar com a enzima no mesmo local que o
substrato, competindo com ele. Inibidor e substrato, portanto, competem pelo mesmo local
formando complexos enzima-substrato (ES) e enzima-inibidor (El), respectivamente. Estes
complexos desfavoraveis (El) afetam grandemente a atividade tanasica (El-Fouly et al.,
2010).

Para verificar a possivel existéncia de inibicdo pelos produtros de hidrélise glicose e
acido galico, diferentes concentracfes destes compostos foram adicionadas a mistura de
reacdo enzimatica.

Ambas as formas ndo apresentaram inibicdo por glicose, sendo que a atividade
tanasica foi mantida constante em todas as concentragfes testadas (Figura 26). O fato das
tanases de A. phoenicis ndo serem inibidas por glicose em elevadas concentracdes faz
destas enzimas interessantes para uma possivel aplicacdo industrial.

Ja o acido galico pode ser considerado um inibidor para as tanases de A. phoenicis,
sendo que a tanase intracelular apresentou uma atividade residual de 18% na presenca de
10mM deste composto, enquanto que a enzima extracelular foi totalmente inibida a partir
de 2mM de &cido galico (Figura 27).

Poucos estudos de inibicdo por glicose foram relatados para tanases, porém, o
acido galico, assim como outros compostos tem sido descritos como inibidores da atividade
tanasica.

libuchi et al. (1972) relataram que o sitio de ligacao da tanase pode ser capaz de
reagir com qualquer grupo hidroxila fendlico, sendo que a tanase de A. oryzae foi inibida
competitivamente por substratos analogos como n-propil galato e isoamil galato, que tem
grupos hidroxilas fendlicos. Pirogalol e acido galico, também, foram descritos como
inibidores competitivos para tanase produzida por A. niger (Parmentier e Verbruggen,

1973).
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Kar et al. (1999) e Kar e Banerjee (2000) verificaram que o acido galico atua como
inibidor competitivo para a tanase, sendo que este composto também causou inibicdo na

tanase de A. niger AUMC 4301 (El-Fouly et al., 2010).
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Figura 26. Influéncia da glicose na atividade tanasica extracelular (ll) e intracelular (EZ).
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Figura 27. Influéncia do acido gélico na atividade tanasica extracelular (ll) e intracelular
(E39).
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4.3.5 Estabilidade das tanases frente a diferentes solventes organicos

A estabilidade das tanases na presenca de solventes organicos € de grande
interesse, uma vez que séo nessas condi¢cdes que se realizam as reacdes de esterificacao
(Pinto et al., 2005). Fatores como polaridade, hidrofobicidade e tamanho da cadeia
carbbnica do solvente devem ser levados em consideracdo, pois se tratam de
caracteristicas envolvidas nesse processo (Lépez et al., 2004). Sendo assim, a estabilidade
das enzimas extra e intracelulares frente a alguns solventes como, metanol, etanol,
acetona, isopropanol, butanol e glicerol, foi analisada.

Para a tanase extracelular, a atividade foi aumentada cerca de 39% na presenca de
butanol no periodo de 4 horas e somente a acetona desnaturou ou precipitou a enzima
(Figura 28A). Ja para a enzima intracelular, o butanol promoveu um aumento sucessivo na
atividade e a acetona também levou a uma desnaturacdo ou precipitacdo da enzima. Para
os demais solventes testados as atividades foram reduzidas, especialmente com o metanol
e etanol (Figura 28B). Estes resultados estdo de acordo com o observado por Chhokar et
al. (2009) para as tanases de A. awamori MT9299, onde o butanol e o benzeno
aumentaram a atividade da enzima. No entanto, a adicdo de alguns solventes como o
acido acético, &lcool isoamilico, cloroférmio, &lcool isopropilico e etanol inibiram
completamente a atividade enzimatica (Chhokar et al., 2009)

Varios solventes organicos tais como isopropanol, alcool isoamilico, benzeno,
metanol, etanol, tolueno e glicerol também inibiram a atividade da tanase de Aspergillus

heteromorphus MTCC 8818 (Chhokar et al., 2010).
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Figura 28. Estabilidade das tanases extracelular (A) e intraceluar (B) frente a diferentes

solventes organicos em funcao do tempo de incubacao.

4.3.6 Atividades hidroliticas das tanases sobre o0 acido tanico e o metil galato

Como pode ser observado na figura 29, ambos os substratos foram hidrolizados
pelas enzimas intra e extracelulares produzidas por A. phoenicis. Ambas as formas
hidrolizaram preferencialmente o metil galato. Quando analisada a hidrélise da mistura de
ambos 0s substratos, valores intermediarios ao das hidrélises dos substratos separados
foram obtidos. Tal fato sugere a existéncia de um mesmo sitio catalitico para a hidrolise
tanto do &cido tanico como do metil galato. Caso tais catalises ocorressem em sitios
diferentes, os valores de atividade tanasica obtidos para a mistura deveriam ser maiores,
correspondendo aproximadamente aos valores hipotéticos obtidos pela soma das
hidrélises em separado.

O &cido tanico é um substrato de origem natural enquanto o metil galato deve ser
processado sinteticamente. Yamada et al. (1968) descreveram que o &cido tanico € o
melhor substrato para a atividade tanasica se comparado ao metil galato e outros
substratos, sendo estes menos reativos. Tal fato ndo condiz ao observado para as tanases
de A. phoenicis, que hidrolizaram preferencialmente o metil galato. Isso pode ser explicado

pelo fato de que as tanases apresentam maior atividade esterasica do que depsidasica,
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hidrolizando melhor o metil galato, pois este possui apenas ligacdo éster, enquanto que o
acido tanico possui ligacdes éster e depsidica.

Bhardwaj et al. (2003) também investigaram as atividades esterasica e depsidasica
das tanases | e Il de Aspergillus niger MTCC 2425, sendo que a tanase | apresentou 52%
de atividade esterasica e 48% de atividade depsidasica e a tanase |l teve 46% de atividade
esterasica e 54% de atividade depsidasica.

Tanases de outros microrganismos foram testadas quanto a eficiéncia na hidrolise
do metil galato e do acido tanico, entre eles Selenomonas ruminantium (Skene e Brooker,
1995), A. tamarii (Costa et al., 2007), Cryphonectria parasitica (Farias et al., 1994), P.
chrysogenum (Rajakumar e Nandy, 1983), A. flavus (Yamada et al., 1968) e A. niger GH1

(Mata-Gémez et al., 2009), A. oryzae (Chang et al., 2006) e Penicillium variable (Sharma et

al., 2008).
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Figura 29. Determinacdo da hidrélise dos substratos metil galato (®), acido tanico (A) e
metil galato: acido tanico (1:1; v/v) (W), em diferentes tempos de reacdo, pelas tanases
extracelular (A) e intracelular (B) produzidas por Aspergillus phoenicis.
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4.3.7 Parametros cinéticos

As propriedades cinéticas das tanases intra e extracelulares purificadas foram
investigadas utilizando os substratos metil galato, &cido tanico e propil galato, e
determinadas pela representacdo grafica do duplo reciproco (Figura 30). Como mostrado
na tabela 15, para as enzimas extra e intracelular, os maiores valores de K, foram obtidos
na presenca de metil galato (14,30mM) e de acido tanico (1,39mM), como substrato,
respectivamente, mostrando uma menor afinidade por estes substratos se comparados aos
valores obtidos para o propil galato, que foram menores.

Porém, quando analisada a Vmnx € a razao Vy./Kn de ambas as formas
enzimaticas, a enzima extra apresentou melhores valores para o metil galato e a enzima
intracelular para o &cido tanico. Para a tanase intracelular a razdo Vm./Km para o écido
tanico € quase quatro vezes maior do que para o propil galato e 2,6 vezes do que para
metil galato. Ja no caso da enzima extra a razao Vn./Kn para o metil galato é 1,3 vezes
maior do que para o acido tanico e 2,2 vezes do que para o propil galato (Tabela 15).

Os valores de Vnax Observados para as tanases extra e intracelular neste trabalho
utilizando o &cido tanico foram muito maiores que o encontrado para tanase de P. variotii
(Battestin e Macedo, 2007).

Os valores de K, da tanase extracelular para o metil galato (14,3mM) e acido tanico
(2,67mM) foram muito semelhantes aos obtidos para tanase de A. oryzae, (Chang et al.,
2006), sendo estes 14,97mM e 1,37mM para o metil galato e acido tanico,
respectivamente. Porém, para o propil galato o valor de K, foi 12,13 vezes maior para a
tanase de A. oryzae. No entanto, a tanase de P. variable apresentou valores de K, mais
elevados, sendo 32mM para o &cido tanico, 14mM para o metil galato e 12mM para o propil
galato (Sharma et al., 2008).

Bhardwaj et al. (2003) também relataram valores de K, para estes trés substratos
para tanase de A. niger MTCC 2425 que foram de 2,8 x 10 M (&cido tanico), 9,5 x 10™* M

(metil galato) e 20,5 x 10 M (propil galato).
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Portanto, as tanases de A. phoenicis apresentaram afinidades maiores do que as de
P. variable para todos os substratos e também afinidades maiores do que a enzima de A.
niger MTCC 2425 para o propil galato.

Outros valores de K, ja foram descritos para tanases de outros microrganismos
utilizando como substrato o metil galato, entre eles S. ruminantium (Skene e Brooker,
1995), A. tamarii (Costa et al.,, 2007) e C. parasitica (Farias et al., 1994). Quando o
substrato utilizado foi o acido tanico, diferentes valores de K, foram encontrados para
tanases de C. parasitica (Farias et al., 1994), P. chrysogenum (Rajakumar e Nandy, 1983),
A. flavus (Yamada et al., 1968) e A. niger GH1 (Mata-Gomez et al., 2009), sendo estes

valores de 0,94mM, 0,48 x 10 M, 0,5 x 10* M e 2,3 x 10° M, respectivamente.
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Figura 30. Representacdo gréafica de duplo reciproco para determinacao do K, € da Vpyax
para as tanases purificadas extracelular (A, C e E) e intracelular (B, D e F) para os

substratos &cido tanico (A e B), metil galato (C e D) e propil galato (E e F).
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Tabela 15. Parametros cinéticos para as tanases extra e intracelular produzidas por A.

phoenicis.
Tanase Substrato Km (MM) Vinax (U/Img@) VinadKm
(Umg™'mM™)

Extracelular
Acido tanico 1,67+1,17 10,99+9,91 6,58
Metil galato 14,30+4,03 125,00+0,00 8,74
Propil galato 0,60+0,16 2,38+0,69 3,97

Intracelular
Acido tanico 1,39+0,10 76,92+17,18 55,34
Metil galato 1,25+0,27 26,32+4,18 21,06
Propil galato 0,78+0,08 10,75+7,45 13,78

4.3.8 Andlise dos produtos de hidrolise do &cido tanico e do metil galato

A andlise qualitativa dos produtos de hidrélise do acido tanico e do metil galato, por
cromatografia de camada delgada (TLC), obtidos durante a reacdo enzimatica pela acao da
tanase extracelular (Figura 31) e intracelular (Figura 32) mostra que o produto formado, ou
seja, o0 acido galico, aumenta em funcéo do tempo da reacéo.

O mesmo método foi utilizado para a identificacdo do acido gélico formado apés 3
horas de incubacédo do acido tanico com a tanase produzida por A. tamarii, obtendo-se os
mesmos resultados (Costa et al., 2008). Uma das principais razbes para se estudar os
fungos produtores de tanases € 0 seu uso em potencial no processo de producédo de acido
galico (Hadi et al., 1994), uma vez que tal composto é muito apreciado na industria
farmacéutica servindo como precursor de farmacos e nas industrias alimenticia e quimica,
sendo utilizado para sintese de propil galato (antioxidante), pirogalol (conservante) e
resinas semicondutoras (Lekha e Lonsane, 1997). Como é conhecido, além de &acido
gélico, a glicose também € um produto e hidrélise desta reagdo. Contudo, esta ndo é

detectada pela metodologia utilizada e os respectivos “spots” ndo podem ser visualizados.
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Figura 31. Perfil cromatografico em camada delgada (TLC) do acido galico formado a partir
da hidrdlise do acido tanico (A) e do metil galato (B), pela tanase extracelular, obtido em
diferentes tempos de reacgdo. Raias: (1) &cido tanico (A) e metil galato (B); (2) acido gélico;
(3) reacédo de 1 minutos; (4) reacdo de 10 minutos; (5) reacdo de 30 minutos; (6) reacéo de

1 hora; (7) reacéo de 2 horas; (8) reacéo de 4 horas; (9) controle negativo.
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Figura 32. Perfil cromatografico em camada delgada (TLC) do acido galico formado a partir
da hidrélise do &cido tanico (A) e do metil galato (B), pela tanase intracelular, obtido em
diferentes tempos de reacao. Raias: Em (A) (1) acido tanico; (2) acido gélico; (3) reacao de
1 minuto; (4) reacdo de 10 minutos; (5) reacdo de 30 minutos; (6) reacdo de 1 hora; (7)
reacdo de 2 horas (8) reacéo de 4 horas; (9) controle negativo. Em (B) (1) metil galato; (2)
acido galico; (3) reacdo de 1 minuto; (4) reacédo de 2 minutos; (5) reacdo de 4 minutos; (6)
reacdo de 6 minutos; (7) reacdo de 8 minutos (8) reacdo de 10 minutos; (9) reacéo de 30

minutos.
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4.3.9 Analise qualitativa da hidrolise do acido tanico e sintese de propil galato
De forma similar a outras esterases, a tanase em meio aquoso catalisa
predominantemente reac¢des hidroliticas. Entretanto, em meios organicos com teores
reduzidos ou nulos de agua as reacdes de esterificacdo passam a ser predominantes

(Tewari et al., 1996) para o equilibrio entre o acido galico e o propil galato (Figura 33).

Meio aquoso

Propilgalato + Agua Acido galico + Propanol-1

"‘

Meio orgénico
Figura 33. Conversdo de propil galato em &cido galico pela tanase em funcdo do meio

reacional (Pinto et al., 2005).

Nos ultimos anos, 0 uso de meios nao-convencionais em biocatalise industrial tem
crescido consideravelmente por suas potenciais aplicacdes em quimica fina, agroquimica,
perfumarias e industria farmacéutica (Yu e Li, 2006).

De uma perspectiva biotecnoldgica ha muitas vantagens em empregar enzimas em
meio organico em oposicdo ao meio aquoso (Carrea e Riva, 2000). Algumas delas incluem
uma maior solubilidade do substrato, a capacidade de usar enzimas sinteticamente em vez
de degradativamente e a capacidade de modificar a seletividade nativa simplesmente
adaptando o meio de reagdo ao invés da enzima em si (Yu et al., 2004).

Neste contexto, as tanases purificadas de A. phoenicis foram testadas quanto a sua
capacidade de sintese de propil galato pela transesterificacdo do acido galico, utilizando
como meio organico de reacdo o 1-propanol em baixas condi¢cdes aquosas.

O produto foi monitorado por TLC e foi possivel observar que as tanases de A.
phoenicis foram capazes de sintetizar o propil galato em meio organico a partir do acido
tanico, ou seja, as tanases hidrolisaram o acido tanico (banda inferior) produzindo a glicose
(ndo mostrada) e o acido galico (banda mediana), o qual foi esterificado pela tanase na
presenca de 1-propanol produzindo o propil galato (banda superior), sendo que este

produto aumentou com o tempo de reacao (Figuras 34A e 34B).
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Tanino acil hidrolase sé@o esterases capazes de hidrolisar as ligacdes éster e
depsidica de substratos como acido tanico, metil galato e acido m-digalico em meio aquoso
e sintetizar ésteres de acido galico com uma variedade de alcoois e dibis em meio organico
(Weetall, 1985; Lekha e Lonsanne, 1997). O propil galato € um éster de acido galico muito
importante e amplamente usado como um aditivo de alimentos, uma vez que age como um
antioxidante, também ¢é utilizado em cosméticos, produtos de cabelo, adesivos e industria
de lubrificantes e como um pré-farmaco da trimetoprima (agente antibacteriano) (Yu e Li,
2006).

A possibilidade da preparacdo do propil galato pela esterificacdo do acido galico
pela tanase tem sido explorada (Yu e Li, 2006). Embora esses estudos sintéticos tenham
sido realizados em meio organico, pouco se conhece sobre o efeito de solventes organicos
na tanase.

Outras tanases tém significativo potencial sintético e foram estudadas quanto a
propriedade de transesterificacdo. Toth e Hensler (1952) divulgaram a capacidade da
tanase para produzir ésteres de acido galico. Gaathon et al. (1989) sintetizou propil galato
em um sistema reverso micelar. Sharma e Gupta (2003) imobilizaram a tanase de A. niger
van Teighem em Celite para a transesterificacdo do acido galico com 1-propanol. Weetall
(1985) explorou a tanase imobilizada em suporte de silica porosa para sintetizar ester em
meio contendo hexano e 1-propanol e Yu et al. (2004) estudaram a sintese de ésteres de
acido galico pela tanase microencapsulada.

Apesar de o resultado ter sido interessante para uma possivel aplicacdo, melhores
condicbes para a reacdo e o estudo com a tanase imobilizada com melhores potenciais

poderiam maximizar a sintese deste antioxidante tdo almejado industrialmente.
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3 4 5 6 7 8

1 2

Figura 34. Perfil cromatografico em camada delgada (TLC) da sintese de propil galato a
partir da esterificacdo do &cido tanico (5mM) em 50% de 1-propanol pelas tanases
extracelular (A) e intracelular (B), obtido em diferentes tempos de reacéo. Raias: (1) acido
tanico; (2) acido galico; (3) propil galato; (4) reacédo de 6 horas; (5) reacdo de 12 horas; (6)

reacdo de 18 horas; (7) reacao de 24 horas; (8) controle negativo.
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5. CONCLUSOES

110



Conclusoes

O fungo filamentoso A. phoenicis foi um bom produtor de tanases intra e
extracelulares quando cultivado tanto em FSbm quanto em FSS, destacando-se entre as
diferentes linhagens analisadas. As tanases produzidas por A. phoenicis apresentam
potencial biotecnoldégico com muitas caracteristicas desejaveis para o emprego industrial
como, por exemplo, na producéo de acido galico. Dentre estas caracteristicas destacam-se
as estabilidades térmica e ao pH elevadas e a manutencdo da atividade na presenca de
alguns solventes, quelantes, surfactantes, ions e desnaturantes diferindo substancialmente
das tanases conhecidas até o momento. Estas formas tanasicas ainda tiveram maiores
afinidades pelo substrato sintético metil galato em detrimento ao natural, acido tanico. As
enzimas extra e intracelular foram caracterizadas quanto a sua massa molar, sendo
heterodimeros de 218,8 kDa e 154,9 kDa, respectivamente. As tanases de A. phoenicis
sdo glicoproteinas com 65,1% e 43,2% de conteludo de carboidratos, respectivamente,
para as formas extra e intracelular. Adicionalmente, apresentam uma caracteristica
incomum entre as tanases fangicas, que € a producdo de propilgalato a partir da
transesterificacado de acido gélico. A producéo desses dois compostos a partir de taninos é
bastante desejavel para a industria, 0 que justificaria a aplicabilidade das tanases
produzidas por A. phoenicis. Além disso, a tanase pode ser produzida também em meio
solido utilizando folhas vegetais como substrato, ndo requerendo a adicdo de outros
compostos com maior valor agregado como fonte de taninos, sendo esta uma propriedade
bastante cobicada comerciamente. Tais caracteristicas, fazem dessas tanases promissoras

ferramentas biotecnoldgicas para o emprego industrial.
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