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RESUMO

O Bioma Caatinga, caracterizado por apresentar condi¢cdes extremas de habitat, €
fonte de novas espécies, como microrganismos endofiticos, com potencial para
sintese de compostos bioativos. Esses microrganismos Sao responsaveis por
produzir uma série de metabolitos de interesse biotecnolégico como, por exemplo,
enzimas. Entretanto, a tanase, enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes laterais de
taninos hidrolisaveis, produzindo glicose e acido galico ou acido elagico, ainda é
pouco explorada quanto a producao por microrganismos endofiticos. Essas enzimas
sdo de grande interesse biotecnoldgico para aplicagdes em industrias alimenticias,
quimicas, de bebidas e farmacéuticas. Diante disto, este estudo visou a prospeccao
de tanases produzidas por fungos endofiticos associados as plantas ricas em
taninos encontradas no Bioma Caatinga. A partir das cascas das plantas angico
(Anadenanthera colubrina Vell.), aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemao),
baraina (Schinopsis brasiliensis Engl.), cajueiro (Anacardium occidentale L.) e
catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul), coletadas no estado da Paraiba, foi
possivel isolar 16 fungos endofiticos para sele¢do dos produtores de tanase. Dentre
os isolados, as espécies Aspergillus niger ANG18 e Aspergillus fumigatus CAS21
apresentaram maior producdo de tanase. No processo de otimizacdo em
Fermentacdo Submersa (FSbm) A. niger ANG18 apresentou maior nivel enzimético
quando cultivado em meio Khanna, com 2% de &cido tanico, por 24 horas, a 37°C e
120 rpm, enquanto que A. fumigatus CAS21 os maiores niveis foram atingidos
quando cultivado em meio mineral, adicionado de peptona, 2% de &cido tanico, por
24 horas, a 37°C e 120 rpm. Em Fermentacdo em Estado Sdélido (FES), A. niger
ANG18, cultivado em folhas de eucalipto, umidificado com sais de Khanna (1:1) por
96 horas a 37°C, apresentou maior producdo de tanase quando comparado a A.
fumigatus CAS21. Contudo, A fumigatus CAS21 apresentou a maior producdo da
enzima de interesse em FSbm, a qual foi purificada 4,9 vezes com taxa de
recuperacédo de 10,2%, e caracterizada bioguimicamente. A tanase de A. fumigatus
CAS21 tem massa molecular nativa de 60,34 kDa, com 39,1% de conteudo de
carboidratos. Apresentou temperatura 6tima de atividade no intervalo de 30 a 40°C e
tempo de meia vida (tsp) de 120 minutos e 90 minutos a 30°C e 45°C,
respectivamente. O valor de pH 6timo aparente de atividade foi 5,0, mantendo-se
ativa quando incubada no pH 5,0-6,0 por 24 horas. A atividade enzimatica foi
aumentada na presenca ureia, e inibida na presenca de ions de ferro e
concentracfes de acido galico acima de 5mM. Os parametros cinéticos foram
analisados e a enzima mostrou maior afinidade pelo substrato propil galato (Kn, =
3,61 mM) quando comparado ao acido tanico (K, = 6,38 mM) e ao metil galato (K, =
6,28 mM). Contudo, a maior eficiéncia catalitica foi obtida para o substrato &cido
tanico. A aplicacdo do extrato bruto para tratamento de efluentes de curtume do
couro de bode reduziu em 89% o teor de taninos presentes apos 2 horas de
incubacédo. Deste modo, o fungo endofitico A. fumigatus CAS21 isolado de planta da
Caatinga mostrou-se como um interessante produtor de tanase com propriedades
importantes para aplicagéo industrial.

Palavras-chave: Tanase; A. fumigatus; Caatinga; Fermentagcdo Submersa.



ABSTRACT

Caatinga Biome is characterized by extreme habitat conditions and presents source
of new species like endophytic microorganisms with potential bioactive compounds
synthesis. These microorganisms are responsible to produce metabolites with
biotechnological interest, such as enzymes. However, tannase, an enzyme that
promote esters and side bonds of hydrolyzes hydrolyzable tannins, producing
glucose and gallic acid or ellagic acid, is still little explored in terms of its production
by endophytic microorganisms. These enzymes have great biotechnological
importance for applications in food, chemical, beverage and pharmaceutical
industries. In view of this, this study aims to prospect the production of tannases by
endophytic fungi associated with tannins rich plants from the Caatinga Biome. Barks
of angico, aroeira, barauna, cashew and catingueira plants were collected in the
State of Paraiba and 16 endophytic fungi strains were isolated for the selection of
tannase producers. The species Aspergillus niger ANG18 and Aspergillus fumigatus
CAS21 showed higher tannase production among the isolated microorganisms. In
the process of optimization in Submerged Fermentation (SbmF) A. niger ANG18
presented a higher enzymatic level when grown in Khanna medium, with 2% tannic
acid, for 24 hours at 37°C and 120 rpm, while A. fumigatus CAS21 presented better
levels when grown in mineral medium, with addition of peptone, 2% of tannic acid, for
24 hours, at 37°C and 120 rpm. Under solid state fermentation (SSF), A. niger
ANG18 cultivated in eucalypt leaves, humidified with Khanna salts (1:1) for 96 hours
at 37°C, presented higher tannase level when compared to A. fumigatus CAS21.
However, A. fumigatus CAS21 showed the highest production of tannase under
FSbm, which was purified 4.9 fold with recovery of 10.2%, and biochemically
characterized. The A. fumigatus CAS21 tannase has a native molecular mass of
60.34 kDa, with 39.1% carbohydrate content. It presents optimum temperature of
activity in the range from 30 to 40°C and half-fife (ts0) of 120 minutes and 90 minutes
at 30°C and 45°C, respectively. The optimum apparent pH of activity was 5.0 and its
activity was maintained when incubated at pH 5.0-6.0 for 24 hours. The tannase
activity was improved in the presence of urea, and inhibited in the presence of iron
ions and gallic acid above 5 mM. The kinetic parameters were analyzed and the
enzyme showed higher affinity for the propyl gallate substrate (Km = 3.61 mM)
compared to tannic acid (Km = 6.38 mM) and methyl gallate (Km = 6.28 mM). On the
other hand, the best catalytic efficiency was obtained for the substrate tannic acid.
The application of the crude filtrate to treat tannery effluents from goat leather
reduced the tannin content 89% after 2 hours of incubation. Thus, the endophytic
fungi A. fumigatus CAS21 isolated from Caatinga plant was an interesting producer
of tannase with important properties for industrial application.

Keywords: Tannase; A. fumigatus; Caatinga; Submerged Fermentation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bioma Caatinga e sua potencialidade biotecnoldgica

O Brasil, por ser um dos paises com maior biodiversidade do mundo,
abrigando entre 15% e 20% de todos os organismos vivos do planeta e o maior
namero de espécies endémicas, € fonte valiosa para obtencdo de substancias
biologicamente ativas (BRASIL, 2002). A dimensao continental e a grande variedade
de biomas presentes sédo algumas das razdes que explicam sua grande importancia
como fornecedor de bioprodutos (FUNARI; FERRO, 2005). Essa magnitude da
biodiversidade oferece oportunidades e desafios inexplorados para a descoberta de
metabdlitos bioativos e processos que podem ser muito Uteis no contexto da
bioprospeccdo (PEREIRA; COSTA-LOTUFO, 2012). Em ambientes pouco
explorados, a biotecnologia aliada com a bioprospeccdo sédo ferramentas para
exploracdo sustentavel dos recursos biolégicos visando atender a crescente
demanda por produtos naturais. Tais ambientes, como o bioma Caatinga, podem ser
fontes de substancias biologicamente ativas com potencial para processos

biotecnoldgicos.

A Caatinga (tupi-guarani caa = mata, tinga = branca) destaca-se dentre os
biomas presentes no Brasil por ser exclusivamente brasileiro, ou seja, grande parte
do seu patrimdnio biolégico ndo é encontrada em nenhum outro lugar do mundo
(CRUZ; GUSMAO, 2009). Esta regi&o ocupa cerca de 9,9% do territério nacional e
abrange os estados do Maranhao (1%), Piaui (63%), Ceara (100%), Rio Grande do
Norte (95%), Paraiba (92%), Pernambuco (83%), Alagoas (48%), Sergipe (49%),
Bahia (54%) e Minas Gerais (2%) (Figura 1) (IBGE, 2004). Em quase toda a sua
extensdo caracteriza-se por apresentar clima semiarido, proporcionando a sua biota
condicBes climaticas extremas (SAMPAIO, 1995; PRADO, 2003). A combinacédo de
dois sistemas climéaticos formados pelos ventos do Nordeste e Sudeste provoca
chuvas em diferentes épocas do ano e em quantidades variadas, com precipitacéo
anual entre 240 e 1500 mm, contudo metade de sua area néo recebe mais de 500
mm (MOURA et al., 2015). Apresenta temperatura média de 27,5 °C, com baixos
niveis de umidade, alta radiacdo solar e potencial de evapotranspiragdo
(MAGALHAES, 2012; SILVA; COELHO; SILVA, 2015).
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Figura 1 - Mapa das regides abrangidas pelo Bioma Caatinga.
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Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2004).

Lar de espécies endémicas a Caatinga abriga uma diversidade bioldgica
ainda pouco explorada. Entretanto, apesar de mal conhecida, € a mais diversa do
gue qualguer outro bioma o qual esteja exposto as mesmas condi¢cdes de clima e de
solo (MAGALHAES, 2012; BRASIL, 2002). Caracterizado por apresentar condicdes
extremas de habitat devido ao clima semiéarido, solo salino, baixa disponibilidade de
nutrientes e baixa disponibilidade hidrica, espécies oriundas deste bioma
desenvolveram adaptacdes fisioldgicas e reprodutivas para viver nesta regido
(OLIVEIRA et al., 2012). Deste modo, apresentam diferentes tipos de metabolismos
e respostas adaptativas interessantes no ambito cientifico e potencialmente

exploraveis nos processos biotecnoldgicos (SILVA et al., 2015).

Apesar da enorme potencialidade a Caatinga tem sido apontada como o
bioma brasileiro mais critico no que se refere a conservacdo. Devido a degradacao
ambiental e a falta de preservacdo, 80% de sua éarea ja foi antropizada com
extensas areas degradadas, a sua biodiversidade foi significativamente reduzida
(TROVAO et al., 2007; ARCOVERDE et al., 2014), levando varias espécies a serem
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classificadas como vulnerdveis a extincdo dentro dos parametros da legislacdo
brasileira (SOUZA; SANTOS, 2012). Assim, torna-se emergente o estabelecimento
de programas que tenham como alvo solucdes de questdes relativas a producao, a
exploracdo sustentavel e a conservacao da sua biodiversidade (REGO JUNIOR et
al., 2011).

Recentes pesquisas apontaram a riqueza particular do bioma em termos de
biodiversidade e de fenbmenos caracteristicos, resultantes da interacdo dos fatores
solo e clima, influenciando na diversidade local (FREIRE; GONCALVES, 2012).
Estudos preliminares relataram a grande diversidade microbiolégica presente na
Caatinga com surgimento de novas espécies e novos registros para o Brasil
(BARBOSA; GUSMAO, 2011; ALMEIDA; MILLER; GUSMAO, 2014). Microrganismos
da Caatinga foram estudados quanto ao seu potencial para sintese de proteases,
celulases, pectinases (BEZERRA et al., 2012), tanases (CRUZ et al.,, 2013;
NASCIMENTO et al., 2014; LIU et al., 2016) e compostos com atividade
antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2014; CLEMENTINO et al., 2015). Contudo,
seu potencial biotecnoldgico ainda é pouco explorado, representando uma reserva
de diversidade genética e funcional acumulada durante milhées de anos. Como
consequéncia, torna-se uma importante fonte de produtos com potencial aplicacédo
industrial (DIONISI et al., 2012).

A compreensao das funcbes exercidas pelas comunidades microbianas
presentes na Caatinga e o conhecimento das suas interagbes com as plantas e
animais gera beneficios cientificos e econdémicos associados a descoberta de

compostos bioativos com potencial aplicacdo em processos biotecnoldgicos.

1.2 Fungos endofiticos

Os fungos constituem uma grande linhagem eucariética iguais em nimeros
de animais e plantas superiores. S&o organismos unicelulares (leveduras) ou
multicelulares (bolores) que apresentam diferentes formas e tamanhos (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2012). Nos diversos ambientes sao importantes por atuar como
decompositores e produtores de metabdlitos, sendo considerados como recursos-

chave para exploracdo de metabdlitos bioativos. Nas industrias vém adquirindo
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status de destaque para vérios tipos de aplicacdes por produzir enzimas,

antibioticos, vitaminas, aminoacidos e esteroides.

Dentro das classes de microrganismos investigados como fonte de produtos
naturais existem os fungos que vivem em associagcdo com espécies vegetais, como
os fungos endofiticos. O espaco interno das plantas representa um nicho ecolégico
onde numerosas espécies podem viver (HARDOIM et al.,, 2015). Nas ultimas
décadas o conhecimento de microrganismos endofiticos despertou maior interesse
em decorréncia do seu potencial para produzir biomoléculas com diferentes
propriedades (ARAUJO et al., 2002).

Fungos endofiticos vivem uma parte ou a totalidade do seu ciclo de vida no
interior das plantas, habitando suas partes aéreas sem causar aparentemente
nenhum dano ao hospedeiro (AZEVEDO, 1999; HARDOIM et al., 2015). Diferem-se
dos epifitos, que vivem na superficie das plantas, e dos fitopatdgenos, causadores
de doencas. Contudo, estas distincbes podem sofrer sobreposicdes de acordo com
o0 estagio de interacdo com seu hospedeiro. Durante a penetra¢do na planta, o fungo
pode viver como epifito por certo periodo e, de acordo com as condi¢cdes ambientais,
pode tornar-se patogénico (AZEVEDO, 1998; TAN; ZOU, 2001; ARAUJO et al.,
2010). Esses microrganismos podem ser encontrados em todos os tipos de plantas,
nas comunidades naturais e antropicas, colonizando plantas no Artico, Antartica,
solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais, mangues e florestas
costeiras (ARNOLD, 2007; CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; NISA et al., 2015).
Normalmente, centenas de espécies podem ser isoladas de uma Unica planta, com
incidéncia variando de acordo com o hospedeiro, localizagcdo do fungo no vegetal
(folha, caule, raiz, flor e semente), idade do vegetal e condi¢cdes geograficas, como
altitude, umidade, precipitacdo anual e outros fatores (TAN; ZOU, 2001; STROBEL,;
DAISY, 2003).

O mecanismo de colonizacdo dos fungos endofiticos nos tecidos vegetais
pode ocorrer na forma horizontal ou vertical (Figura 2) (RODRIGUEZ et al., 2009).
Na transmissao horizontal o fungo penetra por meio de esporos de origem assexual
e sexual, neste caso seu esporo se dispersa para outra planta, pentrando por meio
de estruturas naturais, presentes nos estdmatos e durante o crescimento das raizes,

ou aberturas artificiais, como injarias causadas por praticas agricolas (PETRINI,



26

1991). Na forma vertical os fungos sao transmitidos entre geragdes. Contudo, a
transmissdo horizontal € mais aceita, visto que estudos apontaram que sementes e
mudas sdo praticamente livres de endofiticos (SAIKKONEN et al.,, 2004,
ZABALGOGEAZCOA, 2008).

Figura 2 - Esquema de transmissdo vertical e horizontal do fungo endofitico em

—

plantas.

Transmissao horizontal

0 >
por esporo sexual
Transmissao vertical
via sementes
______ >

Fonte: Saikkonen et al. (2004).

Todas as plantas em ecossistemas naturais estabelecem algum tipo de
relacdo com fungos endofiticos (RODRIGUEZ et al.,, 2009; NISA et al., 2015).
Entretanto, estas relacbes sdo complexas e dependem de fatores como
caracteristicas do vegetal, do microrganismo e do ambiente (OWEN; HUNDLEY,
2004). Dependendo das espécies envolvidas, o resultado pode variar de
antagonismo (fitopatogénese latente) ao mutualismo (ZABALGOGEAZCOA, 2008).
Na interacdo fungo-planta, os fungos desempenham funcbes relevantes para
sanidade vegetal, por competir com patdégenos, reduzir o ataque de insetos e
aumentar a tolerancia a estresses abioticos e bidticos (RODRIGUEZ et al., 2009). Ha
evidéncias de que aumentam a resisténcia do hospedeiro contra herbivoros, insetos,
doenca, secas e contra variagdes de temperatura e salinidade (KHARWAR et al.,
2011). Devido a isto, possuem um papel importante para adaptacéo das plantas nos
mais variados ambientes por meio da producdo de metabdlitos funcionais, como

enzimas, alcaldides, hormdnios e antibidticos, necessarios para regular o
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metabolismo do hospedeiro de acordo com as condigbes ambientais e necessidades
especificas (SCHULZ et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2004; ZHANG et al., 2006;
ALY et al., 2010). Esta interacao permite ao fungo receber protecao e nutrientes do
seu hospedeiro (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002; KAUL et al., 2012).

1.2.1 Moléculas bioativas de fungos endofiticos

A producdo de metabdlitos bioativos é influenciada pelas condi¢des
ambientais e estado fisiologico do hospedeiro (AZEVEDO; BARROS; SERAFINI,
2002). O microrganismo, deste modo, produz compostos que irdo atuar para sua
adaptacdo a nova condicdo exposta. Consequentemente, é grande a oportunidade
de descoberta de novos microrganismos endofiticos de plantas de diferentes
ecossistemas, principalmente as que enfrentam intensas interacdoes no ambiente
como plantas de regibes éaridas (SCHULZ et al.,, 2002; CHAPLA; BIASETTO;
ARAUJO, 2013). De acordo com Strobel e Daisy (2003), plantas de ambientes
anicos sdo seriamente consideradas para busca de microrganismos endofiticos e

moléculas bioativas.

Os fungos endofiticos tém sido reconhecidos como recurso importante e
inovador para obtencdo de produtos bioativos naturais com aplicagcdo potencial na
agricultura, medicina e indastria alimentar (ZHAO et al., 2011; KAUL et al., 2012).
Entretanto, sdo ainda pouco explorados e sdo escassos relatos de suas aplicacdes
praticas na biotecnologia (NISA et al.,, 2015). Segundo Schulz et al. (2002) e
Kharwar et al., (2011), de 135 metabdlitos isolados, 51% das substancias com novas
estruturas foram produzidas por fungos endofiticos e 38% desses fungos foram
isolados do solo. Dentre os produtos naturais, o Taxol®, um importante farmaco
utilizado no tratamento do cancer, é o mais citado por ser produzido tanto pelo
hospedeiro Taxo brevifolia, como pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae
(SCHULZ et al., 2002). Outro importante anticancerigeno é a Vincristina isolada da
planta Catharanthus roseus, e do fungo endofitico Fusarium oxysporum presente na
mesma planta (PALEM; KURIAKOSE; JAYABASKARAN, 2015). Este fato sugere
que muitas propriedades bioativas atribuidas as plantas hospedeiras podem ser
decorrentes da producdo de moléculas sintetizadas por microrganismos endofiticos
colonizadores (STROBEL; DAISY, 2003).
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Nas ultimas duas décadas muitos compostos bioativos com atividades
antimicrobianas, inseticidas, citotoxicas e anticancerigenas foram descobertos com
sucesso a partir desses microrganismos (ZHAO et al., 2011). Os produtos naturais
obtidos tem um amplo espectro de atividade biolégica e podem ser agrupados em
diversas categorias: alcaloides, esterbides, flavonoides, quinonas, entre outras
(ZHANG et al.,, 2006). Além disso, tem sido relatada a sintese de enzimas
necessarias para penetracdo e colonizacdo em seus hospedeiros (SCHULZ et al.,
2002). Os fungos endofiticos produzem hidrolases como mecanismo de resisténcia
para superar a defesa do hospedeiro contra a invasdo e para obter a nutricao
necesséria. Na literatura foram descritas a producdo de pectinases, esterases,
celulales, lipases e fosfatase (TAN; ZOU, 2001). A maioria dos endofiticos € capaz
de utilizar os componentes do hospedeiro como substratos para sintese das
enzimas (PETRINI et al., 1992; TAN; ZOU, 2001). Isto sugere a oportunidade de
descoberta de enzimas produzidas por microrganismos endofiticos de plantas de

diferentes ecossistemas.

1.3 Taninos

Muitas plantas produzem compostos quimicos que tornam as paredes
celulares indigestas para alguns organismos, atuando como parte do mecanismo de
defesa contra herbivoros e predadores de uma maneira geral. Esses compostos sédo
metabdlitos secundarios necessarios para sobrevivéncia do vegetal no ecossistema
(REDONDO et al, 2014). Os polifendis sédo considerados o0s metabdlitos
secundarios mais importantes por serem amplamente distribuidos, com milhares de
compostos diferentes ja identificados, e pelas diferentes funcdes que desempenham
na biologia vegetal e na vida humana (HASSANPOUR et al., 2011). Flavondides,
acidos fendlicos e taninos sédo exemplos de polifendis encontrados naturalmente nos
vegetais (ANGELO; JORGE, 2007).

Os taninos sao encontrados na maioria das plantas e, depois da celulose,
hemicelulose e lignina, sdo os compostos mais abundantes extraidos das folhas,
raizes, cascas, sementes, madeira e frutos (Pl1ZZIl, 2008; BACELO; SANTOS;
NASCIMENTO, 2016). Séo caracterizados por apresentar massa molecular entre
500 a 3000 Da, solubidade em agua, capacidade de formar liga¢cbes cruzadas

estaveis com proteinas, devido a presenca de grupos hidroxilafendlicos, e formar
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complexos insoluvéis pela combinacdo com celulose e pectina (MELLO; SANTOS et
al., 2001; MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005). Nas plantas
desempenham a funcédo de proteger os tecidos vegetais contra ataque de insetos,
fungos ou bactérias, visto que alto teor de taninos sao impalataveis, afastando seus
predadores naturais (VOLZ; CLAUSEN, 2001; MONTEIRO; ALBUQUERQUE;
ARAUJO, 2005). De acordo com Ashok e Upadhyaya (2012), geralmente, sio
encontrados em grandes quantidades na casca as arvores, onde agem como
barreira para o0s microrganismos. No setor industrial, s&o utilizados para
estabilizacdo da cerveja, no processo de curtimento da pele animal para
transformacao em couro e na producéo de tintas e adesivos (BENIWAL et al., 2013).

Devido a capacidade de precipitar glicoproteinas salivares, tais compostos
sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e vegetais. Na alimentacéo
animal formam complexos com moléculas, como amido, tornando-as indigestas
impedindo absorcao dos nutrientes (GOEL et al., 2005). Quando estéo presentes em
baixas concentracdes elevam a assimilagdo de nitrogénio em ruminantes
aumentando seu crescimento e producédo de leite (AGUILAR et al.,, 2007). Nas
bebidas, como cha gelado, cerveja, vinho e suco de frutas, altas concentracdes de
taninos podem resultar na formacao de precipitados, devido a interacdo com outras
moléculas. Contudo, tais efeitos indesejaveis podem ser reduzidos ou eliminados por
um tratamento quimico ou enzimatico (RODRIGUEZ-DURAN et al., 2011).

Os taninos de diferentes espécies de plantas tém propriedades fisicas e
quimicas diferentes que podem variar de um vegetal para outro, da parte coletada,
idade e tamanho da planta, das condi¢des climéaticas e geograficas (BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004). De acordo com suas estruturas quimicas sao

classificados em taninos hidrolisaveis e condensados.
1.3.1 Taninos hidrolisaveis

O termo tanino hidrolisavel decorre da caracteristica significativa destes
taninos de serem susceptiveis a hidrélise por acidos, bases ou por acdo enzimatica.
Os produtos de hidrolise sao caracteristicos dos seus grupos funcionais, tais como
acido galico e acido elagico (PATRA; SAXENA, 2010). A unidade basica estrutural

desse tipo de tanino € um poliol, usualmente D-glicose, com seus grupos hidroxilas
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esterificados pelo acido galico (galotaninos) ou pelo acido hexadihidroxifénico
(elagitaninos) (Figura 3) (SANTOS:; MELLO, 1999; MUELLER-HARVEY, 2001). Os
galotaninos séo constituidos por acido galico (ou radical galoil), ou pelo acido
digalico, estando as duas unidades galoil unidas por ligacdo depsidica
(KHANBABAEE; REE, 2001). As moléculas sdo usualmente compostas pelo nacleo
de glicose e 6 a 9 grupos galoil (PINTO et al., 2005). O mais comum dos galotaninos
€ o0 acido tanico (AGUILAR; GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

Nos elagitaninos, os grupos fendlicos sdo moléculas de &cido
hexahidroxidifénico que podem se desidratar espontaneamente para formar sua
dilactona estavel, o &acido elagico (PINTO et al., 2005). Possivelmente, o0s
elagitaninos sdo formados a partir da ligacdo oxidativa entre dois acidos gélicos,
formando as unidades quirais do acido hexaidroxidifenilico (MONTEIRO;
ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005).

Existe na natureza um grande numero de moléculas de taninos hidrolisaveis,
entretanto, geralmente sdo encontrados em concentracdes mais baixas em

comparacao aos taninos condensados (HASSANPOUR et al., 2011).

Figura 3 - Estruturas dos taninos hidrolisaveis divididos em galotaninos e

elagitaninos.
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Fonte: Queiroz; Morais; Nascimento (2002).
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1.3.2 Taninos condensados

Os taninos condensados (Figura 4), também denominados de
proantocianidinas, sdo largamente encontrados no reino vegetal, geralmente sao
mais abundantes em cascas de arvores e madeiras (BHAT,; SINGH; SHARMA,
1998; MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005). S&o polimeros néo
ramificados de unidades flavonoides (Flavan-3-ol, flavan-3,4-diol) unidas por ligacdo
carbono-carbono e formados a partir de estruturas basicas como a catequina,
epicatequina, galogatequina e epigalogatequina (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL,
2001; FRUTOS et al., 2004).

Devido a sua estrutura quimica os taninos condensados sdo mais
resistentes ao ataque microbiano e sdo téxicos para alguns microrganismos (BHAT;
SINGH; SHARMA, 1998). Diferente dos taninos hidrolisaveis, esses compostos nao
possuem nenhuma molécula de acgUcar e sdo resistentes a reacdo de hidrélise,
porém sdo sujeitos a clivagem em meio oxidativo dando origem as antocianidinas
(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004).

Figura 4 - Estrutura de tanino condensado.

R = (flavan-3-ol)

Fonte: Lekha; Lonsane (1997).

De acordo com Rodriguez-Duran et al. (2011), de forma geral, os taninos
sdo téxicos para fungos, bactérias e virus. No entanto, esses microrganismos
desenvolveram mecanismos para superar seus efeitos, como degradacéo,

dissociacdo de complexos taninos-substrato, modificacdo de membrana, sequestro
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de ions metélicos e sintese de tanase, um biocatalisador ecologicamente importante
(BELUR et al., 2010).

1.4 Tanase

Van Teighem em 1867 demonstrou a formacao de &cido galico quando duas
espécies de fungos foram expostas a uma solugdo aquosa de taninos,
posteriormente estas espécies foram identificadas como Aspergillus niger e
Penicillium glaucum (LEKHA; LONSANE, 1997). Fernback em 1901 mostrou que a
hidrélise de taninos é realizada com a ajuda de uma enzima em particular, a tanase
(AGUILAR et al., 2007; LEKHA; LONSANE, 1997).

A tanino acil hidrolase (TAH; EC 3.1.1.20), também denominada de tanase,
atua na hidrélise de ésteres e ligacdes depsidicas de taninos hidrolisaveis, como o
acido tanico, liberando glicose e acido galico (Figura 5) ou &cido elagico (no caso
dos elagitaninos) (BANERJEE; MAHAPATRA, 2012; YAOA et al.,, 2014). Taninos
condensados néo sao hidrolisados pela acdo da TAH devido a presenca da ligacao
carbono-carbono (RODRIGUES- DURAN et al., 2011).

No mecanismo de degradacdo do acido tanico pela tanase (Figura 5),
inicialmente a enzima hidrolisa as ligacdes depsidicas, liberando 1, 2, 3, 4, 6 —
pentagaloilglicose e acido galico. Sequencialmente os demais residuos de galoil séo
removidos até a completa liberagdo da molécula de glicose (AGUILAR;
GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001; PINTO et al., 2005).

Figura 5 - Hidrdlise do acido tanico pela acédo da tanase (TAH).

COOH
CH,OR, CH,OH
0 3.1.1.20 0
1 Ko D - 1 Ko=)
OR, CR, 2 + OH OH
OR, OH OH OH
OH
Acido Tanico Acido Galico Glicose

Fonte: Battestin; Matsuda; Macedo (2004).
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1.4.1 Fontes de tanase

As tanases podem ser obtidas a partir de plantas, animais e fontes
microbianas. Quanto as fontes vegetais, esta presente em plantas ricas em taninos,
principalmente em seus frutos, folhas, galhos e cascas (BELUR; MUGERAYA,
2011). Quando obtida de fonte animal a enzima pode ser extraida do intestino
bovino e mucosas ruminais (LEKHA E LONSANE 1997; AGUILAR; GUTIERREZ-
SANCHEZ, 2001; YAO et al., 2014). Contudo, a fonte mais importante para sua
obtencdo é a microbiana, representando o maior nimero de enzimas usadas em
aplicacfes biotecnoldgicas pela estabilidade que apresentam em relagdo as demais
fontes, sintese elevada, custo de producdo e possibilidade de modificaces
genéticas (MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2005; AGUILAR-ZARATE, 2014;
JANA et al., 2014; LATA; RANI, 2015).

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Tabela 1) s&@o potenciais
produtores de tanases. Leveduras como Candida sp., Mycotorula japonica,
Arxula adeninivorans e Debaryomices hansenii e as bactérias do género Bacillus,
Pseudomonas, Serratia e Klebisella foram descritas na literatura como produtoras de
tanase (BELUR; MUGERAYA, 2011; BANERJEE; MAHAPATRA, 2012). Para os
microrganismos a sintese de tanase favorece a invasdo em plantas hospedeiras
pela hidrélise dos compostos fendlicos presentes nas plantas (SCALBERT, 1991),
contribui para degradacao da parede celular dos vegetais (GARCIA-CONESA et al.,
2001) e auxilia na decomposicdo e reciclagem de materiais vegetais ricos em
taninos (LEKHA; LONSANE, 1997).

Os fungos tém se destacado pela sua versatilidade na degradacdo de
diferentes tipos de taninos (BHAT et al., 1998; BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO,
2004; LATA; RANI, 2015). Linhagens de Aspergillus sp. e Penicillium sp. encontram-
se entre os produtores mais eficientes desta enzima. Atualmente, a maior parte das
tanases comercializadas é produzida por fungos, como a tanase da Biocon (india),
Kikkoman (Japéo), ASA Special enzyme (Alemanha) e JFC GmbH (Alemanha)
(BANERJEE; MAHAPATRA, 2012).
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Tabela 1 - Fungos filamentosos e leveduras produtores de tanase.

Microrganismo
Aspergillus sp.
Aspergillus aculeatus

Aspergillus awamori

Aspergillus awamori nakazawa
Aspergillus candidus

Aspergillus carbonarius
Aspergillus flavus

Aspergillus foetidus

Aspergillus fumigatus
Aspergillus japonicus

Aspergillus niger
Aspergillus ochraceus
Aspergillus oryzae

Aspergillus ruber

Aspergillus tamarii

Aspergillus terreus

Emericella nidulans
Fungi imperfecti
Paecilomyces variotii
Penicillium
Penicillium montanense

Penicillium verrucosum
Penicillium atramentosum
Pestalotiopsis guepini
Rhizopus oryzae
Verticillium sp.
Arxula adeninivorans

Candida utilis
Mycotorula japonica

Referéncias

ABDEL-NABY et al. (2011); MELO et al. (2013)
NASCIMENTO et al. (2014)

BANERJEE et al. (2012)

SETH; CHAND (2000); BEENA et al. (2010);
CHHOKAR et al. (2010); KUMAR et al. (2015)

MAHAPATRA et al. (2005)
MURUGAN; AL-SOHAIBANI, (2010)
VALERA et al. (2015)

YAMADA et al. (1968); PARANTHAMAN et al.
(2009)

MUKHERJEE; BANERJEE (2006)
MANJIT et al. (2008)

BRADOO et al. (1997)

AGUILAR et al. (2001); BHARDWAJ et al. (2003);
CRUZ-HERNANDEZ et al. (2006); EL-FOULY et
al. (2010); DARAH et al. (2011);
GONCALVES et al. (2012); RIUL et al. (2013)
GARCIA-CONESA et al. (2001); LOKESWARI
(2010); MIZUNO et al. (2014); VARADHARAJAN
et al. (2015); ABDEL-NABEY et al. (2016)

KUMAR et al. (2007)

COSTA et al. (2008)

MALGIREDDY; NIMMA (2015); REDDY; REDDY
(2015)
GONGCALVES et al. (2011)
BAJPAI; PATIL (1997)
BATTESTIN; MACEDO (2007)
BATRA; SAXENA (2005)
LIMA et al. (2014)

BHOITE; MURTHY (2015)

SELWAL; SELWAL (2012)
SENA et al. (2014)
MUKHERJEE; BANERJEE (2004)

KASIECZKA-BURNECKA et al. (2007)
BOER et al. (2011)

SHI et al. (2005)
BELMARES et al. (2004)

Fonte: Autora
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1.4.2 Producéo de tanase por fungos filamentosos

De acordo com Aguilar et al. (2007), as propriedades fisico-quimicas das
tanases variam de acordo com a linhagem microbiana e com as condicfes de cultivo
empregadas. Deste modo, muitas pesquisas séo realizadas com o objetivo de isolar
e caracterizar a enzima produzida por diferentes linhagens de microrganismos. A
tanase produzida por fungos filamentosos pode ser obtida por Fermentacéo
Submersa (FSbm) e Fermentacdo em Estado Sdlido (FES) (LATA; RANI, 2015).

Nas ultimas décadas foi observada alta eficiéncia na producdo enzimética
por FES, em que a tanase expressa apresenta atividade mais estavel a temperatura
e ao pH quando comparada com a enzima obtida por FSbm (AGUILAR et al., 1999;
CRUZ-HERNANDEZ et al., 2006; BANERJEE; MAHAPATRA, 2012). Na FES os
microrganismos sdo cultivados em substratos soélidos na auséncia de agua livre.
Neste caso, 0 substrato apresenta umidade adequada para permitir o crescimento
microbiano e a formacgéao do produto (PANDEY, 2003; FOONG, 2009). Proporciona
vantagens como o baixo custo de matéria-prima, pode-se utilizar subprodutos
agroindustriais como casca de uva, caju, café ou farelo de trigo, arroz e aveia,
acrescidos de &cido tanico para producdo de tanase (MACEDO; MATSUDA;
BATTESTIN, 2005; RODRIGUES et al., 2007; BHOITE; MURTHY, 2015; LIU et al.,
2016), equipamentos simples e elevado nivel de producdo, considerando que a
recuperacdo é feita com menores volumes de agua (HAMDY; FAWZY, 2012).
Contudo, este processo apresenta limitacbes como contaminagcdo bacteriana,
problemas no aumento de escala, acumulo de calor e dificuldade de controle da
umidade (BARRIOS GONZALEZ, 2012)

Industrialmente, a producdo de tanase é realizada, geralmente, via FSbm
(PARANTHAMAN et al., 2009; LIMA et al., 2014). Na FSbm a célula desenvolve-se
no meio de cultivo contendo o substrato, geralmente sob agitacdo (BOM; FERRARA,;
CORVO, 2008). Apresenta vantagens, como facil controle das variaveis, maior
eficiéncia na absorgcdo de nutrientes e excrecdo de metabolitos, isolamento da
enzima e métodos simples de esterilizacdo (PARANTHAMAN et al., 2009; LIMA et
al., 2014). Porém, os custos para manutencdo da agitacdo e aeracao sao elevados
e, normalmente, ocorre formacado de espuma (BON et al., 2008). Aspergillus e
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Penicillium sdo os microorganismos mais ativos capazes de produzir tanase tanto
em FSbm quanto em FES (LATA; RANI, 2015).

Visando melhorar os processos de producgéo, recuperacdo e purificacdo da
enzima inumeras pesquisas estdo sendo desenvolvidas em busca de novas fontes,
novos sistemas de fermentacao e otimizacéo das condi¢des de cultura (LATA; RANI,
2015). Fatores nutricionais e fisico-quimicos, como pH, temperatura, umidade, fontes
de carbono e nitrogénio, concentracdo de &cido tanico e tempo de incubacdo séo
geralmente utilizados para otimizacao da producao. Dentre estes, a fonte de carbono
tem sido relatada como fator essencial para expressdo enzimatica, uma vez que a
maioria das tanases é induzida e, portanto, produzidas geralmente na presenca de
indutores, tais como acido tanico, metil galato, etil galato e propril galato (AGUILAR,
GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001; YAO et al., 2014). Fontes de taninos naturais foram
descritos também como substratos Uteis para sintese da enzima, como os produtos
florestais folhas de Syzygium cumini, Phylanthus emblica, Acacia nilética e Eugenia
cuspidata (MUKHERJEE; BANERJEE, 2004; KUMAR; SHARMA; SINGH, 2007,
SELWAL; SELWAL, 2010; LATA; RANI, 2015).

1.4.3 Propriedades das tanases fuangicas

Tanases fungicas, bacterianas e de plantas tém sido purificadas e suas
propriedades fisico-quimicas determinadas. De acordo com Rodriguez-Duran et al.
(2011), inumeras diferencas foram encontradas entre as tanases caracterizadas
devido ao organismo produtor, a origem deste organismo e as condi¢des de cultivo

empregadas para sintese da enzima.

De forma geral, tanases fungicas apresentam pH 6timo de atividade em
torno de 5,5, como obtido para as enzimas produzidas por A. oryzae (BATRA;
SAXENA, 2005) e A. heteromorphus MTCC 8818 (CHHOKAR et al., 2010). Além
disso, tem sido observada estabilidade enzimatica na faixa de pH variando de 3,5 a
8,0 (LEKHA; LONSANE 1997; YAO et al., 2014). Valores 6timos de pH igual a 5,0
foram encontrados para as tanases de A. aculeatus DBF 9 (BANERJEE et al., 2001)
e A. awamori nakazawa (MAHAPATRA et al., 2005). Com relacdo a temperatura
otima de atividade, em geral encontra-se proxima a 35°C, com estabilidade térmica

entre 30°C e 60°C, como relatado para as enzimas de A. awamori nakazawa
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(MAHAPATRA et al., 2005), A. ochraceus (GOLCANVES et al., 2012) e A. tamarii
(COSTA et al., 2012).

As tanases, em sua maioria, sdo glicoproteinas com estruturas proteicas de
massa molecular entre 50 kDa e 300 kDa. (YAO et al., 2014). O revestimento de
carboidratos presentes nesta enzima, provavelmente, protege o0 esqueleto
polipeptidico da acdo dos taninos, tornando a enzima mais acessivel a moléculas de
taninos (STRUMEYER; MALIN, 1970). Ha relatos que as tanases podem ter
atividade esterases (ligacdes presentes no metil galato) e depsidicas (presentes no
acido tanico), e geralmente, sdo isoenzimas com baixa especificidade para hidrolisar
ambos o0s esteres e depsidicos, mas com especificidade diferente para cada
substrato de acordo com sua estrutura (RODRIGUEZ-DURAN et al., 2011).

Mais de 75% das enzimas necessitam de ions metéalicos para exercer sua
capacidade catalitica maxima. Em baixas concentra¢gfes, alguns metais atuam como
cofatores aumentando a atividade, contudo quando presentes em altas
concentracdes o efeito pode ser inibitrio (MATA-GOMEZ et al., 2009). A atividade
tanasica costuma ser inibida por Cu?*, Zn*?, Fe*?, Mn*? e Mg*?, sendo inativada por
EDTA, 2-mercaptoetanol, tioglicolato de sodio, sulfato de magnésio e de célcio e o-
fenantrolina (AGUILAR, GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001; PINTO et al., 2005; YAO et
al., 2014).

1.4.4 Aplicacao das tanases

Nos ultimos anos o uso comercial das tanases tem crescido nos setores
industriais pela versatilidade de aplicacbes. Estas enzimas sdo potencialmente
empregadas na industria de alimentos no processamento de chas instantaneos,
eliminando precipitados insollveis indesejados formados durante o processo de
fabricacdo pela interacdo de complexos fendlicos com proteinas, na fabricacdo de
bebidas, como vinho e cerveja, para reduzir a formacgéo de turbidez (BAJPAI; PATIL
1997; LEKHA; LONSANE 1997).

Atua como agente clarificador de sucos de frutas e em bebidas geladas a
base de café pela remog&o dos compostos fendlicos, como taninos, que provocam
adstringéncia, formacgéo de turbidez e sedimentos (BENIWAL et al., 2013). Sharma

et al. (2014) observaram reducéo significativa do acido tanico no suco de goiaba e
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melhoria nas propriedades organolépticas ap0s tratamento com tanase produzida
por A. niger. Rout e Banderjee (2006) verificaram que a combinacdo tanase e
gelatina é eficiente para clarificacdo do suco de frutas sem impactos negativos na
sua qualidade. Os taninos presentes em diversos vegetais utilizados para
alimentacdo podem, em geral, reduzir a ingestdo e digestibilidade de proteinas e
outros nutrientes (BENIWAL et al., 2013). A adicado de tanase em ragbes contendo
taninos pode trazer efeitos benéficos na remocédo desses compostos indesejaveis,
aumentando a digestibilidade e favorecendo a assimilacdo dos nutrientes
(MURUGAN; AL-SOHAIBANI, 2010).

A aplicagdo mais importante dessas enzimas é na producao de 4cido galico,
o qual tem sido empregado na inddstria quimica, farmacéutica e alimenticia por ser
intermediario na sintese de propil-galato (utilizado como aditivo na inddstria de
alimento), pirogalol (conservante) e trimetropina (agente antibacteriano) (LEKHA;
LONSANE, 1997). E amplamente utilizado como ingrediente revelador em tintas

para fotografia e impressédo (BENIWAL et al., 2013).

O processo de curtimento de couro € um dos métodos mais antigos do
mundo e caracteriza-se pela geracao de poluentes quimicos téxicos (CHOWDHURY
et al.,, 2013). Neste processo, o couro é tratado com diferentes produtos, como
taninos vegetais, e os efluentes provenientes de diferentes operacdes contém altas
concentracbes de substancias organicas e inorganicas que geram poluentes
significativos (CASSANO et al., 2001). Do ponto de vista ambiental e agricola,
algumas propriedades desses efluentes provocam alteracbes no solo, o que pode
acarretar deficiéncia dos nutrientes necessarios para as plantas (CAVALLET,;
SELBACH, 2008), inibir o crescimento e atividade microbiana, alterando a biota
caracteristica presente (MURUGAN; AL-SOHAIBANI, 2010). No tratamento de
efluentes industriais com alta concentracdo de taninos, como os gerados durante o
curtimento do couro, a aplicacdo de tanase representa um modelo de tratamento de
baixo custo e efetivo na remocao de polifendis (AGUILAR; GUTIERREZ-SANCHEZ,
2001; BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004).
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Apesar do seu potencial, a aplicacdo industrial desta enzima é limitada
devido ao conhecimento insuficiente sobre as suas propriedades, a producdo e

purificacdo, sendo necessarios estudos mais aprofundados nesta area.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa foi a prospeccao de tanases sintetizadas por
fungos endofiticos associados as espécies vegetais encontradas no Bioma

Caatinga.

2.2 Objetivos especificos

¢ |solar fungos endofiticos associados a plantas ricas em taninos;

e Screening dos potenciais produtores de tanase;

e Selecionar a linhagem com alta producao tanasica;

e Padronizar as melhores condicdes de cultivo para producdo de tanase em
Fermentacdo Submersa e em Fermentacdo em Estado Solido;

e Purificar a enzima obtida;

e Caracterizar bioquimicamente a tanase;

e Determinar os parametros cinéticos da enzima de interesse;

e Aplicar a tanase no tratamento do efluente de curtume de couro.
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3 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido na
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e no Laborat6rio de Microbiologia
e Biologia Celular do Departamento de Biologia na Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP — USP).

A Figura 6 descreve simplificadamente os procedimentos realizados no

presente trabalho.



Figura 6 - Esquema simplificado dos experimentos realizados neste trabalho.
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3.1 Coleta das plantas

Amostras de plantas para isolamento dos fungos endofiticos foram coletadas
no municipio de Sumé (07° 40' 18" S e 36° 52' 48" W), estado da Paraiba, regido que
abrange o bioma Caatinga (Figura 7). No més de maio de 2015 foram realizadas
coletas de cascas de aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemao), angico
(Anadenanthera colubrina Vell.), barauna (Schinopsis brasiliensis Engl.), cajueiro
(Anacardium occidentale L.) e catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul), que, de
acordo com Siqueira et al. (2012), possuem alta concentracdo de taninos na sua
composi¢cdo. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, etiquetadas e
transportadas para o Laboratério de Microbiologia do Centro de Desenvolvimento

Sustentavel do Semiarido na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

Figura 7 - A) Municipio de Sumé (A) no estado da Paraiba; B) Imagem aérea dos
pontos onde foram coletadas amostras vegetais para isolamento de fungos
endofiticos. Ponto A: 7°39'39.65" S e 36°53'51.59" O; Ponto B: 7°40'47.87" S e
36°52'26.17" O. Ponto C: 7°40'10.27" S e 36°51'39.90" O.

Fatnmonio

A)

Fonte: A) Autora; B) Google Earth.
3.2 Obtencéo dos fungos endofiticos

Para obtencdo dos fungos endofiticos as cascas foram lavadas com
detergente neutro em agua corrente e desinfestadas em solu¢des na seguinte ordem

e tempo: alcool 70% por 1 min; hipoclorito de sodio 3% por 4 min; alcool 70% por 1
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min e &gua destilada esterilizada por 2 min, seguindo a metodologia descrita por
Aratdjo et al. (2002). Posteriormente, o0 material vegetal foi seccionado
assepticamente em pequenos fragmentos e depositado em placas de Petri contendo
meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), descrito no item 3.2.1, previamente autoclavado,
adicionado do antibiético azitromicina (500 mg/L) para inibir crescimento bacteriano.
As placas foram incubadas a 37°C por 96 horas e monitorado o crescimento dos

microrganismaos.

Os fungos endofiticos recuperados foram armazenados pelo método
Castellani (CASTELLANI, 1939) e transportados para o Laboratorio de Microbiologia
da Faculdade Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (USP).

3.2.1 Meio de cultura paraisolamento dos fungos endofiticos

Meio Batata Dextrose Agar (BDA)

o Batala....coooii 10g
®  GlICOSE. ...ttt 29
L o -V PP PPRTRRPN 0,59
o AQUA AESHIAA.........c.ceeeeeeeeeeeeeeeee e, qsp100mL

3.3 Manutencéo dos isolados em laboratério

Os isolados foram cultivados em tubos com BDA comercial (Acumedia®)
inclinado por 96 horas a 37°C e, posteriormente, conservados a 4°C. Repiques
periodicos foram realizados a cada 30 dias. Os microrganismos também foram
preservados pelo método Castellani, que consiste de coldnias fungicas crescidas em
meio de cultura e depositadas em tubos contendo 1 mL de agua destilada
esterilizada (CASTELLANI, 1939).
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3.4 Selecao de fungos produtores de tanase
3.4.1 Selecao qualitativa: método ensaio em placa

Os fungos endofiticos isolados foram submetidos ao método de ensaio em
placa para verificar a sintese de tanase pela formacédo do halo de degradacao do

acido tanico, seguindo método descrito por Bradoo, Gupta e Saxena (1996).

Os isolados foram inoculados em placas de Petri contendo 20 mL de meio
mineral diferencial (pH 5,0) (PINTO et al., 2001), descrito no item 3.4.1.1,
previamente autoclavado a 121°C por 15 minutos, e &cido tanico, esterilizado
separadamente por microfiltragédo (0,22um), como unica fonte de carbono. Os fungos
foram mantidos a 37°C por 144 horas. A cada 24 horas o halo de hidrélise do acido

tanico foi mensurado.

3.4.1.1 Composicado dos meios de cultura para selecéo qualitativa dos fungos

endofiticos produtores de tanase

Meio mineral diferencial (PINTO et al., 2001)

L 1= 1 0,39
0 KHOP O ettt ettt ettt ettt 0,19
 MOSOLTH2O .. e 0,05¢g
0 K ettt ettt ettt ettt ettt ettt 0,059
0 FE2(SO8)3.TH20. oo 0,001g
L Yo 7= TR 0,39
o Fontede carbono.............ooemiiiiii 19
o Agua destilada...........ccoueeveeeeieeieeceeeeee e, qsp100mL

3.4.2 Selecédo quantitativa

Na selecdo quantitativa os fungos endofiticos foram cultivados em
Fermentacdo Submersa em 25 mL de meio mineral (COSTA et al., 2008) (pH 5,0),
descrito no item 3.9.2.1, previamente autoclavado, com 1% de acido tanico,
esterilizado separadamente por microfiltracdo (0,22 pm), como Unica fonte de
carbono, por 72 horas, 37°C e 120 rpm.
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3.5 Obtencéao dos filtrados extracelular e intracelular

Apbs o periodo de incubagédo, os cultivos foram filtrados a vacuo em funil
Blchner, com papel de filtro Whatman n°1, obtendo-se o caldo de cultura livre de
células, denominado de filtrado bruto extracelular. O micélio obtido foi macerado
com areia previamente tratada com acido nitrico, em gral de porcelana mantido em
banho de gelo e, posteriormente, ressuspenso em solucdo tampéo acetato de sodio
100 mM pH 5,0 e centrifugado a 10 000 xg, durante 10 min, a 4°C. O sobrenadante
foi denominado de filtrado bruto intracelular. Ambos os filtrados foram dialisados
contra 4L de agua destilada por 24 horas a 4°C e usados para determinacdo da

atividade enzimética.

3.6 Determinacgéo da atividade enzimética

A atividade tandsica foi determinada pelo método da rodanina metandlica,
como descrito por Sharma, Bhat e Dawra (2000), utilizando metil galato (0,2% m/v)
como substrato em tampédo acetato de sodio (100 mM, pH 5,0). O método foi
previamente padronizado por uma curva analitica de &cido gélico (0 a 0,1 mg/mL). A
reagao foi composta por 250 yL do substrato e 250 pL da amostra enzimatica, sendo
conduzida a 30°C durante 5 min. A reacdo enzimatica foi parada pela adi¢cdo de 300
ML de rodanina metandlica 0,667% (m/v). Apds 5 min, 200 yL de hidroxido de
potassio 0,5 N foram adicionados, formando um cromatégeno de coloragéo violeta.
O volume obtido foi adicionado de 4 mL de agua destilada. Ap6s 10 min procedeu-se
a leitura em espectrofotbmetro com comprimento de onda ajustado para 520nm. A
unidade de atividade tanasica (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima

necessaria para produzir 1Jumol de &cido galico por minuto nas condi¢des de ensaio.
3.7 Quantificacdo de proteinas e carboidratos

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padrdo, e expressa como mg de proteina por

mL de amostra.

O conteudo de carboidratos da tanase purificada foi estimado pelo método
fenolsulfurico, descrito por Dubois et al. (1956). Manose foi utilizado como padréo (0

e 0,1 mg/mL). As amostras enzimaticas (400 uL) foram adicionadas de 1mL de acido
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sulfarico P.A e 10 pL de fenol 80%. A mistura foi agitada e mantida em banho de
gelo por 10 min e, posteriormente, incubada a 30°C por 15 min. Em seguida,
realizou-se a leitura em espectrofotbmetro em comprimento de onda A=490nm. No
branco a amostra enzimética foi substituida pela mesma quantidade de agua

destilada. A quantidade de carboidrato foi expressa como mg por mL da amostra.

3.8 Identificacéo dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos selecionados como melhores produtores de tanase
foram identificados no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de

Vicosa (UFV- MG) com base em analises morfoldgicas.
3.9 Producdao de tanase por fungos endofiticos em FSbm

As espécies selecionadas como melhores produtoras de tanase foram
cultivadas em Fermentagdo Submersa, inicialmente em meio mineral (COSTA et al.,
2008), e padronizadas as melhores condi¢cdes de cultivo em fungédo do tempo, meio
de cultura, temperatura, fonte de carbono, nitrogénio e pH. Os filtrados obtidos foram
empregados para determinacdo da atividade enzimatica e quantificacdo de

proteinas, como descrito anteriormente.

3.9.1 Producéo de tanase em funcédo do tempo de cultivo

As culturas em FSbm foram obtidas mediante in6culo de 1mL da suspensao
de esporos (5x10° esporos/mL) de cada espécie selecionada em frascos Erlenmeyer
de 125 mL, contendo 25 mL de meio mineral (pH 5,0), com 1% (m/v) de &cido tanico,
como fonte de carbono adicional. As Fsbm foram conduzidas a 37°C, 120 rpm por
um periodo de 144 horas e a cada 24 horas os filtrados foram ensaiados para

atividade enziméatica e quantificacao de proteinas.

3.9.2 Producéo de tanase em funcdo do meio de cultura

A producdo de tanase foi determinada avaliando-se a influéncia dos
diferentes meios de cultura: Czapeck (WISEMAM, 1975); M5 (PERALTA et al,
1990); SR (RIZZATI et al., 2001); Meio Khanna (KHANNA; SUNDARIL; KUMAR,
1995); Meio Mineral (COSTA et al., 2008), empregando como fonte de carbono



48

adicional 1% (m/v) de acido tanico e pH ajustado para 5,0. As culturas foram

mantidas sob agitacao orbital de 120 rpm e em condi¢ao estacionéria.
3.9.2.1 Composicao dos meios de cultura e solucdes de sais

Meio Czapeck (WISEMAN, 1975)

L = 1 0,39
0 KH2P Ot oottt ettt 0,1g
0 MOSO . THO . .. 0,059
0 K ettt ettt 0,059
0 FEU(SOL)3.TH2O ettt ettt ettt ettt 0,001g
L = (o 0 [T SNV =T o [ = 0,19
o FONte de CarbONO..........cooi i e 19
@ AQUA AESHIAA. ......c.veveieeiee ettt qsp100mL
Meio M5 (PERALTA et al., 1990)
o EXIrato de I8VEAUIA.........cccoiiiiieeeeee et e e e 0,69
O PePIONA. .. e 0,19
L - 1O O 0,19
LI\ - [ PP 19
0 CHICOONH A ..o, 0,64
o FOoNte de CarbONO0..........cooiiiiii e e 19
LR o U T: o L= 11 o - VO gsp 100mL
Meio Khanna (KHANNA et al., 1995)

e Solucado de sais Khanna [20X]........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiie e eeee e e e 5mL
L i = (o 0 [ (V=10 U] = TR 0,1g
o FONtE de CArbONO......coi i 19
@ AQUA AESHIATA ..ot gsp 100mL
Solugéo de sais Khanna [20x]

0 NHINOG ..ot 29

0 KHOP O oottt ettt ettt 1,39

0 MOS0 TH2O .o, 0,362g



0 KCleeeeee ettt ettt ettt 0,098g
4110 Y = 1@ TSR 0,0079
0 MNSOAH20 oo oot eee et ee et r st reee e 0,0138g
B 10 ) <] = o TSP 0,0066(
L O V110 Y1 P 0 ST 0,0062g

Meio Mineral (COSTA et al., 2008)

L = (O I o (SR (A =T 11 = T 0,1g

o FONte de CarbONO.........uiicce e 19

Sais minerais

0 KHPO oottt 0,1g
0 MOSOTH2O oo 0,29
L O T 0,19
0 NHAC et 0,39
o Agua destilada...........ccooeueeiiuiieieeeeeeeeeee e, gsp 100mL

Meio SR (RIZZATI et al., 2001)

o SOIUCAO de SAIS SR [20X]....cceiiiiiiieiiiiiieee e e e e e e e e 5mL
O PePIONA. ... 0,029
o  EXIrato de 1eVeAUIa..........ccooiiiiiiieeee e e 0,45g
o FONtE dE CArDONO........uuiiiiiiiiiiiie e 1g
L Vo [V E= N0 (=1 1= Vo L= O gsp 100mL

Solugéo de sais SR [20x]

0 MOS0 TH2O e 0,249
0 KHOP O oottt ettt ettt 0,39
° NH4H2PO4 .................................................................................................. 1g

o AQUA ESHlada..........cccveeeieeceieeeee e, gsp 100mL
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3.9.3 Efeito datemperatura na producéao de tanase

Os fungos endofiticos foram cultivados nas temperaturas de 30°C, 35°C,
37°C e 40°C para analisar seus efeitos na producdo de tanase e determinar qual a

mais apropriada para maxima sintese enzimatica.

3.9.4 Efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na producédo de

tanase

A influéncia de diferentes fontes de carbono adicionais na producdo de
tanase foi analisada usando carboidratos (m/v) (glicose 2%, lactose 1%, maltose 1%
e sacarose 1 %), folhas de plantas (ch&a verde 1%, Eucalyptus sp. 1%, horteld 1%,
manjericdo 1% e roma 1%), diferentes tipos de taninos (acido tanico 1% , metil
galato 1%, tanino de Acéacia sp. 1%), acido galico, pinhdo manso e casca de

mandioca.

As fontes de nitrogénio caseina, extrato de carne, extrato de levedura e
peptona (0,1% m/v) foram adicionadas aos meios de cultivo e analisadas suas

influéncias sobre a producdo da enzima de interesse.

3.9.4.1 Preparo dos produtos agroindustriais e folhas vegetais

Os produtos agroindustriais como folha de cha verde, horteld, cha preto e
manjericdo foram adquiridos no comeércio local, sendo utilizados diretamente no
meio de cultivo. As folhas dos vegetais (Figura 8) foram colhidas no municipio de
Jardinopolis (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.
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Figura 8 - Produtos agroindustriais e agroflorestais empregados como fontes de
carbono adicionais para produgédo de tanase em FSbm. A) Casca de mandioca; B)

Cha verde; C) Roma; D) Manjericdo E) Eucalipto; F) Tanino de acacia; G) Hortela.

Fonte: Autora

3.9.5 Producéo de tanase em func¢éo do pH de cultivo

O pH inicial do meio de cultura foi ajustado para 4,0; 5,0 e 6,0, empregando

NaOH (1M) e HCI (1M), visando determinar seu efeito na producado de tanase.
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3.10 Producdo de tanase por fungos endofiticos em Fermentacdo em
Estado Sélido

Na Fermentacdo em Estado Solido (FES) as espécies selecionadas como
melhores produtoras de tanase foram inoculadas em diferentes substratos solidos,
item 3.9.4.1, umidificados com diferentes solugbes umectantes (sais minerais, sais
de Khanna, agua destilada, 4gua de torneira e sais SR) na proporcao 1:1 (m/v). As
fermentacdes foram conduzidas por 96 horas a 37°C em estufa com 60% de
umidade relativa, verificada por termohigrometro digital. Ao término dos cultivos 25
mL de agua destilada gelada foram adicionados as FES e, entdo, submetidas a
agitacdo de 140 rpm por 20 min a 4°C. Em seguida, os cultivos foram filtrados a
vacuo em um funil Biichner utilizando gaze e posteriormente papel de filtro Whatman
n°l. Os filtrados livres de células foram dialisados contra 4L de agua destilada por 24
horas a 4°C e determinadas as atividades enzimaticas extracelulares e quantificadas

as proteinas, como descrito nos itens 3.6 e 3.7.
3.11 Purificacdo datanase em colunas cromatograficas

O filtrado bruto extracelular foi dialisado contra agua destilada a 4°C por 24
horas e posteriormente submetido ao processo de purificacdo em coluna
cromatografica de troca ibnica DEAE-Celulose (1 x 12 cm), previamente equilibrada
em tampdao acetato de sodio 10 mM, pH 5,0. A enzima foi eluida mediante aplicacéo
de um gradiente linear de NaCl (0-1,5 M) no mesmo tampao, com vazao ajustada
para 1,5 mL/min. As fracbes (3 mL/tubo) coletadas foram monitoradas a 280 nm e
submetidas a avaliacdo de atividade enzimética como descrito anteriormente. As
fracbes que apresentaram atividade tanasica foram reunidas em um Unico pool,
dialisadas overnight contra agua destilada a 4°C, por 24 horas. Posteriormente,
foram liofilizadas, ressuspensas em solucdo tampédo Tris-HCI 50 mM pH 7,5
adicionado de 100 mM de KCI e, entdo, aplicada em coluna cromatografica de
exclusdo molecular Sepharose CL-6B (1 x 70 cm), previamente equilibrada e eluida
com este mesmo tampé&o. A vazao foi ajustada para 0,4 mL/min e as fragbes (1
mL/tubo) que apresentaram atividade tanasica foram reunidas em um Unico pool, o
qual foi dialisado overnight contra agua destilada a 4°C, em seguida, liofilizado e

aplicado em eletroforese em condi¢cdes desnaturantes, como descrito a seguir.
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3.12 Eletroforese em condi¢gbes desnaturantes (SDS-PAGE)

O processo de purificagdo foi acompanhado por eletroforese em gel de
poliacrilamida montado entre placas de vidro, em condicfes desnaturantes (SDS-
PAGE 12%) (LAEMMLI, 1970), utilizando uma fonte ajustada para 120 V e 40 mA.
Apos corrida eletroforética o gel foi removido das placas de vidro e as bandas
proteicas coradas com Coomassie Blue Silver G-250. Como marcador de massa
molecular foi utilizado o Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (BIO-RAD)

com massa molecular variando de 10 a 250 kDa.

3.13 Determinacdo da massa molar

A massa molecular nativa da tanase foi determinada utilizando-se amostras
proteicas dialisadas overnight contra agua destilada, liofilizadas e ressuspensas em
2mL de tampé&o Tris-HClI 50mM pH 7,5 adicionado de 100 mM de KCI, sendo
posteriormente aplicadas em coluna de exclusdo molecular Sepharose CL6B (1 x 70
cm), nas mesmas condi¢cdes citadas no item 3.11. Como marcadores de massa
molar foram utilizados B-amilase (200 kDa), &lcool desidrogenase (150 kDa) e
albumina de soro bovino (66 kDa). O volume livre da coluna (V,) foi de 56 mL,

determinado com Blue Dextran 2000.

3.14 Caracterizacao bioguimica das tanases
3.14.1 Temperatura 6tima e estabilidade térmica

A temperatura 6tima para a atividade tandsica foi determinada incubando-se
as enzimas em diferentes temperaturas entre 30°C e 80°C, com intervalos de 5°C. A
estabilidade térmica foi realizada a partir da incubacdo da enzima em agua em
diferentes temperaturas (30°C, 45°C, 50°C e 65°C) por diferentes intervalos de
tempo (0, 5, 10, 20, 30, 60, 120 e 180 minutos). A cada intervalo, aliquotas da
enzima incubada eram retiradas, mantidas em banho de gelo e depois ensaiadas

para atividade tandasica.

3.14.2 pH o6timo e estabilidade ao pH

O pH 6timo para a atividade tanésica foi determinado utilizando-se diferentes

solugdes tampdes (100 mM) com pH variando entre 3,0 e 8,0. Para pH 3,0 a 4,5 foi
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utilizado tampao acido citrico; para pH 5,0 — 6,0 o tamp&o acetato de sodio; para pH
6,5 a 8,0 tampao Tris-HCI.

A estabilidade da tanase ao pH foi verificada incubando-se a enzima em
diferentes solucbes tampdes a 100mM, sendo utilizados tampéao acido citrico (pH 3,0
e 4,0), tampao acetato de sédio (pH 5,0 e 6,0) e tampéao Tris-HCI (pH 7,0 a 8,0), em
banho de gelo. As amostras enziméticas foram adicionadas na proporcédo 1:1 (v/v) e
apos incubacdo por diferentes periodos, aliquotas foram retiradas em diferentes

intervalos de tempo e a atividade enzimatica residual foi determinada.

3.14.3 Efeito de diferentes compostos na atividade tanésica

O efeito de varios compostos quimicos sobre a atividade tanasica foi
determinado adicionando 0s seguintes compostos na mistura de reacdo: sais
(AgNO3, BaCl,, CaCl,, CoCly, CuCly, CuSO4, Fex(S04)s, FeCls, HgCly,, KH2POy,
MgCl,, MNSO4, MNnCl,, MNSO4, NaCl, NH4CI, Zn(NO3), e ZnSO,), B-mercaptoetanol,
ureia e EDTA na concentracéo final de 1mM; 0,01% (v/v) para os detergentes SDS,
Triton X — 100, Tween-80 e Tween-20 e 1% (v/v) para os solventes organicos

metanol, acetonitrila, etanol, acetona, isopropanol e n-butanol.

Diferentes concentracdes (0 a 50 mM) de glicose e acido gélico foram
adicionadas a mistura de reacdo para avaliar a influéncia dos produtos de hidrélise
sobre a atividade tanasica.

3.15 Hidrolise de diferentes substratos

As atividades esterasica e depsidasica da tanase foram determinadas
utilizando-se metil galato e &cido tanico como substratos, respectivamente,
preparados em tampdo acetato de sodio 100 mM pH 5,0. As reacbes foram
finalizadas em intervalos de tempo variando de 2 a 180 minutos. A mistura de ambos
0s substratos (1:1 v/v) foi também submetida a acédo das tanases com o intuito de

verificar se os sitios de hidrélise para estes substratos eram comuns.

3.16 Determinacdo das constantes cinéticas

A constante de Michaelis-Menten (Kr,), velocidade maxima (Vmax), constante
de renovacdo (Kcy) e a razdo Kca/Kn foram determinadas para a tanase purificada,
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utilizando &cido tanico (0,25 -30 mM), metil galato (0,25 - 60 mM) e propril galato
(0,25 — 20 mM) como substratos. Os valores de K, e Vnax foram determinados com
auxilio do software SigrafW. A atividade tanasica foi determinada pelo método da

rodanina metanodlica, como descrito no item 3.6.

3.17 Aplicacdo datanase em efluentes de curtume

As amostras dos efluentes utilizadas nesta pesquisa foram coletadas no
distrito de Ribeira, situado em Cabaceiras, estado da Paraiba, na Cooperativa dos
Curtidores e Artesdos em Couro de Ribeira de Cabaceiras (ARTEZA). Os efluentes
sdo provenientes do processo de curtimento do couro de bode realizado em

maguina ou manualmente (Figura 9).

Inicialmente, as amostras dos efluentes foram adicionadas de filtrado bruto
contendo tanase de A. fumigatus CAS21 ou enzima purificada na proporcéo 1:1 (v/v)
e incubadas a 30°C por 2 horas. Em seguida, foram fervidas por 5 minutos. A
mistura foi lida em espectrofotometro em diferentes comprimentos de onda, variando
de 450 a 1100 nm, com intervalo de 50 nm. Como controles foram utilizadas as

amostras dos efluentes adicionadas de agua destilada na proporcéo 1:1 (v/v).

Em uma segunda andlise, verificou-se o teor de taninos nos efluentes apos o
tratamento com a tanase. O filtrado bruto contendo a enzima foi adicionado nas
amostras dos efluentes do curtume (1:1 v/v) pelos periodos de 1 hora e 2 horas de
incubacédo a 30°C. O teor de taninos presentes nas amostras dos efluentes tratados
e nao tratados foi determinado pelo método de precipitacdo de proteinas por taninos
(HAGERMAN; BUTLER, 1978). Previamente o método foi padronizado por curva
analitica de acido tanico (0,2 mg/mL). As amostras do curtume tratadas com a
enzima (1 mL) foram adicionadas de 3 mL de solucdo de BSA, preparada em
tampéo acetato 0,2 M pH 5,0 contendo 0,17 M de cloreto de sodio, e mantidas por
15 minutos a temperatura ambiente, seguida por centrifugagdo a 5 000 g durante 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi dissolvido em 1 mL de
SDS, em seguida adicionado de 3 mL de solucado de SDS-trietanolamina e 1 mL de
FeCls. Ap6s 15 minutos a temperatura ambiente a absorbancia foi avaliada a 510 nm

contra o branco com agua destilada (na auséncia das amostras de curtume). Um
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ensaio controle foi utilizado para determinar o teor de taninos das amostras sem o

tratamento enzimaético.

Figura 9 - Processo de tratamento em maquina (A) e manual (B) do couro de bode

realizado na Cooperativa ARTEZA da Ribeira de Cabaceiras — PB.

Fonte: Autora.

3.18 Andlise dos experimentos

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os experimentos foram
analisados com base na média e no erro padrdo. Para andlise dos dados obtidos e
representacdes graficas foram utilizados os programas Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft), OriginPro 8 (OriginLab Corporation) e SigrafW (LEONE et al., 2005),

respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fungos endofiticos isolados de plantas da Caatinga

A coleta de cascas de plantas da Caatinga, seguido pelo in6culo em meio
BDA, possibilitou a recuperacdo de 16 fungos que foram considerados endofiticos,
sendo 5 linhagens isoladas do angico, 4 da aroeira, 5 da barauna, 1 do cajueiro e 1
da catingueira (Figura 10), nomeados de acordo com a planta e data que foram
coletados. Os microrganismos isolados foram submetidos a triagem para producao

de tanase.

Figura 10 - Fungos endofiticos isolados de cascas de plantas da Caatinga.

\

Numero de linhagens de fungos endofiticos isolados

Angico Aroeira Barauna Cajueiro Catingueira

Plantas da Caatinga

Fonte: Autora.

4.2 Selecao de fungos endofiticos produtores de tanase

4.2.1 Selecgao qualitativa

O ensaio em placa é um método qualitativo que foi desenvolvido com o
objetivo de obtencdo de uma zona clara devido a hidrolise do acido tanico. Na
Tabela 2 pode ser observado que todas as linhagens apresentaram crescimento no
meio de cultura e hidrolisaram o &cido tanico em 24 horas de cultivo, com halos
variando entre 6,0 e 8,5 mm de didmetro. Apos 72 horas os halos obtidos atingiram
diametros entre 25 e 35 mm, com destaque para as linhagens isoladas do angico



18/05 e da barauna 2 21/05. A partir de 96 horas a medi¢do tornou-se impossivel

devido ao crescimento desordenado dos microrganismos no meio de cultivo.

Tabela 2 - Selecdo de fungos endofiticos produtores de tanase pelo método de

ensaio em placa.

Linhagens Meio Acido Halos de hidrélise do &cido tanico
Tanico* (mm)
24 horas 72 horas

Angico 15/05 * 7,25+ 0,25 *
Angico 18/05 * 6,38 + 0,13 35,00 +£1,63
Angico 1 19/05 * 8,17 + 1,67 *
Angico 2 19/05 * 7,13 + 0,02 27,00 £ 1,40
Angico 1 21/05 * 7,08 + 0,13 25,00 £ 0,50
Angico 2 21/05 * 7,25 +0,10 *
Aroeira 18/05 * 6,83 £ 0,63 27,00 + 1,03
Aroeira 1 19/05 * 7,33+1,01 *
Aroeira 2 19/05 * 7,08 + 0,52 28,00 + 1,68
Aroeira 21/05 * 6,00 £ 0,90 25,00 + 1,93
Barauna 18/05 * 7,25+1,15 28,00 £ 0,83
Barauna 2 19/05 * 6,58 + 0,52 25,00 £ 0,83
Barauna 1 21/05 * 6,88 £ 0,63 *
Barauna 2 21/05 * 7,75+ 0,00 30,00 + 0,62
Cajueiro 21/05 * 8,17 £ 0,72 28,00 £ 1,16
Catingueira 21/05 * 8,50+ 1,30 28,00 +1,31

! Crescimento no meio de cultivo;

* Nao foi possivel medicdo do halo pelo crescimento desordenado dos fungos neste periodo.

A técnica de selecdo em placa foi amplamente utilizada para detectar a
presenca de tanase por meio da formacdo da zona clara envolvendo a colonia
(BRADOO et al., 1996). A adicdo de acido tanico no meio de cultura forma um
complexo com proteinas. Apds a clivagem deste complexo é produzida uma zona

clara em torno da coldnia fungica pela acédo da tanase (NADAF; GHOSH, 2011). De
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acordo com Pinto et al. (2001), o ensaio em placa é um procedimento de triagem
simples e rapido, sendo considerado um bom indicador da capacidade dos
microrganismos em utilizar o acido tanico como fonte de carbono devido a sintese e
atividade de tanase no meio. Bradoo et al. (1996) observaram que 0s potenciais
produtores de tanase, embora apresentassem reduzido crescimento no meio,
produziram zonas claras em torno da colénia e 0S microrganismos que nao
produziram a enzima apresentaram crescimento restrito sem a formacdo da zona
clara. Amplamente utilizado, este teste foi aplicado para selecdo de fungos,
bactérias e leveduras produtores de tanase (JANA et al., 2012), como as bactérias
isoladas do solo de efluentes de curtume (SIVASHANMUGAM; JAYARAMAN, 2013),
fungos de cavernas brasileiras (MELO et al., 2013) e bactérias do sistema digestivo
de peixes de dgua doce (TALUKDAR; RING@; GHOSH, 2016).

Entretanto, o ensaio em placa deve ser associado a uma selecao
guantitativa, empregando outras metodologias, para minimizar a perda de
microrganismos capazes de produzir tanase (MELO et al.,, 2013). Deste modo,
considerando que todas as linhagens de fungos foram capazes de crescer em meio
mineral contendo acido tanico, como fonte de carbono adicional, o potencial para a

producdo da enzima em FSbm também foi analisado.

4.2.2 Selecao quantitativa

Na selecdo quantitativa foi analisada a producdo de tanase extracelular e
intracelular pelas 16 linhagens fangicas isoladas. Na Tabela 3 observa-se que a
maior atividade extracelular (10,14 U/mL) foi obtida para a enzima produzida pelo
fungo isolado do cajueiro e a maior atividade intracelular, de 2,83 U/mL, para a
tanase produzida pelo fungo associado ao angico 19/05. Levando-se em
consideracdo a atividade total, somatoria das atividades enziméaticas extracelular e
intracelular, e as atividades especificas as linhagens angico 18/05 e cajueiro foram

as melhores produtoras nas condi¢des de cultivos testadas.

Os testes realizados demonstraram o potencial dos fungos endofiticos
isolados de plantas com alta concentracdo de taninos em sintetizar tanase, com
destaque para as linhagens isoladas do angico 18/05, que apresentou halo de
hidrolise do acido tanico de 35 mm, atividade enzimatica e especificas totais de
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12,18 U/mL e 44,86 U/mg, respectivamente, e o fungo isolado do cajueiro 21/05,
com halo de hidrélise de 28 mm, atividade enzimatica e especifica totais de 11,29
U/mL e 29,00 U/mg, sendo estas duas linhagens selecionadas para prosseguimento

da pesquisa.

Tabela 3 - Producdo de tanase por diferentes linhagens de fungos endofiticos
cultivados em meio mineral com 1% de &cido tanico, a 37°C por 72 horas de cultivo.

Atividade enzimatica (U/mL)

Atividade
especifica (U/mg)

Linhagens
Extracelular  Intracelular  Extra Extra + Intra
+ Intra
Angico 15/05 9,41 + 0,52 1,47 + 0,52 10,89 25,70
Angico 18/05 10,05 +0,43 2,13 +0,92 12,18 44,86
Angico 1 19/05 6,97 + 0,82 2,83+0,94 9,80 25,01
Angico 2 19/05 2,82+ 1,53 0,17 £ 0,22 2,99 8,80
Angico 1 21/05 1,09 + 0,60 0,18 + 0,22 1,27 3,79
Angico 2 21/05 8,44 £ 0,94 0,20+ 0,11 8,64 18,47
Aroeira 18/05 8,17 + 0,86 1,59 £ 0,35 8,17 26,04
Aroeira 1 19/05 4,74 + 0,37 1,75+ 0,35 4,74 24,04
Aroeira 2 19/05 6,67 + 0,39 2,33+0,72 6,67 23,05
Aroeira 21/05 5,98 + 0,63 0,88 +£0,34 5,86 15,56
Baralna 18/05 7,42 + 0,73 0,71 +0,82 8,13 26,40
Barauna 2 19/05 5,98 + 2,09 0,50 + 0,46 6,47 20,28
Barauna 1 21/05 6,36 + 0,42 0,29 + 0,23 6,64 19,97
Barauna 2 21/05 5,82 + 0,66 1,40+ 0,63 7,21 21,51
Cajueiro 21/05 10,14 + 0,74 1,15+0,18 11,29 29,00
Catingueira 21/05 5,02 + 2,05 0,90 +0,14 5,93 21,04

Cultivo realizado em meio mineral com &cido tanico 1% (m/v) como fonte de carbono adicional, por 72
horas, a 37 °C, sob agitacdo orbital (120 rpm).

Os dois fungos endofiticos selecionados foram identificados no Laboratério

de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV- MG) com base em
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andlises morfoldgicas. O fungo associado ao angico 18/05 foi identificado como
Aspergillus niger, sendo a linhagem especifica indicada pela sigla ANG18, enquanto
o fungo associado ao cajueiro como Aspergillus fumigatus, indicado com a sigla
CAS21.

Espécies de Aspergillus sdo descritas na literatura como as melhores
produtoras de tanases. Batra e Saxena (2005), ao estudar o potencial de producgao
dessa enzima por fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium,
observaram que A. niger produziu halo de hidrélise do acido tanico em torno de 21
mm de diametro e atividade enzimatica de 1,65 U/mL, enquanto que, A. fumigatus
apresentou halo de 65 mm de didmetro e atividade de 8,65 U/mL apés 24 horas de
cultivo. Murugan, Saravanababu e Arunachalam (2007), ao estudar fungos isolados
de efluentes de curtumes observaram didmetros dos halos de hidrélise do &cido
tanico variando de 12 mm a 14 mm e atividade enzimatica total a partir de 10 U/mL
para A. flavus e de 20,4 U/mL para A. niger sob FSbm conduzida em biorreator.
Melo et al. (2013), verificaram que espécies de Aspergillus isoladas de cavernas
brasileiras produziram halos variando entre 24 e 33 mm de diametro, apds 48 horas
de cultivo, e atividades tanasicas de aproximadamente 6,0 U/mL em 120 horas.
Segundo Aguilar et al. (2007), a tanase € induzida e expressa com diferentes niveis,
mostrando diferentes padrées de producdo dependendo da linhagem e das

condicBes de cultivo empregadas.

4.3 Otimizacao das condi¢fes de cultivo para producédo de tanase por A. niger
ANG18 e A. fumigatus CAS21

4.3.1 Producéao de tanase em funcao do tempo de cultivo

As espécies A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21 foram cultivadas em
FSbm e padronizadas as melhores condi¢cdes de cultivo. O tempo de fermentacao
necessario para obter a maxima producdo de tanase por fungos varia de uma
linhagem fungica para outra. Contudo, A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21
apresentaram comportamentos semelhantes relativos a producdo e secrecdo das
enzimas, com sintese maxima (36,34 U/mL e 27,07 U/mL, respectivamente) obtidas
com 24 horas de cultivo para a tanase extracelular (Figura 11). Na forma intracelular,
as maximas producdes enzimaticas (5,85 U/mL e 2,85 U/mL) também foram
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alcancadas com 24 horas, entretanto, em niveis reduzidos, cerca de 7 vezes menor,
quando comparado com a forma extracelular. As maximas atividades especificas
extracelulares também foram obtidas neste mesmo periodo para tanases de A. niger
ANG18, com atividade de 40,29 U/mg, e A. fumigatus CAS21, de 38,75 U/mg. Com
0 aumento do tempo de FSbm houve um declinio acentuado na producdo da
enzima, possivelmente, devido ao acumulo de &cido galico, uma vez que a sintese
de tanase pode ser reprimida pelo produto final (HADI et al., 1994; BRADOO et al.,
1997), ou por acdo da enzima protease. Aguilar et al., (2002) e Cruz-Hernandez et
al., (2006) relataram o efeito da atividade proteolitica durante a sintese de tanase,
provocando uma diminui¢cdo na producao da enzima de interesse. Portanto, 24 horas
foi fixado como melhor tempo para producdo de tanase pelas linhagens de fungos

endofiticos e foi escolhido a forma extracelular para continuidade da pesquisa.

Figura 11 - Influéncia do tempo de cultivo dos fungos A. niger ANG18 (A) e A.
fumigatus CAS21 (B) na producéo de tanases extracelular (o) e intracelular (o), e na
atividade especifica extracelular (e) e intracelular (A). Cultivo realizado em meio

mineral com 1% (m/v) de acido tanico, a 37°C e 120 rpm.

Atividade enziméatica (U/mL)

40 4

30

20

104

L 40

30

20

10

(Bw/n) eoyjoadse spepirny

Atividade enzimatica (U/mL)

B)
40

30

20

10

L 40

I 30

20

10

(Bwy/n) eoyjoadsa apepirny

0 24 48 72 9% 120 144 0
Tempo (horas)

Tempo (horas)

Fonte: Autora.

Os fungos sédo conhecidos por degradar taninos na fase primaria de
crescimento (BRADOO; GUPTA; SAXENA, 1996), como pode ser observado na
Figura 12 A e B. As tanases de A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21 foram
sintetizadas na fase exponencial de crescimento indicando sua importancia para o
metabolismo nutricional dos microrganismos. A sintese maxima pelas linhagens nos

primeiros instantes de cultivo pode ser entendida como mecanismo para quebrar o



63

acido tanico e consumir o &cido tanico disponivel. Ao longo do cultivo ocorreu a
desaceleracdo do crescimento fungico, possivelmente, devido ao fornecimento

limitado dos nutrientes do meio e dos produtos de hidrélise do acido tanico.

As tanases sdo produzidas durante as primeiras etapas de crescimento
microbiano porque € um metabdlito primario (AGUILAR; GUTIERREZ-SANCHEZ,
2001). Resultados semelhantes foram relatados para varios fungos filamentos, como
A. tamarii (COSTA et al., 2012) A. aculeatus (BANERJEE; MONDAL; PATI, 2001) e
A. niger (DARAH et al., 2011a).

Figura 12 - Influéncia do tempo de cultivo dos fungos A. niger ANG18 (A) e A.
fumigatus CAS21 (B) na producgao de tanase extracelular (o) e biomassa (m). Cultivo
realizado em meio mineral tendo acido tanico 1% (m/v) como fonte de carbono a

37°C, sob agitacao orbital de 120 rpm.
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Fonte: Autora.

4.3.2 Meios de cultura na producéo de tanase

As condicdes de cultivo (agitacdo e estacionaria) e a composi¢cao do meio
de cultura sdo fatores que influenciam a produgcdo de enzimas por microrganismos.
Basicamente, o meio deve conter fonte de carbono, nitrogénio e presenca de alguns
sais visando proporcionar ao microrganismo todos os nutrientes que ele necessite.
Na Tabela 4 pode ser observada a producdo enzimatica em fungdo do meio de
cultura usado, bem como das condi¢des de cultivo empregadas para os fungos A.
niger ANG18 e A. fumigatus CAS21. Analisando a producéo de tanase por A. niger

ANG18, observa-se que o meio M5 mantido em estado estacionario proporcionou a
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maior producdo da enzima. No entanto, a atividade especifica mais elevada (47,15

U/mg) foi obtida quando utilizado o meio Khanna, sob agitacdo, sendo entdo, este

meio selecionado para cultivo dessa espécie visando futuras etapas de purificacao

em colunas cromatograficas. A menor producdo (19,00 U/mL) ocorreu no meio de

cultura SR em condi¢Bes estacionarias, seguido pelo meio Czapeck em condi¢cbes
de agitacdo (19,30 U/mL) e estacionéria (19,50 U/mL). Para A. fumigatus CAS21 a

menor producao foi observada em meio SR sob agitacdo (16,31 U/mL) e a maxima

sintese enzimatica (36,52 U/mL) foi obtida em meio mineral sob agitacao orbital,

bem como, atividade especifica mais elevada (48,20 U/mg), sendo este meio, entéo,

selecionado para cultivo dessa espécie. Adicionalmente, os fungos apresentaram

producdo em ambas as condicdes de cultivo (agitacdo e estacionaria).

Tabela 4 - Determinagdo do meio de cultura para cultivo dos fungos A. niger ANG18

e A. fumigatus CAS21 visando a producédo de tanase extracelular.

A. niger ANG18

A. fumigatus CAS21

Meios Condigdes Atividade Atividade Atividade Atividade
de de cultivo tanasica especifica tanasica especifica
cultura (U/mL) (U/mg prot.) (U/mL) (U/mg prot.)
Czapeck Agitacao 19,30£4,85 35,69 +2,31 29,16 + 4,02 37,43 £ 0,96
Estacionario 19,50+ 1,38 19,32 +0,10 25,43 +1,83 5,24 + 0,05

M5 Agitacdo 27,03+4,51 26,68 +0,53 21,31 +2,87 5,14 + 0,06
Estacionario 33,64 £3,59 8,50+ 0,04 23,66 + 1,67 4,49 + 0,02
SR Agitagcdo 28,58 +4,78 44,84 + 0,03 16,31+1,60 2550+1,79
Estacionario 19,00+1,99 27,50+ 2,78 22,85+ 2,20 532+0,12
Meio Agitacao 21,34 +2,42 36,24 + 3,38 36,52 £ 5,34 48,20 £ 1,27
Mineral Estacionario 22,56 +1,10 24,47 +1,72 27,31+1,61 5,61 +0,25
Khanna Agitacao 28,87 +£0,43 47,15%5,37 30,14 + 4,18 42,76 £ 4,23
Estacionario 31,33 +3,01 31,96 +1,47 25,45 + 3,56 6,44 + 0,11

Cultivo realizado com 1% (m/v) de &cido tanico como fonte adicional de carbono, por 24 horas a 37°C.
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A presenca de ions metalicos na producdo de tanase é necessério para a
expressdo completa da atividade catalitica da enzima, como também, para auxiliar o
crescimento e reproducdo dos microrganismos (JANA et al.,, 2013; JANA et al.,
2014). Tais compostos sdo micronutrientes e atuam como co-fatores de enzimas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Contudo, a presenca de alguns ions metalicos
no meio de fermentacao pode inibir a sintese enzimatica devido a sua ligacdo com o
acido tanico, favorecendo a formacdo de complexos insolluveis limitando, deste
modo, sua biodisponibilidade como fonte de carbono (LATA; RANI, 2015). A
presenca de CaCl, e NH4Cl no meio mineral pode ter favorecido para maxima
producdo de tanase por A. fumigatus CAS21, tais componentes sdo ausentes nos
demais meios testados. De acordo Sivashanmugam e Jayaraman (2013), a adicéo
de sais no meio de cultura, exceto NH4ClI, promoveu inibicdo na producao de tanase.
A presenca de CaCl, promoveu aumento na producdo de tanase por Aspergillus
niger Van Tiegh (HAMDY; FAWZY, 2012) A. oryzae e A. japonicus (ABDEL-NABEY;
et al., 2011). Para A. niger, os elementos ZnSO4.H,0O e CuSO,4.5H,0 ausentes nos
demais meios, podem ter influenciado na producéo da enzima de interesse. A adicéo
de Fe**, Zn** e Cu* no meio de cultivo foram estimuladores para a producéo de
tanase por A. niger (YAMADA et al., 1968). Contudo, o efeito de inibitério de Zn** e
Cu?* foi observado para sintese da enzima por Aspergillus niger Van Tiegh
(ABOUBAKR; EL-SAHN; EL-BANNA, 2013).

Observa-se na Tabela 4 que os cultivos realizados com agitacédo
promoveram maior atividade especifica. Em FSbm, a agitacdo é necessaria para
assegurar a transferéncia de massa, calor e oxigenacao, influenciando nos
crescimento microbiano e sintese de metabdlitos (PAPAGIANNI, 2004). InUmeros
estudos apontam que o aumento na velocidade de agitacdo promove uma maior
producdo de tanase, possivelmente, devido a transferéncia de calor, massa e
oxigénio (DARAH et al.,, 2011b; HAMDY; FAWZY, 2012). Seth e Chand (2000)
observaram gque na velocidade de agitagédo lenta n&o ocorreu mistura adequada dos
nutrientes do meio, afetando o crescimento e provocando acumulo de acido galico

na superficie do micélio, reduzindo a produc¢ao de tanase.
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4.3.3 Temperatura de cultivo

A manutencdo de uma temperatura adequada para 0 processo é um dos
principais fatores que afetam a economia da producdo de enzimas microbianas
(BANERJEE; MUKHERJEE; PATRA, 2005). Os fungos endofiticos A. niger ANG18 e
A. fumigatus CAS21 foram cultivados nos meios Khanna e Mineral, respectivamente,
sob diferentes temperaturas para analisar seus efeitos na producdo de tanase e
determinar qual a mais apropriada para maxima sintese enzimatica (Figura 13).
Verifica-se padrées semelhantes de producdo. A 37°C foi observado elevado nivel
enzimatico para ambas as espécies fungicas, enquanto que sob outras temperaturas
a sintese de tanase extracelular foi reduzida.

Figura 13 - Efeito da temperatura de cultivo na producdo de tanase extracelular
pelas espécies A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21 nas temperaturas de 30°C,
35°C, 37°C e 40°C.
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A temperatura de fermentacao, embora seja um parametro facil de controlar,
produz mudancas em outras varidveis (PAPAGIANNI, 2004). Na fermentacao
microbiana afeta o crescimento celular, a formagdo de esporos, germinacgao,
fisiologia microbiana e assim a formacdo de produto (BANERJEE; MUKHERJEE;
PATRA; ABOUBAKR et al., 2013). Em geral, as espécies de Aspergillus apresentam
maiores niveis de producéo de tanase quando mantidas a 30°C, tal como A. niger
(TREVINO-CUETO et al., 2007), A. aculeatus DBF9 (BANERJEE et al., 2007), A.
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tamarii (COSTA et al., 2008) e A. niger FBT1 (GEORGE; ONG, 2013). Contudo,
Varadharajan et al. (2015) observaram uma menor producdo por A. oryzae nha
temperatura de 30 °C. Temperaturas acima de 35°C diminuiram a producédo de
tanase por A. oryzae e A. japonicus (ABDEL-NABEY et al., 2011). A temperatura
37°C tem sido descrito como oOtima para a producdo dessa enzima por A. awamori
(SETH; CHAND, 2000) e por A. niger ITCC 6514,07 (SRIVASTAVA; KAR, 2009).
Bradoo, Grupta e Saxena (1996) descrevem como ideal a temperatura de 37°C para
cultivo de espécies de Aspergillus. Esta temperatura também ja foi relatada para
producdo de metabdlitos por fungos isolados do Bioma Caatinga (CLEMENTINO et
al., 2015; NASCIMENTO et al., 2014).

4.3.4 Efeito de diferentes fontes de carbono na producéo de tanase em FSbm

A fonte de carbono é considerada fator importante para a producdo de
tanase por microrganismos, uma vez que esta enzima € principalmente sintetizada
na presenca de indutores, tais como acido tanico, conforme verificado no presente
estudo para A. niger ANG18 (25,91 U/mL) e A. fumigatus CAS21 (31,89 U/mL)
(Tabela 5). Outros compostos fendlicos, como metil galato e acido galico, séo
também descritos como possiveis indutores (BAJPAI; PATIL, 1997; BELMARES et
al, 2004), como pode ser observado na Tabela 5, com a producao significativa da
enzima na presenca de acido galico para as duas linhagens (16,85 U/mL e 12,18
U/mL, respectivamente). Entretanto, em alguns casos, tem-se observado que a
presenca deste composto pode suprimir a sintese enzimatica de tanase (COSTA et
al., 2008).



68

Tabela 5 - Fontes de carbono adicionais utilizadas para producdo de tanases

extracelular em FSbm por A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21.

A. niger ANG 18

A. fumigatus CAS21

Atividade Atividade Atividade Atividade
Fontes d rbon enzimatica  especifica enzimatica especifica
ontes de carbono (U/mL) (U/mg prot.) (U/mL) (U/mg prot.)
Acido gélico 1% 16,85+3,08 3352+0,67 12,18+452 26,25+0,28
Acido tanico 1% 2591+12 3695+249 31,89+3,35 37,52+0,44
Casca de mandioca 1% 1,10 + 0,08 1,84 £0,17 4,55+ 1,96 8,80 £ 0,03

Cha verde 1% 11,45+0,23 7,96 + 0,06 3,52 £ 0,59 2,76 £ 0,20

Eucalipto 1%

956 +0,75 3,99+0,17 2,61 +0,82 1,27 £ 0,02
(Eucalyptus sp.)

Glicose 2% 11,85+0,34 13,35+4,79 0 0
Horteld (Mentha) 1% 4,24 + 0,80 1,05+£0,01 1,16 £ 0,32 0,39 £ 0,05
Lactose 1% 0 0 0 0
Maltose 1% 492+0,16 9,14+0,03 0 0

Manjericdo 1%
1,65+0,18 0,86 +0,02 0,65 + 0,02 0,26 + 0,07
(Ocimum basilicum)
Metil galato 1% 10,16 + 0,53 12,21 +0,37 4,62+0,08 9,13+ 0,09
Pinhdo manso 1%
3,61+£050 3,82+0,02 0 0
(Jatropha curcas)
Roméa 1%
11,24+399 11,84+0,93 0,65+0,46 0,66 + 0,03
(Punica granatum)

Sacarose 1% 4,34 +1,85 9,22 + 0,29 1,19+ 0,05 1,86 + 0,01
Sem fonte de carbono  1,94+1,09 2,14 +£0,09 0 0
Tanino de Acacia 1%

2,71+0,06 0,42+0,02 0 0

(Acacia decurrens)

A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21 foram cultivados em meio Khanna e mineral, respectivamente,

por 24 horas a 120 rpm a 37°C.

E importante observar que A. niger ANG18, também foi capaz de produzir

tanase em presenca do monossacarideo glicose e outros carboidratos (maltose e
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sacarose), indicando uma produgéo constitutiva por esta linhagem, o que néo foi
observado para A. fumigatus CAS21. Enzimas sdo caracterizadas como induzidas,
guando sintetizadas na presenca de um substrato especifico, ou como constitutivas,
cuja sintese ndo depende de um substrato especifico, dependendo da linhagem e
condi¢cbes de cultivos empregadas (BELMARES et al.,, 2004; LEKHA; LONSANE,
1997). Bradoo et al (1997), relataram que a tanase é constitutiva em FSbm quando
produzida na presenca de substratos simples, porém a producdo aumenta com
acido tanico. Producdo de tanase na presenca de outras fontes de carbono, tais
como arabinose, frutose, glicose, lactose, maltose, manitol, sacarose e xilose tem
sido observada para outras linhagens flngicas (YAO et al.,, 2014). Contudo, a
maxima sintese da enzima € obtida principalmente quando empregado acido tanico.
Resultados semelhantes foram reportados para A. niger (LAL; GARDNER, 2012), A.
tamarii (COSTA et al.,, 2008) e A. niger Van Tieghem (ABOUBAKR et al., 2013).
Todavia, Aguilar e Guitierrez-Sanchez (2001) descrevem que, como o acido tanico é
uma molécula relativamente grande, tal composto ndo pode atravessar a membrana
celular dos microrganismos, sugerindo, entdo, que o verdadeiro indutor da sintese
dessa enzima seja um dos compostos intermediarios que se forma durante a

biodegradacéo do &cido tanico.

Considerando a maxima producdo de tanase na presenca de &cido tanico, a
influéncia de suas diferentes concentracdes (0 a 3,5% m/v) foi avaliada. Verifica-se
na Figura 14 que 2% de acido tanico no meio de cultura favoreceu a sintese
enzimatica elevada por A. fumigatus CAS21, enquanto que para A. niger ANG18 a
melhor producdo foi observada no intervalo de 1,5% a 2,5% (m/v). As maximas
atividades especificas (63,16 U/mg e 62,59 U/mg, respectivamente) foram
observadas a 2% de acido tanico no meio de cultura. O aumento na concentracao
de 2,5% para 3,0% (m/v) provocou diminuicdo na producdo da enzima pelas duas
linhagens. Portanto, acido tanico na concentracdo de 2% foi selecionado como a
melhor fonte de carbono para producédo da enzima de interesse por A. niger ANG18
e A. fumigatus CAS21.

Resultados semelhantes foram obtidos para A. awamori (SETH; CHAND,
2000), A. niger (LAL; GARNED, 2012), A. flavus (PARANTHAMAN et al., 2009) e A.
niger FBT1 (GEORGE; ONG, 2013), com producao de tanase também reduzida na
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presenca de altas concentragdes de &cido tanico. Segundo Banerjee e Pati (2007),
este composto em concentragdes elevadas produz complexos com as proteinas da

membrana do microorganismo, inibindo seu crescimento e a producdo da enzima.

Figura 14 - Efeito da concentracdo de acido tanico na producdo de tanase por A.
niger ANG18 e A. fumigatus CAS21, cultivados em meio Khanna e meio mineral,

respectivamente, por 24 horas a 120 rpm e 37°C.

] @2 A. niger ANG18
704 I A. fumigatus CAS21

60—- l
» B,
7
10-_ 4

o iy

Controle 0,5 1 0 15 2,0 2,5
Concentragao de &cido tanico (%)

—

INANNNA\\\§

W
RN\

NN
I

Atividade enzimatica (U/mL)

NN\

NN\
j&\\\\\w

[=}
w
3

Fonte: Autora.

A influéncia da suplementacéo de glicose (0-5%) (m/v) nas FSbm contendo
2% de &cido tanico como fonte de carbono principal foi avaliada para producdo de
tanase pelas linhagens flngicas. No controle, sem adi¢ao de glicose, foi observada a
maior produgéo da enzima por A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21 (Figura 15). A
adicdo de 0,5% reduziu cerca de 20% a producdo enzimatica para ambas as
linhagens. Na concentracdo de 5% foi verificada que a sintese da enzima por A.
niger ANG18 foi reduzida 72% e 38% para A. fumigatus CAS21. Segundo relatado
por Lekha e Lonsane (1997), as tanases produzidas por espécies de Aspergillus nao
apresentam repressao catabdlica. Entretanto, resultados semelhantes obtidos neste
estudo foram observados por Costa et al. (2008), em que concentracdes a partir de
0,2% (m/v) diminuiram a producéo de tanase. A suplementacdo com 5% de glicose
provocou forte repressao catabolica para sintese de tanase em FSbm por A. niger A-
20 (AGUILAR et al., 2001).
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Figura 15 - Influéncia da adi¢cdo de glicose na producao de tanase extracelular por
A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21, cultivados em meio Khanna e mineral,

respectivamente, com 2% de acido tanico, por 24 horas a 120 rpm e 37°C.
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4.3.5 Influéncia de fontes de nitrogénio na producao de tanase em FSbm

A maioria dos microrganismos € capaz de metabolizar os nitrogénios
organicos para produzir acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos e componentes de
parede celular (JANA et al.,, 2013). Os meios de cultura Khanna e Mineral,
empregados para cultivo das linhagens, apresentam em sua composi¢éo fontes de
carbono inorganicas, o nitrato de amoénio (NH4NO3) e cloreto de aménio (NH4CI),
respectivamente. Portanto, os efeitos das fontes de nitrogénio orgéanicas sobre a
producdo de tanases foram verificados. De acordo com a Figura 16, a maxima
producdo enzimatica (32,74 U/mL) para a espécie A. niger ANG18, cultivada em
meio Khanna, foi obtida na auséncia de fonte adicional de nitrogénio (controle),
apresentando também a maior atividade especifica (33,02 U/mg), enquanto que na
presenca de caseina observou-se a menor producdo (11,85 U/mL). Para A.
fumigatus CAS21 a utilizacdo adicional de peptona elevou a producéo da enzima
(50,93 U/mL), enquanto a adicdo de extrato de levedura reduziu para 27,62 U/mL.
As maiores atividades especificas foram observadas na presenca de peptona (73,55
U/mg) e no controle (41,15 U/mg).
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Portanto, o cultivo da espécie A. niger ANG18 procedeu-se na auséncia de
fonte adicional de nitrogénio, enquanto que A. fumigatus CAS21 com adicdo peptona
no meio de cultura. Resultados semelhantes foram relatados para a producédo de
tanase por Aspergillus SHL 6, com o aumento dos niveis enzimaticos na presenca
de peptona (HUANG; NI; BORTHWICK, 2005). A maioria dos estudos com tanase
relatam méxima sintese na presenca de fontes de carbono inorganica, como
NH4NO3; para A. niger FBT1 (GEORGE; ONG, 2013), NaNO3 para A. niger ITCC
6.514.07 (SRIVASTAVA; KAR, 2009) e Aspergillus niger Van Tieghem (ABOUBAKR,;
EL-SAHN; EL-BANNA, 2013).

Figura 16 - Producao de tanase por A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21 em
funcdo de diferentes fontes de nitrogénio. Cultivos realizados em meio Khanna para
A. niger ANG18 e meio mineral para A. fumigatus CAS21, com 2% (m/v) de acido

tanico como fonte de carbono, por 24 horas, a 37°C e 120 rpm.
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4.3.6 Influéncia do pH na producéo de tanase por FSbm

Na Figura 17 pode ser observada a influéncia de diferentes valores de pH
incial de meio de cultivo (4,0; 5,0 e 6,0) para produgdo enzimatica por A. niger
ANG18 e A. fumigatus CAS21. As espécies apresentaram comportamento

semelhante, com maiores produc¢des enzimaticas obtidas quando foram cultivadas
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em pH 5,0, apresentando também as maiores atividades especificas (20,43 U/mg e
51,16 U/mg, respectivamente), quando comparadas as observadas em pH 4,0 (1,48
U/mg e 10,91 U/mg) e pH 6,0 (8,97 U/mg e 30,06 U/mg). Na faixa de pH 4,0 foi
observada a menor producdo da enzima por A. niger ANG18 (8,18 U/mL) e por A.
fumigatus CAS21 (8,18 U/mL).

No cultivo em FSbm a maioria das tanases € produzida na faixa de pH inicial
entre 4,0 e 7,0. De acordo com Belmares et al. (2004), a produgao dessa enzima por
espécies de Aspergillus é favorecida em valores de pH iniciais de 3,5 a 6,5, com
maxima sintese atingida entre 24 e 72 horas de cultivo, como encontrado neste
estudo. Valor de pH igual a 5,0 foi reportado como ideal para méaxima produc¢éo por
A. oryzae (LORESWARI, 2010; VARADHARAJAN et al.,, 2015), A. niger (LAL;
GARDNER, 2012) e A. awamori (SETH; CHAND, 2000). Na producéo de tanase por
Rhizopus oryzae, a sintese da enzima foi extremamente reduzida no pH 4,5 e
méaxima no pH 5,0 (CHATTERJEE et al., 1996).

Figura 17 - Influéncia do pH inicial do meio cultivo na produgéo de tanases por A.
niger ANG18 e A. fumigatus CAS21, cultivados em meio Khanna sem fonte adicional
de nitrogénio e em meio mineral adicionado de peptona, respectivamente. Os
cultivos foram realizados com 2% (m/v) de acido tanico como fonte de carbono, por
24 horas a 120 rpm e 37°C.
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A otimizagdo do processo em FSbm permitiu selecionar as melhores
condicbes de cultivo para maxima producdo da enzima de interesse. A. niger
ANG18, isolado do angico, apresentou maior producéo extracelular em 24 horas de
cultivo realizado em meio Khanna com 2% de &cido tanico, como fonte de carbono,
pH 5,0, a 37° e 120 rpm. A. fumigatus CAS21, isolado do cajueiro, demonstrou maior
sintese da enzima extracelular em 24 horas, cultivo realizado em meio mineral com
peptona como fonte de nitrogénio adicional, 2% de acido tanico, como fonte de
carbono, pH 5,0 a 37°C e 120 rpm.

4.4 Producdao de tanase em Fermentacdo em Estado Sélido por A. niger ANG18
e A. fumigatus CAS21

Na Fermentacdo em Estado Solido (FES) A. niger ANG18 e A. fumigatus
CAS21 foram inoculados em 5 g de substrato, conforme listados na Tabela 6,
umidificados com 5mL de sais minerais. Os cultivos foram realizados por 96 horas a
37°C.

O fungo A. niger ANG18 apresentou maior producdo de tanase quando
foram empregadas como substratos folhas de eucalipto (24,73 U/g de substrato) e
cha preto (15,24 U/g de substrato), enquanto que A. fumigatus CAS21 apresentou
maiores producfes enziméaticas na presenca de folhas de eucalipto (13,33 U/g de
substrato) e jambo (11,52 U/g de substrato). Nos substratos bagaco de cana-de-
acucar, casca e bagaco de laranja as espécies ndo apresentaram sintese da enzima
de interesse. Vérios trabalhos relatam as vantagens da FES para producdo de
tanase e o uso de diferentes substratos, como farelo de trigo, bagaco de caju, folhas
de manga, jambolao, residuos agricolas, como casca de café e casca de arroz, entre
outros (BANERJEE et al.,, 2007; MANJIT et al., 2008; SOUZA et al., 2015). De
acordo com Mukherje e Banerjee (2004), residuos agroindustriais e produtos
florestais ricos em taninos sédo considerados geralmente os melhores substratos
para sintese de tanase. Neste estudo, provavelmente, 0S microrganismos
produziram maiores atividades tanasicas nos substratos folhas de eucalipto, cha
preto e folhas de jambo por estes possuirem taninos hidrolisdveis como constituintes
(MOORE et al., 2004; SAVOLAINEN, 1992;.GUAN; ZHAO; TONG, 2009).
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Tabela 6 - Producdo de tanase em FES por A. niger ANG18 e A. fumigatus CAS21

em funcgéo do substrato solido.

A. niger ANG18

A. fumigatus CAS21

Substratos Atlyld,a(_je Athldfa_de Atlyld,a(_je At|V|d§Qe
enzimatica especifica enzimatica especifica
(U/g subst.) (U/mg prot.) (U/g subst.) (U/mg prot.)
Bagaco de cana-de-acucar 0 0 0 0
Casca e bagaco de laranja 0 0 0 0
Casca de mandioca 6,92+20 4,57 + 0,10 0 0
Cha Preto 15,24 £ 0,8 1,83+0,01 1,790 0,25+ 0,01
Cha Verde 5,44 +0,7 0,70+ 0,01 1,09+1,3 0,15+ 0,02
Folha de caju
8,23+2,2 4,76 + 0,05 1,93+0 2,15+ 0,03
(Anacardium occidental)
Folha de eucalipto
24,73+1,5 13,74+0,17 13,33+0,7 6,70 £ 0,33
(Eucalyptus ssp.)
Folha de goiaba
8,20+ 4,8 4,99 + 0,16 3,36 £ 0,7 2,61+0,12
(Psidium guajava)
Folha de jaca
0 0 3,00 £ 0,6 1,69 + 0,07
(Artocarpus interglifoliam)
Folha de jambo
12,12+ 1,5 9,77 £ 0,22 11,52+0,8 6,57 + 0,61
(Syzygium jambos)
Folha de jamboléo
9,27 +0,9 3,92 + 0,07 3,12+0,2 1,75+ 0,07
(Syzygium jambolanum)
Folha de manga
11,13+0,3 3,50 £ 0,05 0 0
(Mangifera indica)
Folha de roma
6,45+ 0,8 571+0,10 90+1,0 8,52 + 0,87
(Punica granatum)
Manjericéo
9,53+1,7 0,88 + 0,03 0 0
(Ocimum basilicum)
Pinh&o manso
4,74+ 1,6 4,87 + 0,03 7,80+0,8 3,12 £ 0,05

(Jatropha curcas)

Os cultivos foram realizados em FES por 96 horas, a 37° e 60% umidade relativa.
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Géneros de eucalipto s&o conhecidos pela diversidade de aplicagéo, dentre
elas tem-se a possibilidade de obtencdo de taninos presentes em suas folhas.
Taninos hidrolisaveis ja foram isolados de algumas espécies, como nas folhas de
Eucalyptus microcorys, representando aproximadamente 90% dos metabdlitos
secundarios desta planta (MOORE et al., 2004). Deste modo, devido a presenca
dessa classe de compostos, folhas de eucalipto foram utilizadas como substrato
sélido em FES para producédo de tanase. O fungo A. niger ANG18 apresentou maior
producdo com atividade enzimatica (24,73 U/g de substrato) e especifica (13,74
U/mg de proteina) superiores em relacdo A. fumigatus CAS21, sendo entdo

selecionado para prosseguimento da pesquisa em FES

4.4.1 Efeito do periodo de incubacao na producao de tanase em FES

Para verificar o periodo 6timo de incubagdo necessario para maxima
producgéo de tanase A. niger ANG18 foi cultivado em folhas de eucalipto umidificado
com sais minerais (1:1 m/v), a 37°C até 168 horas. Pode ser observado na Figura 18
que a producdo da enzima aumentou gradualmente no decorrer do tempo, até a
méaxima producdo em 96 horas de cultivo (25,79 U/g substrato). Em seguida, foi

observada reducédo gradativa.

A producado de tanase em FES varia de acordo com 0 microrganismo e o
substrato utilizado. Diferentes tempos de producao foram relatados na literatura, tais
como 48 horas para Aspergillus spp. UCP1284 em bagaco de caju (LIU et al., 2016),
72 horas para A. niger PKL 104 (LEKHA; LONSANE, 1994) e A. terreus na presenca
de farelo de trigo (MALGIREDDY; NIMMA, 2015). Maxima producao enzimatica em
96 horas foi descrita também para A. ruber com folhas de jamboldo (KUMAR et al.,
2007) e A. niger cultivado em residuos de cha (SHARMA et al., 2014). Desta forma,
selecionou-se o periodo de 96 horas para cultivo de A. niger ANG18 em FES.
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Figura 18 - Producédo de tanase extracelular pelo fungo A. niger ANG18 em FES
tendo folhas de eucalipto como substrato em funcéo do tempo de cultivo. Simbolos:

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

proteina).
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4.4.2 Solugdes umectantes na FES

Visando melhorar a producdo em FES, sais SR, sais de Khanna, sais
minerais, agua de torneira e agua destilada, na proporcao 1:1 (m/v), foram testados
como solucdes para umidificar as folhas de eucalipto. Na Tabela 7 observa-se que a
méaxima producdo por A. niger ANG18 ocorreu na presenca de sais de Khanna
(39,82 U/g de substrato) e sais minerais (24,94 U/g de substrato), enquanto que na
presenca de sais SR a sintese da enzima foi reduzida (13,84 U/g de substrato). Sais
de Khanna, sais minerais e sais SR possuem como constituintes comuns o fosfato
de potassio monobasico (KH,PO,) e o sulfato de magnésio (MgS0O,4.7H,0). Contudo
a presenca de outros componentes, ausentes nos sais SR, pode ter influenciado a
maior sintese enzimatica na presenca de sais de Khanna. Considerando os
diferentes agentes umectantes utilizados em FES para producdo de tanase, A.
fumigatus MA apresentou maxima producdo da enzima quando utilizada agua de
torneira (MANJIT et al., 2008), enquanto que A. niger foi cultivado em residuos de

ché como substrato sélido, umidificados com meio Czapeck (SHARMA et al., 2014).
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Tabela 7 - Efeito de diferentes solu¢bes umectantes adicionadas a FES sobre a
producdo de tanase por A. niger ANG18 empregando como substrato folhas de

eucalipto.

Solug¢des umectantes Atividade enzimatica Atividade especifica

1:1 (m/v) (U/g subst.) (U/mg prot.)
Agua destilada 18,56 + 3,32 10,36 £ 0,19
Agua de torneira 16,07 £ 4,17 12,11 £ 0,25
Sais de Khanna 39,82 +1,30 51,58 £5,78
Sais minerais 24,94 +1,20 10,85 + 0,05
Sais SR 13,84 +£4,11 10,41 + 0,43

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

Na Fermentagdo em Estado Sélido foi observada maxima sintese tanase
pela linhagem A. niger ANG18 com folhas de eucalipto como substrato/fonte de
carbono, umidificados com sais de Khanna na proporcao 1:1 (m/v), por 96 horas a
37°C. Considerando a maior producao da enzima de interesse foi observada para A.
fumigatus CAS21 em FSbm, esta linhagem foi selecionada para producdo em FSbm,

purificagéo e caracterizagao da tanase sintetizada.
4.5 Purificacdo da tanase

Na Figura 19 (A) observa-se o perfil cromatografico em coluna
cromatografica DEAE-celulose para a tanase extracelular produzida por A. fumigatus
CAS21. Trés picos de atividades foram obtidos, sendo que o Pico | representa a
fracdo que néo interagiu com a resina e os Picos Il e Ill as fragbes que interagiram,
sendo estes eluidos com 0,25 M e 0,50 M de NacCl, respectivamente. As fracdes do
Pico I, Il e Ill que apresentaram atividade tanasica foram reunidas separadamente,
dialisadas e determinadas as atividades enziméticas e especificas. O Pico | nao
exibiu atividade tanasica apdés a dialise. O Pico lll apresentou baixa atividade
enzimatica (11,77 U/mL) apos reunidas suas fragbes se comparado ao Pico Il (44,79
U/mL). Deste modo, as fracbes que constituem o Pico Il foram reunidas, liofilizadas e
aplicadas em coluna cromatografica Sepharose CL-6B (Figura 19 B), obtendo-se um
anico pico com atividade tanasica. ApoOs estes procedimentos, a enzima foi

purificada 4,9 vezes com recuperacao de 10,2% (Tabela 8).
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Os dados obtidos da purificacdo estdo de acordo com os reportados na
literatura. A tanase de Aspergillus ochraceus foi purificada 9,3 vezes até a
homogeneidade eletroforética com uma recuperacao de 2,12% (GONCALVES et al.,
2012). A purificagéo da isoforma TAH | produzida por A. tamarii teve rendimento de
18,35% e taxa de purificacdo de 7,17 vezes, enquanto que a isoforma TAH Il 3,84%
de recuperacao e purificagdo 1,11 vezes. (COSTA et al., 2012). A enzima produzida
por A. niger foi purificada 7,17 vezes com rendimento de 18,35% (LAL; GARDNER,
2012). As isoformas de Verticillium sp., TAH | e TAH II, foram purificadas 7,9 e 10,5
vezes, com recuperacdo de 1,6% e 0,9%, respectivamente (KASIECZKA-
BURNECKA et al., 2007).

O processo de purificagdo em DEAE-celulose e Sepharose CL-6B foi
acompanhado por eletroforese em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE-12%), o
qual revelou a presenca de uma Unica banda proteica, com massa molecular
aparente de (60,85 * 5,80) kDa (Figura 20).

Figura 19 - Perfil cromatografico em DEAE-Celulose (2 x 12 cm) (A) e em
Sepharose CL-6B (2 x 70 cm) (B) para a tanase extracelular produzida por A.
fumigatus CAS21 em FSbm. Simbolos: (e) absorbancia 280 nm (o) atividade

enzimatica (U/mL).
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Tabela 8 - Purificacdo da tanase extracelular produzida por A. fumigatus CAS21 em

FSbm.
Passo Volume Atividade Proteina Atividade Recuperacéo Purificacéo
(mL) total total especifica (%)
(U totais) (mg (U/mg)
totais)
Extrato 200 8669,0 204,72 42,35 100 1
bruto
DEAE - 47 2105,31 10,82 194,57 24,29 4,59
celulose
Pico Il
Sepharose 16 881,29 4,21 209,24 10,17 4,94
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Figura 20 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% para tanase extracelular
produzida por A. fumigatus CAS21 purificada em DEAE-Celulose (Pico II) (A) e em
Sepharose CL-6B (B) e marcador de massa molecular (Kaleidoscope™ Standards
Bio-Rad) (C). Bandas proteicas coradas por Coomassie Brilliant Blue R-250.
Concentracdo de proteinas em DEAE-Celulose (A) = 345 ug; em Sepharose CL-6B
(B) =390 ug.
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4.6 Caracterizacdo bioguimica

4.6.1 Determinagdo da massa molecular e conteddo de carboidratos

A massa molecular nativa da tanase de A. fumigatus CAS21 foi de 60,34 +
0,89 kDa, determinada por coluna de filtracdo Sepharose CL-6B, com contetdo de
carboidratos de 39,1%. Este perfil foi confirmado em SDS-PAGE que revelou a
presenca de uma unica banda com massa molecular aparente de 60,85 + 5,80 kDa,

sugerindo tratar-se de um monémero.

Segundo Yao et al. (2014), tanases podem apresentar massa molecular

entre 50 e 320 kDa. Resultado semelhante foi relatado para tanase de A. niger com
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massa molecular de 66 kDa (LAL; GARDNER, 2012). A tanase recombinante de A.
oryzae expressa em Pichia pastoris possui 90 kDa (ZHONG et al., 2004), enquanto
gue a enzima de A. ochraceus apresentou massa molecular de 112 kDa na forma
nativa e 85 kDa determinada por SDS-PAGE (GONCALVES et al., 2012).

Na literatura é estabelecido que tanases fangicas sédo glicoproteinas com
porcentagem de carboidratos variando de 5 a 64%, dependendo da linhagem e das
condigbes de cultivo (KASIECZKA- BURNECKA et al., 2007; COSTA et al., 2012).
As tanases de Verticillium sp., TAH | e TAH I, apresentaram 11% e 26% de
carboidratos, respectivamente, enquanto que a enzima de A. awamori BTMFW032
8,02% (BEENA et al., 2010). Alto contetudo de carboidratos foi relatado para as
enzimas de A. tamarii (COSTA et al., 2012), A. phoenicis (RIUL et al., 2013) e A.
carbonarius (VALERA et al.,, 2015). De acordo com Lekha e Losane (1997), a
glicosilacdo funciona como mecanismo de defesa, protegendo a cadeia polipeptidica

das tanases, tornando-a menos acessivel aos efeitos de precipitacdo dos taninos.

4.6.2 Influéncia da temperatura e do pH sobre a atividade tanasica

A temperatura e o pH 6timos de atividade foram testados para o extrato
bruto e para a enzima purificada. No extrato bruto a tanase apresentou temperatura
Otima aparente de atividade igual a 30°C (Figura 21 A). Apés a purificacdo a tanase
apresentou temperatura 6tima no intervalo de 30 a 40°C. Acima de 65°C a atividade

tanasica foi reduzida drasticamente.

De forma geral, tanases obtidas a partir de fontes microbianas possuem
temperatura 6tima de atividade entre 20°C e 60°C, principalmente a 35°C (YAO et
al., 2014). Temperatura 6tima de 30°C foi relatada para as atividades tanasicas
obtidas para os fungos A. awamori (KUMAR et al., 2015) e A. awamori MTCC9299
(CHHOKAR et al., 2010). As tanases (TAH | e TAH II) de A. tamarii (COSTA et al.,
2008) apresentaram temperatura 6tima a 30°C e 40°C, respectivamente, para tanase
de A. ochraceus foi observada temperatura 6tima de atividade no intervalo de 30 a
45°C (GONCALVES et al., 2012).
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Figura 21 - Determinacdo da temperatura 6tima (A) e pH 6timo (B) para atividade
tanasica extracelular do extrato bruto (e) e enzima purificada (o) produzida pelo
fungo endofitico A. fumigatus CAS 21 em FSbm. Extrato bruto 100% = 44,64 + 1,5
U/mL e enzima purificada 100% = 34,92 £ 0,2 U/mL.
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A tanase produzida por A. fumigatus CAS21 apresentou pH 6timo de
atividade igual a 5,0 tanto para o extrato bruto quanto para a fracdo purificada
(Figura 21 B). A atividade foi extremamente baixa em pH 3,0, com aumento
gradativo no decorrer dos diferentes valores até ao pH 5,0. Este resultado esta de
acordo com o reportado na literatura, que descreve, em sua maioria, as tanases
como enzimas &cidas, com pH 6timo de atividade em torno de 5,5 (PINTO et al.,,
2005; YAO et al, 2014). Tanases produzidas por espécies de Aspergillus
apresentaram pH 6timo igual a 5,0, como observado para A. tamarii (COSTA et al.,
2008), A. aculeatus DBF 9 (BANERJEE et al., 2001), A. ochraceus (GONCALVES et
al., 2012), A. awamori nakazawa (MAHAPATRA et al., 2005), A. niger ATCC 16620
(SABU et al., 2005) e A. oryzae (MIZUNO et al., 2014).

A estabilidade térmica e ao pH foram verificados para enzima purificada
(Figura 22). Quando a tanase foi incubada a 30°C por 60 minutos, 80% de sua
atividade inicial foi mantida, sendo que no instante de 180 minutos a atividade foi
reduzida pela metade (Figura 22 A). Nas temperaturas de 45 e 50°C a enzima
manteve 50% da sua atividade por 60 minutos. A menor termoestabilidade foi
observada a 65°C. Basicamente, as tanases ja estudadas sao estaveis a
temperaturas variando de 10 a 60°C (PINTO et al.,, 2005; SHARMA et al., 1999;
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COSTA et al.,, 2008). A enzima de Pestalotiopsis guepinii URM 7114 foi estavel
apos 60 min de incubacdo a 30°C e 90°C (SENA et al., 2014), enquanto que a
tanase de A. tamarii foi estavel a baixas temperaturas (5°C a 25°C) durante varias
horas (COSTA et al., 2012).

A estabilidade ao pH foi analisada apds 3 horas e 24 horas de incubacédo da
tanase purificada na faixa de pH 2-8, considerando o pH 6timo 5,0 como atividade
relativa de 100%. Na Figura 22 B observa-se que a enzima foi estavel em pH 5 e 6,
mantendo sua atividade enzimatica inicial. Apds 24 horas de incubacao a atividade
foi preservada mais de 70% para as duas faixas de pH. Segundo Jana et al. (2013),
as reacOes enzimaticas sao fortemente influenciadas pelo pH, uma vez que afeta o
estado de ionizacdo dos aminoacidos. O estado de ionizacdo inadequado dos
aminoacidos pode alterar as liga¢ges ibnicas que determinam a forma tridimensional
da enzima, levando a falha da ligacdo do substrato no local ativo, inativacdo da
enzima ou sua instabilidade (MAHAPATRA et al.,2005; JANA et al., 2013; ALDEL-
NABY et al.,, 2016). Tanases de Aspergillus foram descritas na literatura como
estaveis em pH 5,0-6,0 (AGUILAR et al., 2007). Resultados semelhantes foram
observados para enzima de A. niger GH1 (MATA-GOMEZ et al., 2009), A. awamori
(KUMAR et al., 2015) e A. oryzae (ALDEL-NABY et al., 2016).

Figura 22 - Estabilidade térmica (A) da tanase purificada a 30°C (o), 45°C (e), 50°C
(A) e 65°C (o) por diferentes periodos. Estabilidade ao pH apds 3 horas (o) e 24
horas (e) de incubacao a diferentes faixas de pH. 100% = 25,53 + 0,94 U/mL.
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4.6.3 Efeito de diferentes sais e outros compostos na atividade tanasica

Os efeitos de ions metéalicos e suas concentragdes sdo importantes para o
conhecimento das propriedades da enzima tanase, visto que esta enzima requerer a
presenca de ions metalicos para obter sua atividade catalitica completa (AGUILAR
et al., 2007; MUKHERJEE; BANERJEE, 2006). No presente estudo, a tanase de A.
fumigatus CAS21 foi levemente ativada na presenca de AgNO3;, KH,PO4, e MnSO,4
(Tabela 9). Na presenca de ions ferro (Fe,(SO,)s. FeCls) sua atividade caiu cerca de
50%, portanto, atuaram como inibidores da atividade catalitica da enzima. Nos

demais a atividade foi mantida sem grandes alteragdes.

O efeito de ions metélicos na atividade a tanase é alterado de acordo com o
microrganismo produtor e ion testado (BANERJEE; MAHAPATRA, 2012).
Normalmente, a atividade € inibida na presenca de metais pesados, como Ag,
entretanto, até o presente momento, apenas Valera et al. (2015) haviam relatado
aumento da atividade tanasica na presenca deste metal. Segundo os autores, é
possivel que o ion prata reaja com os grupos tiol na molécula, gerando modificacdes

estruturais e, consequentemente, afetando a atividade catalitica.

Na presenca de FeCl; as tanases de A. carbonarius (VALERA et al., 2015),
A. niger ATCC 16620 (SABU et al., 2005), A. oryzae (ABDEL-NABEY; EL-TANASH,;
SHERIEF, 2016), A. awamori MTCC9299 (CHHOKAR et al., 2010) e Verticillium sp.
(KASIECZKA-BURNECKA et al., 2007) tiveram suas atividades inibidas. De acordo
com Abdel-Nabey et al. (2016), este efeito inibidor pode ser devido a ligacdo a
grupos tiol e/ou interagdo com 0 grupo carboxila do aminoacido no sitio ativo
enzimatico. fons de MnSO, e KH,PO, foram relatados como ativadores para as
enzimas de A. awamori MTCC9299 (CHHOKAR et al., 2010) e A. phoenicis (RIUL et

al., 2013), respectivamente.



Tabela 9 - Efeito de diferentes sais na atividade tandasica extracelular do fungo

endofitico A. fumigatus CAS21. 100% = 31,61 + 0,82 U/mL.

Sais (ImM) Atividade relativa (%)
Controle 100,00
AgNOs3 110,66 + 1,23
BaCl, 78,21 £ 5,70
CacCl, 95,05 + 4,83
CoCl, 74,74 £5,41
CuCl, 100,26 + 8,30
CuSOq4 92,76 £ 5,92
Fex(S04)s 58,21 +6,71
FeCls 49,69 + 3,17
HgCl, 96,33 £0,14
KH,PO, 110,31+ 1,01
MgCl, 75,61+ 6,21
MgSO, 97,65 £ 3,90
MnCl; 87,09 + 5,84
MnSO,4 112,91+ 2,14
NaCl 78,42 £ 2,24
NH,CI 93,16 + 7,50
Zn(NO3), 100,77 + 7,00
ZnS0O, 101,17 £ 0,22

Outros compostos quimicos que podem influenciar a atividade tanasica sao
os surfactantes, quelantes, desnaturantes, inibidores e solventes organicos. Na
presenca de metanol, SDS, Triton X-100 e ureia as atividades enziméaticas foram
elevadas (Tabela 10). Os demais apresentaram apenas pequena reducdo com
relacdo ao controle, com manutencdo da atividade entre 80 e 95%. A menor

atividade observada foi na presenca de acetonitrila (1%).

A predominéncia de acido oleico, presente no Tween 80, e &cido laurico,
constituinte do Tween 20, comumentemente causam uma diminuicdo na atividade
da tanase (BATTESTIN; MACEDO, 2007; KAR; BANERJEE; BHATTACHARYYA,
2003). Contudo, os surfactantes e os solventes testados, exceto acetonitrila, n&do
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reduziram a atividade catalitica da enzima, fator este considerado importante para
aplicacao industrial. Chhokar et al. (2010), descreve gque solventes organicos podem
aumentar a solubilidade de substratos ndo polares, aumentar a estabilidade térmica
das enzimas, diminuir as reacfes secundarias dependentes da agua ou eliminar a
contaminagao microbiana. Resultados semelhantes foram observados para tanase
produzida por A. phoenices (RIUL et al., 2013) e A. carbonarius (VALERA et al.,
2015).

Tabela 10 - Efeito de compostos quimicos na atividade tanasica extracelular do
fungo endofitico A. fumigatus CAS21. 100% = 31,61 + 0,82 U/mL.

Compostos Atividade relativa (%)
Controle 100
Acetona (1%) 90 + 2,89

Acetonitrila (1%) 69,44 + 0,51
Butanol (1%) 94,29 + 2,74
EDTA (1mM) 80,61 + 7,79
Etanol (1%) 88,11 + 2,38
Isopropanol (1%) 87,60 + 5,99
Metanol (1%) 108,78 + 4,47
SDS (1mM) 115,75+ 1,66
Triton X-100 (0,01%) 118,37 + 4,91
Tween - 20 (0,01%) 89,18 + 2,60
Ureia (1mM) 154,69 + 4,04
B-mercaptoetanol (1ImM) 82,76 + 7,94

A desnaturacdo de enzimas pela acdo da ureia € reportada desde o inicio
do século passado (KAR; KAR; BANERJEE; BHATTACHARYYA., 2003). Porém, a
inibicdo de tanase por ureia sO € observada quando presente em altas

concentracbes (MAHAPATRA et al., 2005), como observado para as enzimas de A.
awamori nakazawa e Verticillium sp., que foram fortemente ativadas na presenca de

ureia 1,5 M, e desnaturada apdés aumento desta concentracdo (MAHAPATRA et al.,
2005; KASIECZKA-BURNECKA et al., 2007). De acordo com os autores, a ureia, em
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concentracbes mais elevadas, provoca uma alteragdo conformacional na estrutura
tercidria das enzimas, promovendo a desnaturagdo. Avaliando a concentracdo deste
composto na atividade enzimatica da tanase de A. fumigatus CAS21, observa-se na
Figura 23, que em 4 mM de ureia a atividade enzimatica é praticamente dobrada,
guando comparada ao controle, e mesmo na presenca de 3M nao ocorreu inibi¢cdo, o
que demonstra que a enzima ndo é susceptivel a desnaturacdo por este composto.
A resisténcia a desnaturacdo em solventes organicos, tensoativos e agentes
desnaturantes sédo caracteristicas favoraveis para aplicacao industrial da tanase de
A. fumigatus CAS21.

Figura 23 - Influéncia da concentracéo de ureia na atividade tanasica produzida pelo
fungo endofitico A. fumigatus CAS21. 100% = 48,74 £ 0,9 U/mL.
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4.6.4 Influéncia de glicose e &cido gélico na atividade tanasica

Muitas enzimas hidrolases tem sua atividade enzimatica inibidas na
presenca de glicose, principalmente quando este sacarideo € um dos produtos finais
da reacéo (RIUL et al., 2013). Para verificar a ocorréncia de inibicdo pelos produtos
de hidrélise devida a acdo da tanase, a influéncia de diferentes concentracfes de
glicose e acido gélico sobre a atividade tanasica foi avaliada comparando com o
controle (auséncia dos compostos). Observa-se na Figura 24, que a tanase
estudada nao foi inibida na presenca de glicose nas concentragces de 0 a 50 mM.
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Entretanto, na presenca de &cido gdlico, a partir de 5 mM, a enzima foi
drasticamente inibida, chegando a zero na concentragéo de 10 mM.

Kar, Banerjee e Bhattacharyya et al. (1999) e El-Fouly et al. (2010)
descrevem que o acido galico, especialmente quando presente em concentracfes
elevadas, atua como inibidor competitivo da tanase. Resultados semelhantes aos
observados neste estudo foram obtidos pela tanase de A. phoenicis (RIUL et al.,
2013), sendo a enzima estavel na presenca de diferentes concentragcfes de glicose,
no entanto foi inibida drasticamente em altas concentra¢gdes de &cido galico.

Figura 24 - Influéncia da concentracdo de glicose e acido galico na atividade
tanasica do fungo endofitico. 100% = 31,61+0,82 U/mL.
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Fonte: Autora

4.6.5 Hidrélise do &cido tanico e do metil galato

A tanase de A. fumigatus CAS21 foi capaz de hidrolisar os substratos acido
tanico, metil galato e suas combinac¢fes (1:1) (Figura 25). No entanto, a enzima
hidrolisou preferencialmente o acido tanico. A hidrolise da mistura acido tanico e
metil galato permitiu observar valores intermediarios entre as hidrélises dos
substratos separados. Este fato sugere a existéncia de um mesmo sitio catalitico
para hidrolise tanto do acido tanico como do metil galato, ocorrendo uma competicéo
entre os substratos. Caso tais catalises ocorressem em sitios diferentes, os valores

de atividade tanasica obtidos para a mistura deveriam ser maiores, correspondendo
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aproximadamente aos valores hipotéticos obtidos pela soma das hidrélises em

separado.

Figura 25 - Determinacé@o da hidrélise dos substratos metil galato (o), acido tanico
(®) e metil galato: acido tanico (1:1 v/v) (A), em diferentes tempos de reacéo, pela

tanase extracelular produzidas por A. fumigatus CAS21.
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Fonte: Autora.

Metil galato € um tanino sintético que apresenta ligacdes ésteres, enquanto
que o acido tanico é um tanino natural que possui ligacdes éster e depsidicas. A
hidrolise preferencial da tanase de A. fumigatus CAS21 pelo acido tanico pode ser
explicado, possivelmente, por esta enzima possuir maior atividade depsidasica. De
acordo com Banerjee e Mahapatra (2012), a tanase fangica € uma mistura de
esterase e despsidase, atuando sobre as ligacBes éster, presentes em metil galato,
e ligacdes depsidicas do &cido tanico (LEKHA; LONSANE, 1997). Contudo, é
reportado que o acido tanico, tanino natural, € o melhor substrato para a atividade
tandsica quando comparado ao metil galato e outros substratos (YAMADA et al.,
1968). Resultados semelhantes foram observados para as tanases TAH | e TAH I
produzidas por Verticilium sp. que apresentaram maior atividade na hidrélise do
acido tanico do que na hidrélise do metil galato (KASIECZKA-BURNECKAET al.,
2007).
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4.6.6 Parametros cinéticos

Sao apresentadas na Tabela 11 as propriedades cinéticas da tanase
purificada de A. fumigatus CAS21 utilizando os substratos acido tanico, metil galato
e propil galato. Os maiores valores de K, foram observados na presenca de acido
tanico (6,38 mM) e metil galato (6,28 mM) quando comparado ao valor de K, obtido
para o substrato propil galato (3,61 mM), indicando que a tanase tem maior afinidade
por este substrato. A maior velocidade maxima de reacdo (Vmax) foi obtida na
presenca de acido tanico (360,20 U/mg de proteina), assim como o maior valor de
Kea, cOnstante de renovacao, de 362,24 s e a maior eficiéncia catalitica (Kca/Km) de
56,78 s/mM, evidenciando a eficacia da tanase em atuar na hidrélise do acido

tanico.

As constantes cinéticas dependem do substrato utilizado e da fonte da
enzima (MATA-GOMEZ et al., 2009). As tanases de A. phoenis (RIUL et al., 2013) e
P. variable (SHARMA et al., 2008) também apresentaram maior afinidade pelo propil
galato. Valores de K, proximos aos obtidos neste estudo foram descritos para
Emericella nidulans, com maior afinidade pelo metil galato (K, de 4,78 mM)
(GOLCANVES et al., 2011). Gongalves et al. (2012) verificaram que a tanase de A.
ochraceus apresentou afinidade semelhante pelo metil galato e acido tanico, como
observado para a enzima de A. fumigatus CAS21. A tanase de A. oryzae apresentou
Vmax de 3507 U/mg de proteina e K¢y de 551,4 s na presenca de &cido tanico
(ABDEL-NABEY; EL-TANASH; SHERIEF, 2016).

Tabela 11 - Parametros cinéticos para tanase de A. fumigatus CAS21.

Substrato Km (MM)  Vima (Umg)  Keat (57 Kea/Km (s™/mM)
Acido tanico 6,38 360,20 362,24 56,78
Metil galato 6,28 152,00 152,86 24,34

Propil galato 3,61 111,30 111,93 31,00
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4.7 Aplicacédo datanase em efluentes de curtume

Amostras dos efluentes do curtume obtidas do processo realizado em
maquina e manualmente foram tratados por 2 horas com o filtrado bruto contendo
tanase de A. fumigatus CAS 21 e com a enzima purificada sendo submetidos,
posteriormente, a andlise de varredura em diferentes comprimentos de onda em

espectrofotometro.

Na figura 26 A verifica-se que o uso da tanase purificada possibilitou uma
reducgéo dos valores de absorbéncia em todos os comprimentos de onda analisados,
evidenciando assim a habilidade da enzima em clarificar o efluente obtido do
processo manual. Por outro lado, quando o tratamento dos efluentes foi realizado
com o filtrado bruto contendo enzima, n&o houve reducgéao significante dos valores de
absorbéancia quando comparados aos valores obtidos para a amostra sem
tratamento enzimatico (controle). Na Figura 26 B observa-se que tanto o tratamento
com o filtrado bruto contendo a enzima, assim como a enzima purificada foram
eficientes para clarificar o efluente obtido do processo de curticdo realizado em
maquina, reduzindo a absorbancia em 40% para alguns comprimentos de onda. Nao
houve diferenca significativa quando comparados ambos o0s tratamentos
enzimaticos. No processo de curticdo em maquina o couro é tratado com 6leo de
soja, 6leo de algodao e tanino em po extraido de angico (Anadenanthera colubrina
Vell.). No processo manual o tratamento é realizado com cascas de angico gerando
um efluente de coloracdo mais escura e, por este motivo, com absorbancias mais

elevadas.
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Figura 26 - Espectro de varredura das amostras do tratamento de efluente manual
(A) e maquina (B) sem o tratamento enzimatico (controle) (m), tratados com tanase

do extrato bruto (A) e a enzima purificada () por 2 horas.
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Fonte: Autora.

Na Figura 27 observa-se que o teor de taninos presentes nas amostras
obtidas do processo manual e em maquina foi reduzido 89% e 25%,
respectivamente, apos tratamento enzimatico utilizando o filtrado bruto contendo
tanase por 2 horas. Verifica-se que a enzima foi mais eficaz para remocdo dos
taninos presentes na amostra de efluente obtida do processo manual. A habilidade
das tanases em clarificar e reduzir a concentracdo de taninos € descrita ndo
somente para efluentes industriais, mas também para bebidas. Sharma et al. (2013),
obtiveram uma reducao de até 17,60% do &cido tanico presente no suco de goiaba
apos tratamento, por 30 minutos, com tanase parcialmente purificada. O extrato
bruto extracelular de P. montanense URM 6286 reduziu 46% do teor de tanino do

suco de uva apos incubacéo por 2 horas (LIMA et al., 2014).

Destaca-se que as analises feitas sobre o tratamento de efluentes utilizando-
se a tanase de A. fumigatus CAS21 sé&o iniciais e, portanto, estudos mais detalhados
deverdo ser realizados para melhor entendimento de tal habilidade e determinacéo

efetiva de seu potencial de aplicacao.
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Figura 27 - Teor de taninos presentes nas amostras de efluentes obtidos do
processo de curticio manual e em maquina apds tratamento enzimatico por
diferentes periodos.

@@ Manual
Maquina

100 +

%

Teor de taninos (%)

Fonte: Autora.
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5 CONCLUSOES

Fungos endofiticos associados a espécies vegetais do bioma Caatinga
apresentam potencial para obtencédo de enzimas tanases. Os microrganismos foram
capazes de sintetizar a enzima de interesse em curto periodo de tempo com alto
padrao de producédo, com destaque para a linhagem isolada do cajueiro, Aspergillus
fumigatus CAS21 sob condi¢cBes otimizadas em FSbm. A tanase purificada de A.
fumigatus CAS21 apresenta caracteristicas interessantes para aplicacdes
industriais, como estabilidade em pH 5,0-6,0 por 24 horas, ativacdo da atividade
catalitica na presenca de compostos quimicos e resisténcia a desnaturacdo na
presenca de altas concentra¢gfes de ureia. Apresentou maior eficiéncia catalitica na
presenca do substrato natural acido tanico. O uso da enzima permitiu a reducdo do
teor taninos, podendo ser potencialmente aplicada no tratamento de efluentes de
curtume industrial. Considerando o0s resultados obtidos, esta pesquisa gerou
conhecimento da microbiota fungica presente em algumas espécies de plantas da
Caatinga e seu potencial para sintese de moléculas bioativas, como as tanases, as

quais poderao ser aplicadas em processos industriais futuramente.
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