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RESUMO
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A tanase (EC 3.1.1.20) € uma enzima induzivel que age sobre os taninos hidrolisando suas
ligagcbes éster e depsidicas obtendo-se como produtos a glicose e o acido elagico ou &cido galico,
sendo este Ultimo, um importante substrato para as industrias farmacéutica e quimica. Entre os
diferentes organismos capazes de produzir tanases, 0s microorganismos, de modo especial os
fungos filamentosos, vém se destacando uma vez que sdo mais versateis na degradacao de
diferentes tipos de taninos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar as tanases intra e
extracelulares do fungo filamentoso Emericella nivea produzidas em Fermentagcdo Submersa
(FSbm) e em Fermentacdo em Substrato Soélido (FSS), purificando-as e caracterizando-as
bioguimicamente, além de imobiliza-las em suportes de agarose. Em principio, foi realizada a
selecdo da melhor cepa produtora de tanases, submetendo-se 42 linhagens fungicas a FSbm em
meio de cultura Khanna com 2% de &acido tanico como fonte de carbono, por 3 a 4 dias a 30°C,
tendo sido o fungo Emericella nivea selecionado para prosseguimento do trabalho. Para este
microorganismo 0s maiores nivies enzimaticos extracelulares foram obtidos em 3 dias de cultivo em
FSbm e 8 dias em FSS, sendo para esta lltima utilizados produtos agroindustriais e folhas de
vegetais de diferentes espécies secas trituradas umedecidas com agua de torneira (1:1; p/v). As
tanases extra e intracelular foram purificadas 61 e 2,5 vezes com recuperacdo de 30% e 8,8%,
respectivamente. Eletroforese em condi¢cdes ndo desnaturantes (PAGE 7%) mostrou a presenga de
uma Unica banda protéica revelada por prata e para atividade tandsica com a mesma mobilidade
relativa. A forma extracelular possui massa molecular nativa de aproximadamente 322kDa com
50% de conteudo de carboidratos. Ja a enzima intracelular apresentou massa molecular nativa de
258kDa e 17% de carboidratos. A temperatura 6tima de atividade foi de 45°C e 50°C para as
enzimas extra e intracelular, respectivamente e o pH 6timo para ambas as enzimas foi 5,0. As
tanases na forma sollvel se mostraram bastante estaveis a temperaturas elevadas, sendo Ts, de
72h e 4h a 90°C para as enzimas extra e intracelular, nesta mesma ordem, e também apresentaram
estaveis em diferentes pH com T, de 3h e 2h no pH 9,0 para as formas extra e intracelular,
respectivamente. A tanase extracelular foi ativada pelos ions Zn™, ng+ e Co**, enquanto que a
intracelular teve sua atividade aumentada apenas na presenca de Mn®*. Ambas as formas
enzimaticas foram capazes de hidrolisar o &cido tanico e o metil galato, com maior preferéncia pelo
primeiro. A analise dos produtos de hidrélise do acido tanico em TLC revelou a presenca de &cido

galico em fungédo do tempo de reagdo. Os parametros cinéticos foram analisados, sendo que as
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enzimas mostraram maior afinidade e aumento na eficiéncia catalitica quando utilizado o metil
galato como substrato, sendo os valores de Ky, iguais a 4,78mM e 3,20mM, para as formas extra e
intracelular, respectivamente. A tanase extracelular produzida em FSbm foi imobilizada em suportes
de agarose com ligacbes covalentes uni e multipontuais (BrCN e glioxil e aminoglioxil,
respectivamente), e também em suportes por troca i6nica (DEAE-Sepharose, CM-Sepharose e Q-
Sepharose), sendo verificadas a estabilizacdo destes derivados quando incubados em
temperaturas elevadas entre 65°C e 80°C em pH5,0 e também quando expostos ao solvente
organico 1-propanol por longos periodos. Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se
derivado Q-sepharose. Além da atividade hidrolitica do &cido tanico, a transesterificagdo de acido
galico em propilgalato foi avaliada utilizando-se o derivado BrCN. Portanto, conclui-se que as
tanases produzidas por Emericella nivea possuem bom potencial biotecnolégico e sdo promissoras
para o emprego industrial, atuando em uma ampla faixa de pH e temperatura, além de serem
produzidas utilizando fontes de nutrientes de baixo custo, e ainda por possuir a capacidade de
transesterificagdo de acido tanico em propilgalato, propriedade esta, bastante rara e de importancia

na obtencéo deste produto apreciado comercialmente.
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Tannases (EC 3.1.1.20) are inducible enzymes that catalyze the hydrolysis of ester and
depside bonds in hydrolysable tannins releasing glucose and ellagic acid or gallic acid, which is an
important compound used in pharmaceutical and chemical industries. Among different organisms
able to produce these enzymes, the microorganisms, especially flamentous fungi deserve attention
since they can act on different tannins degradation ways. In this context, the aim of this work was to
study the intra and extracellular tannases from the filamentous fungus Emericella nivea produced in
Submerged Fermentation (SbmF) and Solid Substrate Fermentation (SSF), purifying and
characterizing them biochemically, as well to immobilize the extracellular enzyme in agarose
supports. First of all, it was selected the best tannase producer among 42 strains, in Khanna culture
medium with 2% tannic acid as carbon source for 3-4 days at 30°C, and the fungus Emericella nivea
was selected. This fungus produced high levels of extracellular enzyme at 3 and 8 days when
cultivated in SbmF and SSF at 30°C, respectivally. FSS was performed with agroindustrial products
or crushed dried leaves of different plants umidified with tap water (1:1, w/v). The extra and
intracellular tannases were purified 61 times and 2.5-times, with recovery of 30% and 8.8%,
respectivally. Non-denaturing electrophoresis (PAGE 7%), showed a unigue proteic band stained by
silver and for activity, both with the same relative mobility. The extracellular enzyme, probably, is a
hetero-dimeric protein with native molecular mass of 322 kDa with 50% of carbohydrate content and
the intracellular with native molecular mass of 258 kDa and 17% of carbohydrate. The optimum
temperature were 45°C and 50°C for the extra and intracellular enzymes, respectively and the
optimum pH for both enzymes was 5.0. The soluble tannases were thermostable with Tsq of 72h and
4h at 90°C, and both were stables at different pH, with Tsq of 3h and 2h for pH 9.0, for extra and
intracellular forms, respectivally. The extracellular tannase was activated by Zn**, Hg** and Co®',
meanwhile, the intracellular had its activity increased only in the presence of Mn®". Both intra and
extracellular forms were able to hydrolyze tannic acid and methyl gallate with preference by the first
one. The hydrolysis products analysis of tannic acid on TLC revealed the presence of gallic acid
according to the reaction time. The kinetic parameters were analyzed, and the enzymes showed
higher affinity and increased catalytic efficiency when used methyl gallate as substrate, with K, of
4.78 mM and 3.20 mM for extra and intracellular forms, respectively. The extracellular tannase
produced in SbmF was immobilized in agarose supports with single and multipoint covalent bounds

(BrCN and glyoxyl and aminoglyoxyl, respectively), and also on ion exchange supports (DEAE-



Sepharose, CM-Sepharose and Q-Sepharose). The stabilization of these derivatives when
incubated at high temperatures (between 65°C and 80°C) at pH5.0 and also when exposed to
organic solvent 1-propanol for long periods, was verified. In addition, transesterification activity on
gallic acid to propyl gallate synthesis using the derivative BrCN was evaluated. In conclusion, the
tannases produced by Emericella nivea have a good potential for biotechnological application and
they are promising for industrial utilization, acting in a wide range of pH and temperature. In addition,
nutrients sources of low cost can be used for enzymes production, associated to the capacity for
transesterification of gallic acid in propyl gallate observed for extracellular enzyme, an important

property to get this product commercially.
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1. INTRODUGAO



A tanase, também conhecida como tanino-acil hidrolase (EC 3.1.1.20), é uma enzima
induzivel capaz de hidrolisar taninos, levando a liberagao de acido galico e glicose (Mahedran et al.,
2005) (Figura 1). Teighem (1867) foi o primeiro a descrever esta enzima ao examinar duas espécies
de fungos, Penicillium glaucum e Aspergillus niger, que crescem na presenga de taninos (Lekha e

Lonsane, 1997).

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

A tanase é responsavel pela separacdo do éster e das ligagdes laterais em taninos
liberando os produtos acima citados (acido galico e glicose). Os taninos sdo considerados os
substratos naturais para as tanases, mas estas enzimas também séo capazes de degradar o &cido
galico (Haworth et al, 1985). Alguns fungos, principalmente os pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium sao produtores de tanases (Rajakumar e Nandy, 1983). Segundo Yamada
et al. (1968) a enzima encontra-se em maiores quantidades intracelularmente. No entanto, a enzima
também pode ser secretada para o meio de cultura. Até 0 momento, os fungos Aspergillus niger,
Aspergillus flavus e Aspergillus oryzae foram descritos como sendo os melhores produtores de

tanases, tanto em acido tanico, quanto com outras fontes de carbono (Gupta et al., 1997).

1.1 Taninos

Taninos sdao metabdlitos secundarios fendlicos produzidos por diferentes vegetais e que
possuem massa molecular variando de 300 Da a 3 kDa. Depois da lignina, os taninos formam o
segundo grupo mais abundante de compostos fendlicos dos vegetais (Aguilar et al., 2007). Os
taninos podem apresentar alguns efeitos negativos para os animais, como o0 sabor adstringente
desagradavel, além de se ligarem a moléculas de nutrientes tornando-as indigestas, interferindo

assim na nutricao animal (Goel et al., 2005). No entanto, baixas concentracées de taninos elevam a



assimilagdo de nitrogénio em ruminantes aumentando seu crescimento e producao de leite (Aguilar
et al.,, 2007).

Com base em suas caracteristicas estruturais, os taninos podem ser divididos em 2 grandes
grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Durante a degradagdo de taninos, ocorrem
hidrolise e oxidagao, catalisadas por diferentes enzimas produzidas por microrganismos, tais como

tanase, fenol-oxidase e decarboxilase.

1.1.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sdo sub-divididos em galotaninos e elagitaninos. Galotaninos sao
facilmente degradados por bactérias, fungos e leveduras, enquanto que elagitaninos sdo mais
dificeis de serem degradados devido a sua estrutura complexa (Figura 2). Mesmo assim, algumas
bactérias e fungos encontrados em solos ricos em elagitaninos, folhas e efluentes contendo taninos
podem produzir tanase com alta atividade para degradacdo deste componente (Mingshu et al.,
2006).

Nos galotaninos, os grupos fendlicos que esterificam o nudcleo glicosidico sdo constituidos
pelo acido galico (ou radical galoil), ou pelo acido digalico, estando as duas unidades galoil unidas
por ligacao depsidica. As moléculas sao usualmente compostas pelo nucleo de glicose e de 6 a 9
grupos galoil, apresentando massas moleculares em torno de 3 kDa. H4 grande abundéncia de
ésteres de glicose mono ou digaloil na natureza que ndo sdo considerados taninos. E necessario
que pelo menos 3 grupos hidroxil da molécula de glicose estejam esterificados para exibir a
capacidade de se ligar e precipitar proteinas para serem considerados taninos. O mais comum dos
galotaninos é o acido tanico (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001).

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

A decomposic¢ao de taninos hidrolisaveis € mediada por duas enzimas. Uma com atividade
esterasica sobre a ligagao éster entre o grupo anel aromatico e o residuo de glicose, e a outra
depsidica sobre a ligacdo éster entre os anéis aromaticos (Figura 3). Haslam e Stragroom (1966)
responsabilizaram a tanase pelas duas atividades. Também relataram que a proporgao entre essas

duas atividades pode variar de acordo com as condicées de cultivo. Beverini e Metche (1990),



utilizando colunas de afinidade, fracionaram duas isoformas de tanase de Aspergillus oryzae.
Ambas com as duas atividades, sendo que a tanase | apresentou maior caracteristica esterasica e

a tanase |l atividade depsidasica mais pronunciada.

\iﬁﬁ)\?{

on / Gﬂ]otﬂmnos -\ndo Gilico

H H
Acucares
\ o
HO O
" 0y /M HOL 0
G- __'2ﬁ_0 —_— = — e w HD / oH
AN o\ - %
\i/GO H — \ / O oH
Hi OH  HO OH &
Elagitaninos Acido Acido Elagico

Heaxaidroxidifénico

Figura 2. Taninos hidrolisaveis (Queiroz et al. 2002).
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Figura 3. Estrutura quimica do acido tanico (Modificado de Nakamura, 2003).



1.1.2 Taninos condensados

Os taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas s&o mais
vastamente distribuidos entre os vegetais do que os taninos hidrolisaveis. Sdo chamados de
taninos condensados devido a sua estrutura quimica compacta. As proantocianidinas resultam do
acoplamento de uma unidade flavonil eletrofilica, gerada a partir do flavan-4-ol ou do flavan-3,4-diol,
uma unidade flavanil nucleofilica. Desta forma, sao oligbmeros ou polimeros de unidades
flavondides, como a catequina, unidas por ligagbes carbono-carbono nao suscetiveis a clivagem por
hidrolise. Ao contrario dos taninos hidrolisaveis, os condensados ndo contém residuos de
carboidratos (Deshpande et al, 1986), mas possuem de 2 a 50 ou mais unidades flavondides,
podendo atingir massas moleculares superiores a 20 kDa. As proantocianidinas apresentam grande
variedade estrutural devido ao nimero de grupos hidroxilas presentes em cada unidade, bem como
a estereoquimica dos trés centros quirais do anel B, a localizagao das ligagbes interflavana e, em
menor proporcao, as possiveis derivacbes como O-metilalagdo ou C- e O-glicosilagdes (Bruyne et
al., 1999). Em razéo de suas estruturas quimicas, sem a presencga de ligagdes éster e depsidica,

estes taninos ndo séo suscetiveis a hidrolise pela tanase.

1.2 Fontes de tanases

As tanases podem ser encontradas tanto em procariotos como em eucariotos, como
plantas, animais e microorganismos, sendo que entre estes Ultimos, os fungos filamentosos
merecem destaque. Plantas com conteldo de tanino solivel como, por exemplo, Terminalia
chebula, Caesalpinia coriaria, Anogeissus latifolia ou ainda apresentando taninos insoluveis como,
Cassia auriculata, Acacia arabica e Cassia fistula possuem a enzima a qual auxilia no crescimento
e maturagao de frutos. Em animais ruminantes, baixas concentracdes de tanase sdo encontradas
na mucosa do rumem, provavelmente para hidrolisar o acido tanico presente na dieta rica em fenéis
e acgUcares, que podem ser rapidamente absorvidos (Lekha e Lonsane, 1997). Ja os
microorganismos produzem tanases que possibilitam a decomposicdo e a reciclagem de materiais

contendo tanino no ambiente.



1.2.1 Tanases em microorganismos

A maioria dos microorganismos é capaz de produzir tanases, sendo sintetizada no limite da
membrana ou dentro da célula (Deschamps et al., 1983). Estas enzimas podem ser produzidas por
diferentes microrganismos, incluindo bactérias, como por exemplo, Bacillus licheniformis (Mondal et
al., 2000) e Citrobacter freundii (Ajay Kumar et al., 1999), leveduras (Aoki et al., 1976) e fungos
filamentosos tais como Aspergillus niger, Penicillium sp. e Paecilomyces variotii (Mahedran et al.,
2005). Contudo, alguns trabalhos tém mostrado que as tanases microbianas ndo séo igualmente
ativas para todos os taninos. Tanases de leveduras, por exemplo, sdo efetivas somente na hidrélise
de galotaninos e fracamente ativas na degradacdo de taninos de alta massa molecular, ao passo
que tanases de fungos filamentosos sdo mais versateis e podem degradar eficientemente diferentes
tipos de taninos (Bhat, 1998; Mingshu et al., 2006). Desta forma, estudos envolvendo a producéo de
tanases por fungos filamentosos ainda sdo escassos merecendo maiores investigagoes.

Ainda que algumas enzimas possam ser obtidas de fontes vegetais e animais, os
microorganismos sdo favoraveis na producdo industrial de tanases por apresentarem vantagens
econdmicas. Microorganismos podem ser cultivados em grandes quantidades em periodos de
tempo relativamente curtos, por métodos de fermentacdo, produzindo quantidades abundantes e
regulares de contetdo enzimatico. Além das enzimas de microorganismos serem mais estaveis do
gue as analogas obtidas de animais e vegetais, eles podem ser manipulados geneticamente
aumentando ainda mais a atividade das enzimas (Lekha e Lonsane, 1997).

As tanases favorecem a invasdo de microorganismos, principalmente fungos, em plantas
hospedeiras devido a hidrélise de parte dos compostos fendlicos presentes em tecidos vivos ou em
decomposic¢do, mais especificamente os taninos hidrolisaveis (Scalbert, 1991). Diferentes estudos
relatados por Lekha e Lonsane (1997) apontam que microrganismos de solo produtores de tanases
desempenham papel ativo na decomposicédo e reciclagem de materiais vegetais ricos em taninos.
Assim, as espécies microbianas que sintetizam esta enzima possuem certa vantagem na
competicdo com outros microorganismos.

As tanases produzidas por fungos apresentam pH 6timo em torno de 5,5. Sua estabilidade
em diferentes valores de pH pode variar entre faixas 3,0 a 8,0, como observado para Aspergillus
flavus |IFO 5839, Aspergillus niger LFC 8 e Penicillum chrysogenum dependendo da fonte de

obtencao da enzima (Tabela 1). A temperatura 6tima para atividade desta enzima ocorre, em geral,



proxima a 35°C. Contudo, temperaturas mais elevadas (50°C a 70°C) foram observadas para

tanases produzidas por Aspergillus flavus IFO 5839 e Aspergillus niger 3T5B8 (Tabela 1). Para a

temperatura, a estabilidade da tanase ocorre basicamente entre 10°C e 60°C (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de algumas tanases flngicas produzidas por diferentes processos

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

Microorganismo/ Condicoes pH Temperatura (2C) Referéncia
linhagem de cultivo Otimo  Estabilidade @ Otima  Estabilidade

Aspergillus  flavus IFO  submersa 5,5 5,0-5,5 50-60 60 Yamada et al, 1968
5839 Adachi et al., 1971
Aspergillus niger LFC 8 Submersa 6,0 3,5-8,0 35 Barthomeuf et al., 1994
Aspergillus niger PKL 104 Submersa 55 4,0-7,0 60 10-40 Lekha e Lonsane, 1994
Aspergillus niger PKL 104  Somissoélida 55 2,0-8,0 35 10-30 Lekha e Lonsane, 1994
Aspergillus niger 3T5B8 Semissolida 5,0 3,0-6,0 60 25-45 Pinto, 2003
Aspergillus niger MTCC  Submersa  4,5-6,0 - 35 - Sharma et al., 1999
2425
Aspergillus oryzae Submersa 55 3,0-7,5 30-40 30 libuchi et al., 1968
Penicillium chrysogenum Superficie 5,0-6,0 4,5-6,0 30-40 30-45 Rajkumar e Nandy, 1983




1.3 Producao de Tanases

A producdo desta enzima pode ser realizada em fermentagdo submersa (FSbm) ou em
fermentacdo em substrato sélido (FSS), sendo que neste Ultimo a producgao e atividade enzimética,
geralmente, apresentam-se maiores (Mingshu et al., 2006).

Na produgéo de tanases em FSbm, o microorganismo fica em suspensdo em um meio de
cultura liquido no qual estdo dissolvidos ou suspensos todos os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento do organismo. Este tipo de cultivo foi preferido por muitos anos para a produgao
de diversas enzimas, j4 que os meios de cultura podem passar por um processo de esterilizacdo
rapido e eficiente, bem como pela facilidade de controle das condicbes ambientais para o
experimento. Para o processo de fermentagdo em substrato sélido, o microorganismo deve se
desenvolver em substratos insollveis sem disponibilidade de fase liquida livre. No entanto, este
método de cultivo oferece algumas vantagens econdmicas com relagao ao cultivo submerso: a
produgdo do meio para crescimento do microorganismo € sempre bastante simples, podendo ser
utilizados residuos agroindustriais, como farelo de trigo, bagaco de cana, farelo de soja e sabugo de
milho, entre outros, como substrato/fonte de carbono. Apesar do rendimento da enzima ser menor,
pela baixa disponibilidade de agua livre, a atividade da enzima produzida geralmente é mais alta
com este método de fermentagdo, além do fato de que, toda a tanase produzida em substrato
sélido é encontrada extracelularmente, facilitando sua obtengéo, enquanto que nos cultivos liquidos,
apenas parte da enzima é de natureza extracelular (Deschamps e Huet, 1983).

A producdo de tanases por microrganismos ainda pode ser influenciada pela adicdo de
outros compostos nos meios de cultivos, sejam quais forem, aumentando a producdo desta enzima,
como é o caso de fontes de carbono ricas em taninos e nitrogénio, ions metalicos e substratos

indutores de atividade tanasica.

1.4 AplicacGes das tanases

No momento, as tanases vém sendo empregadas comercialmente na produgdo de chas
instantaneos, eliminando precipitados insolUveis existentes devido a presencga de taninos nas folhas
desses chéas. Estes precipitados sdo gerados de forma natural quando a bebida atinge
temperaturas inferiores a 4°C e quando esses compostos sdo removidos quimicamente, ocorrendo

a diminuigdo da qualidade do cha. Ao contrario, se as tanases forem empregadas na hidrélise das



ligacbes ésteres dos polifendis, a polimerizagdo sera evitada e serdo preservados os contetdos
aromaticos e coloracao apropriada (Sanderson et al., 1974).

As tanases também podem ser empregadas na industria vinicola. Sua utilizacdo no
processo de producdo do vinho favorece a melhoria da qualidade desta bebida, reduzindo o
conteudo de aglcares e mantendo o pH em torno de 4,0 (Chae e Yu, 1983). Adicionalmente, esta
enzima pode ser empregada como agente clareador em sucos de frutas industrializados e em
bebidas alcoolicas com aroma de café retirando compostos fendlicos presentes das plantas
utilizadas como matéria-prima (Lekha et al., 1993) ou ainda na producao de cervejas, onde esta
enzima removeria os taninos (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Outra aplicacao para as tanases se refere ao tratamento de efluentes de curtumes, ja que
estes apresentam altas concentragdes de taninos (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001), os quais sao
fundamentais no processo de curtimento do couro de bovinos, 0 que representa um risco ao meio
ambiente. Por esta razao, a utilizagdo de tanases representa um modelo de tratamento de baixo
custo e bastante efetivo na remocgéo de polifendis presentes.

As tanases também podem ser empregadas como complemento na producdo de racdes
animais, uma vez que a utilizacao de cultivares de cereais que apresentam alto conteldo de taninos
pode reduzir a qualidade do alimento e assim, prejudicar a nutricdo de ruminantes (Aguilar
Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Contudo, a aplicagdo mais importante das tanases é na produgao de &cido galico a partir de
produtos de plantas ricos em taninos. O acido gdlico € um composto intermediario na sintese da
droga antibacteriana trimetropina, utilizada pela industria farmacéutica (Sittig, 1988). Na industria
alimenticia, é utilizado como substrato na sintese quimica do pirogalato ou ésteres de galatos, que
sdo utilizados como conservantes. O uso de tanases na hidrélise de taninos também encontra vasta
aplicacdo, porque podem ser obtidos outros compostos, como é o caso do propilgalato, que é
utilizado como agente antioxidante em gorduras e 6leos (Lekha e Lonsane, 1997).

A utilizagao das tanases em processos industriais pode ser realizada de duas formas: uma
com contato direto do extrato enzimético ou da enzima imobilizada em suportes, com o material
polifendlico a ser hidrolisado ou, de outra maneira, cultivando o microorganismo produtor de tanase
diretamente no material rico em taninos que sera degradado em compostos cada vez mais simples

(Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001).



1.5 Tecnologia e imobilizacao enzimatica

As enzimas sdo biocatalizadores que atuam nas rotas metabdlicas dos seres vivos sobre
condicdes oOtimas. Algumas propriedades das enzimas fazem com que estas sejam melhores
aproveitadas que os catalisadores quimicos tradicionais, tal como a grande eficiéncia catalitica,
considerando que o principal objetivo de qualquer processo de biotransformacdo € obter uma
elevada conversao de substrato em produto a um curto espago de tempo. Além dessa caracteristica
as enzimas apresentam uma elevada especificidade e seletividade dependendo da sua fungao
metabdlica, atuando sobre condigcbes suaves de reacdo como pressdo, pH e temperatura.
Adicionalmente, minimizam os danos ao meio ambiente por se tratarem de compostos biolégicos
que podem ser facilmente degradados (Silva, 2009).

Atualmente, sdo conhecidas mais de 2000 enzimas e apesar da excelente propriedade
catalitica que apresentam, pouco mais de 400 sao exploradas comercialmente, sendo a maioria
enzimas extracelulares e de origem microbiana. A evolugdo metabdlica das enzimas seguiu um
processo de otimizagdo segundo a funcdo que desempenha fisiologicamente nos organismos, sem
considerar a necessidade de utilizagdo in vitro para aplicagdes industriais. Desta forma, muitas
enzimas ndo sdo suficientemente estaveis as condicbes de reacdes desejadas, tais como a
agitacdo mecanica, aos solventes, as altas temperaturas, pH extremos e a necessidade de
cofatores, assim como a inibigao por elevadas concentracdes de substratos e produtos. Em fungao
dessas adversidades, a tecnologia enzimatica surge como uma ferramenta importante que tem
como objetivo superar todos os inconvenientes que impecam a aplicacdo destas proteinas em
processos industriais (Klibanov, 1983).

Considerando as ferramentas existentes, o emprego da enzima imobilizada em suportes
pode ser eficiente, evitando tais adversidades e facilitando a aplicacdo dessas proteinas
comercialmente. A imobilizagdo pode ser definida como o movimento néo independente das células
ou enzimas na parte aquosa do sistema, por estarem alojadas dentro ou na superficie do agente
imobilizador (Tampion e Tampion, 1988). Uma outra forma de ser definida € como a fixagcao de
enzimas ou células vivas em um ambiente, de maneira que sua atividade catalitica ndo seja afetada
negativamente (Cantarelli, 1989).

A utilizacdo do processo de imobilizacdo de enzimas se torna interessante quando

proteinas com interesses industriais apresentam limitacées por falta de estabilidade sobre as
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condicdes exigidas na sua manipulagdo, e também quando se faz necessario a recuperacao e a
reciclagem do biocatalizador. Uma vez imobilizada (fisicamente confinada ou localizada em uma
regido definida no espaco com retencdo de sua atividade catalitica), a enzima deixa de ser um
catalisador solluvel e passa a apresentar algumas vantagens que s6 um catalisador heterogéneo
possui, tais como a possibilidade de reutilizagdo ou o uso continuo, facil separagcao da mistura de
reacao, possibilidade de modulagao das propriedades cataliticas, prevencdo de contaminagao do
produto com proteinas indesejaveis, prevengdao de uma contaminagdo microbiana e uma possivel
estabilizagdo da estrutura tridimensional da enzima (Silva, 2009).

As propriedades das enzimas imobilizadas podem ser determinadas tanto pelas
caracteristicas da enzima quanto do suporte sobre o qual estdo imobilizadas. A ligacdo
estabelecida entre ambos origina um derivado enzimatico com propriedades quimicas e mecanicas
especificas (Tischer e Kascle, 1999). A velocidade e o rendimento da imobilizagdo sao
determinados por parémetros como o tipo de suporte empregado, o método escolhido, a
concentracdo da enzima e dos grupos reativos do suporte, pH, temperatura e tempo de reacao
(Buchholz, 1979). Os distintos métodos de imobilizagdo séo classificados de acordo com a
interacdo fisico-quimica usada na unido entre o suporte e a enzima. A adsor¢do sobre suportes
ibnicos e a imobilizagdo covalente sdo as técnicas mais utilizadas e as que sdo empregadas em
maior nimero nas industrias (Buchholz et al., 2005).

Na imobilizacao reversivel por adsorg¢éo idnica a ligacdo da proteina com o suporte é do
tipo eletrostatica (ligagéo idnica e pontes de hidrogénio) onde essas interagdes sio individualmente
fracas. No entanto, sdo abundantes suficientemente para gerar uma unido estavel entre a enzima e
0 suporte, e pode constituir um protocolo conveniente para a imobilizacdo de algumas enzimas
industriais. A reversibilidade de um derivado implica na possibilidade de obtencdo de uma completa
desorcdo da enzima, com a aplicagdo de uma forca ibnica alta, quando a atividade do catalisador
nao é rentavel. O suporte pode ser recuperado livre de proteinas e voltar a ser utilizados em novas
imobilizagdes (Silva, 2009).

Este método de imobilizagdo é muito apreciado em processos industriais em que o suporte
representa um valor importante no custo total do catalisador. Um exemplo classico é a utilizacdo de
DEAE-celulose empregada em escala industrial para imobilizacdo de glicose isomerase (Antrim e

Auterinen, 1986).
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Ja na imobilizacao irreversivel por ligacdo covalente, a unido entre a enzima e o suporte
ocorre pela formagéao de ligacoes fortes e estaveis, o que impede que a enzima seja liberada para o
meio reativo (Faber, 1996). Para a obtencdo de um elevado rendimento de imobilizacdo é
necessario que os aminodacidos essenciais para a catalise ndo estejam envolvidos na unido
covalente com o suporte. Uma unido covalente forma-se normalmente entre os grupos funcionais
presentes no suporte e as cadeias laterais dos aminoacidos disponiveis na superficie da proteina
(grupos NH, das lisinas, SH das cisteinas, OH das tirosinas e serinas, e COOH dos acidos
aspartico e glutamico) dando lugar a ligacées do tipo amida, tio-ester e éter ou ligacdes carbamatos
(Srere e Uyeda, 1976). A imobilizagdo por unido covalente tem permitido modificar as propriedades
das enzimas imobilizadas em relagdo as enzimas sollveis, tais como melhorias na eficiéncia
catalitica e também na sua estabilidade frente a agentes que provocam alteragdo na estrutura

protéica (Guisan et al., 1993).
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2. OBJETIVOS
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2.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho foi coletar e isolar linhagens de fungos filamentosos
produtoras de tanases e em seguida, estudar as enzimas intra e extracelulares do fungo
filamentoso Emericella nivea produzidas em Fermentacdo Submersa e em Fermentacdo em

Substrato Sélido, purificando-as e caracterizando-as bioquimicamente, além de imobiliza-las.

2.2 Especificos

¢ Coletar e isolar diferentes linhagens de fungos filamentosos.

¢ Determinar e selecionar as cepas com alta produtividade tanasica.

e Padronizar as condigées 6timas para produgdo de tanases por Emericella nivea em
Fermentagdo Submersa (FSbm) e em Fementagdo em Substrato Sélido (FSS).

e Purificar as tanases intra e extracelulares de Emericella nivea.

e Caracterizar bioquimicamente as tanases intra e extracelular produzida por Emericella
nivea.

¢ Verificar a influéncia de diferentes compostos na atividade tanésica.

¢ Analisar qualitativamente e quantitativamente a hidrélise de acido tanico pelas tanases
de Emericella nivea.

® |mobilizar as tanases extracelulares de Emericella nivea em suportes de agarose.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Isolamento de microorganismos produtores de tanases

Para o isolamento dos fungos produtores de tanases foram utilizadas placas de Petri
contendo meio agarificado tendo acido tanico 2% (m/v) como Unica fonte de carbono. Apés a
polimerizacdo do meio de isolamento, as placas foram abertas e expostas as condicbes ambientais
por 10 minutos, fechadas e levadas ao laboratério, sendo incubadas a 30°C por 4 a 5 dias. Os

fungos foram coletados nas cidades paulistas de Ribeirdo Preto (21°12'42" de latitude sul e

47°48'24" de longitude oeste), Sertdozinho (21°08'17” de latitude sul e 47°59'26” de longitude

oeste) e Aracatuba (21212'32" de latitude sul e 50°25'58"de longitude oeste).

As diferentes linhagens de fungos que se desenvolveram nas placas de Petri foram
transferidas, com auxilio de uma alga de platina, para 0 meio de manutengao Batata Dextrose Agar
(BDA). As cepas de fungos filamentosos foram diferenciadas de acordo com a observagéao

macroscopica das caracteristicas morfolégicas e culturais.

3.1.1 Composicdo dos meios de cultivo

Meio Batata Dextrose Agar (BDA)

L = T = = F PSP PPPRPPRN 309
©  GlICOSE. 1.ttt e e b b e nane e e nne s 29
e AQar DACEMIOIOGICO. ....vveeeeceeeeecee e ne e 29
L Vo U W L= Y 1= e = ORI gsp 100mL

As batatas foram cozidas em agua e filtradas com auxilio de gaze, sendo este filtrado

utilizado para a preparacao do meio.

Meio de cultura para isolamento de cepas produtoras de tanase

D Y T Vo Y=o =g 1e) (o Yo e YOO 29
L Yo Te (oY - 11T TR 29
e Solucdo de sais de KNanna [20X]......ceeeervereiriereeiie e et 5mL
o AQUA AESHIATA......ecveeeeceee e gsp 100mL

16



3.2 Manutencao das Cepas em Laboratorio e Obtencao das Culturas

A manutengé@o das cepas em laboratério foi realizada em meio sélido de batata (BDA) em
tubos de ensaio inclinados, com repiques periddicos em intervalos de aproximadamente trinta dias,
mantendo-se as novas cepas em 30°C por 6 a 7 dias para crescimento e posteriormente
armazenadas em geladeira a 4°C.

Para Fermentacdao Submersa foram utilizados 5 diferentes meios de cultivos: meio Khanna
(Khanna et al., 1995), meio Czapeck (Wisemam, 1975), meio SR (Rizzati et al., 2001), meio Vogel
(Vogel, 1964) e meio M5 (Peralta et al., 1990). As culturas foram obtidas mediante inéculo de 1mL
de uma suspensao de conidios em agua destilada estéril em uma concentragdo final de 10°
esporos/mL, em frascos Erlenmeyer de 125mL, contendo 25mL de meio. As culturas foram
mantidas a 30°C, sob agitacédo orbital de 100rpm, por diferentes periodos, como determinado para
cada experimento.

As culturas em substrato soélido foram também utilizadas, empregando-se para tanto
residuos agroindustriais tais como bagaco de cana, farelo de trigo, farinha de aveia e palha de
arroz, ou folhas de vegetais ricas em taninos como eucalipto, roma, jamboldo, jaca, entre outros,
como substratos/fontes de carbono umedecidos com agua de torneira ou diferentes solucdes de
sais (Vogel, SR e Khanna) em diferentes propor¢des (m/v). As FSS foram incubadas a 30°C em

estufa com 60% de umidade relativa controlada com termohigrometro, por diferentes periodos.

3.2.1 Composicdo dos meios de cultivo

Meio de Khanna (Khanna et al., 1995)

e Solucao de sais de KNanna [20X]......cceeeeiieeeieiiiiie e ee e e 5mL
o EXIrato de [EVEAUIa.........coii i s 0,19
@ ACIHO TANICO. vttt 29
o AQUA ESHIAAA. ......veeeeeceeecceee e gsp 100mL

Solucao de sais de Khanna [20x]

L N1 1N SRS TUPRRSN 2¢
LI (G DY o ) 1,3g
MOS0 THoO . e 0,362g
L (o] TSSO 0,098g



ZnSO4.H20 ......................................................................................................... 0,0079

MNSO 4 HoO e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e rarareeaaes 0,0138¢g
F@0(S08).H300 -1 0,00669
CUSOLEHL0 .. et eaa e 0,0062¢g
AQUA ESHIAAA. ........eeeceeceeeeee e gsp 100mL

Meio SR (Rizzati et al., 2001)

SoluGa0 de SaIS A€ SR [20X]. . ueieiiueieieeiiieiie et 5mL
(=T o) (o] o - TR TP PPRPSOTPRRP 0,029
EXIrato de I@VEAUIA........e it e s 0,45¢
ACIAO FANICO. .....cvveeeeee et n s ne e 19
AQUA AESHIAAA. ...... e gsp 100mL

Solucéo de sais SR [20x]

1Y o ST 4 o Y SRR 0,24¢g
KHBP O oo oo e oo eee oo 0,39
NHEHOP Ot eeeeeee e eeeee e eeeeee e eee oo 1g
AQUA AESHIAAA. .......c.cvvececeeeeee e gsp 100mL

Meio Czapeck (Wisemam, 1975)

I F 1 [ SRR 0,39
1o YooY 0,1g
1Yo I T@ 4 o P PSSR 0,05¢g
Koo eee oo e e oo 0,05g
T 1@ ) T4 = P O SR 0,001g
o =N (o] o (SR (XY= To [ = WSO 0,1g
YT (o -V 1cTo TR 1g
AQUA AESHIAAA. .......c.cvveeeceeeeeeee e gsp 100mL
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Meio M5 (Peralta et al., 1990)

[ L= (e (SR (=YY< (U] = W 0,69
(=T o) (o] o - VPR PSR 0,1g
(=10 @ T 0,1g
N =T PSP 19
YT (o= Vo TeTo RO 19
(07 o 010 @] 11 TSP 0,69
AQUA AESHIAAA. .......c.cveeceeeeeeeeeeeeeee e gsp 100mL

Meio Vogel [50x] (Vogel, 1964)

NazCeH507.2H20 ... 12,59
S P 25¢
1Y o IS 1@ 4 o P O SRR 19
INHANO . ettt ettt s ettt e e te et eeete e snteesseesseeenseesneesnseesneeeseennneas 109
(07 101 PY2d o P O TSRS 0,59
S To] [0 (o= To JNe L= o] o) i1 = NSRS 0,5mL
Solugao de tragos de eleMENTOS. ... .coeiiiieiiiie e 0,5mL
AQUA AESHIAAA. .......c.cveeececeeeeeee e gsp 100mL

Solucéo de biotina

o) {1 = 0,005¢g

E1QNOI 5O% (V/V) ..ttt 100mL

Solucéo de tracos de elementos

O o S T YO 5g
p A 1S 1@ 4 = P O T RSOOSR 5g
FO(NH)3(S08)2-8Ha0 oo 1g
CUSOLEHL0. .. a e 0,25¢g
MNSO 4. HoO ... et eaaaaeaeanan 0,05¢g
HaB O ooeeeeeeeeeeeee oo oo oo oo oo e 0,059
NAsMOO 4. 2HO ..ttt e e e e e e e e e 0,059
AQUA AESHIAAA. .......cecveeeeeeeee e gsp 100mL
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3.3 Selecao da linhagem produtora de tanases em Fermentacao Submersa

As cepas fungicas isoladas como descrito previamente, bem como outras cepas disponiveis
na micoteca do Laboratério de Microbiologia e Biologia Celular do Departamento de Biologia da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, foram
cultivadas em meios de Khanna adicionado de acido tanico como fonte de carbono, por 72 horas, a

30°C sob agitagao orbital de 100rpm.

3.3.1 Microorganismo selecionado

Entre as linhagens fungicas analisadas quanto a producdo tandsica, a que demonstrou
melhores rendimentos quanto a produg¢ao enzimatica foi a de Emericella nivea.

Emericella nivea é um fungo filamentoso isolado do solo da cidade de Ribeirdo Preto
(21°12’42" de latitude sul e 47°48°24" de longitude oeste), Sao Paulo, Brasil e identificado pelo

Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal de Pernambuco.

3.4 Preparacao dos produtos agroindustriais e folhas de vegetais como
substratos/fontes de carbono na producao de tanases em FSS

Os produtos agroindustriais como milho, sabugo de milho, farinha de mandioca, fibra de
trigo, farelo de soja, bagaco de cana, palha de arroz e farinha de aveia foram adquiridos no
comeércio local, sendo utilizados diretamente como meio de cultivo, ou no caso do milho e sabugo
de milho, triturados com auxilio de multiprocessador doméstico.

Ja as folhas dos vegetais foram colhidas no municipio de Santo Anténio do Aracangua
(latitude 20°56'12" sul e longitude 50°29'44" oeste), secas em estufa a 40°C por 3 ou 4 dias, até
atingirem massa seca constante e posteriormente trituradas em gral de porcelana. Tais produtos
foram utilizados como substratos/fontes de carbono em Fermentacdo em Substrato Sélido (FSS)

preenchendo 1/5 do volume total em frascos Erlenmeyer de 125mL.

3.5 Obtencao das Enzimas Extracelular e Intracelular
Apobs o periodo de incubacédo, as FSbm foram filtradas a vacuo em funil Blichner, com papel
de filtro Whatman n®1, obtendo-se um filtrado livre de células, o qual foi denominado extrato bruto

extracelular e utilizado para determinagao da atividade enzimatica, e o micélio, o qual foi macerado
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com areia previamente tratada, em gral de porcelana mantido em banho de gelo e, posteriormente,
ressuspenso em solucdo tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0, e centrifugado a 23 000 g,
durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante, denominhado extrato bruto intracelular, foi utilizado
para a determinacdo da atividade tanasica.

No caso das FSS, as mesmas foram adicionadas de 30mL de agua destilada gelada e
submetidas a intensa agitagdo com o auxilio de uma barra magnética por um periodo de 20 minutos
a 4°C. Apos esse periodo, as culturas foram filtradas a vacuo em gaze e posteriormente em papel
de filtro Whatman n®1 utilizando-se funil Biichner. O filtrado livre de células obtido foi empregado na
determinagdo da atividade enzimatica extracelular e os residuos do meio, juntamente com o

micélio, descartados.

3.6 Determinacao da Atividade Enzimatica

A atividade tanasica foi determinada pelo método da rodanina metandlica, utilizando-se o
metil galato 100mM como substrato em tampéao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0 de acordo com o
protocolo descrito por Sharma e colaboradores (2000).

A reacdo foi composta por 250uL da solugcdo contendo o substrato e 250uL da amostra
enzimatica, sendo a reacao conduzida a 40°C durante 10 minutos. A reacdo enzimatica foi parada
pela adi¢cdo de 300uL de rodanina metandlica 0,667% (m/v). Apds 5 minutos, 200uL de hidroxido de
potassio 0,5M (m/v) foram adicionados, formando um cromatégeno de coloragéo violeta. O volume
obtido foi diluido adicionando 5mL de agua destilada em cada reagédo. Ap6s 10 minutos procedeu-
se a leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda A=520nm. A unidade de atividade
tanéasica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 ymol de acido

galico por minuto nas condi¢des de ensaio.

3.7 Quantificacao de Proteinas e Carboidratos

A quantificacdo de proteinas foi realizada como descrito por Lowry et al. (1951), utilizando-
se albumina de soro bovino como padrdo. As amostras de solugées enzimaticas (200uL) foram
acrescidas 1mL de uma solucdo preparada no momento do uso, composta de carbonato de sédio
2% (m/v) em NaOH 0,1N (m/v), sulfato de cobre 1% (m/v) e tartarato de sddio e potassio 1% (m/v),

na proporgao de 100:1:1 (v/v/v). Apds 15 minutos, acrescentou-se 100 uL de Folin Ciocalteau em
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agua destilada (1:1 v/v). Apés 30 minutos foi mensurada a absorbancia em comprimento de onda
A=620nm. A unidade foi definida como sendo a quantidade em mg de proteina/mL de amostra. A
proteina total (mg totais) foi definida como mg de proteina x volume de amostra.

O conteudo de carboidratos da amostra de tanase purificada foi estimado pelo método
fenol-sulfarico segundo Dubois et al. (1956) utilizando-se manose como padrédo (0 a 0,1 mg/mL). As
amostras enzimaticas (400uL) foram adicionados a 1mL de &cido sulfdrico concentrado e 10uL de
fenol 80% (v/v). Esta mistura foi agitada e mantida em banho de gelo por 10 minutos e
posteriormente incubada a 30°C por 15 minutos. Apds este procedimento, a mistura foi novamente
agitada e a absorbancia foi mensurada em comprimento de onda A=490nm. Para o branco, a
amostra enzimatica foi substituida pela mesma quantidade de dgua destilada. A unidade foi definida

como sendo a quantidade em mg de carboidrato presente por mL da amostra.

3.8 Purificacao das Tanases Extra e Intracelular em Coluna Cromatografica

Os extratos brutos extra e intracelular foram dialisados contra tampéao acetato de sédio
10mM pH 5,0 overnight a 4°C e posteriormente tratados com Caulim (40 mg/mL) para remogao dos
pigmentos, em banho de gelo, sendo agitado por barra magnética por um periodo de 2 horas e em
seguida centrifugado a 23000 g. O sobrenadante foi aplicado em coluna cromatografica de troca
ibnica DEAE-celulose (1 x 12 cm) equilibrada previamente em tampao acetato de s6dio 10 mM, pH
5,0 e com vazao ajustada para 1 mL/min. A enzima foi eluida mediante a aplicacdo de um gradiente
linear de NaCl (0 a 1,5M). As fragbes que apresentaram atividade foram reunidas em um Unico
pool, dialisadas overnight contra tampao acetato de s6dio 10mM, pH5,0 e, ap6s este procedimento,
a enzima extracelular foi aplicada em coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-200 (1 x 80 cm),
previamente equilibrada em tampéo Tris-HCI 50 mM pH7,5 adicionado 50 mM de NaCl e com fluxo
ajustado para 0,33 mL/min. As fracdes que apresentaram atividade tanasica foram reunidas e
dialisadas overnight contra agua destilada. As fracbes intra e extracelulares purificadas foram
liofilizadas, e aplicadas em eletroforese em condicdes nao desnaturantes (PAGE 7%) e

desnaturantes (SDS-PAGE 12%) como descrito no item 3.10.
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3.9 Determinacao da massa molecular

A massa molecular nativa foi mensurada utilizando-se uma amostra protéica com atividade
tanasica, dialisada overnight contra agua destilada, lliofilizadas e ressuspendida em tampéao Tris-
HCI 50 mM pH 7,5 adicionado 100 mM de KCI , foi aplicada em coluna de exclusdo molecular
Sepharose CB6L (1 x 80 cm), previamente equilibrada com o0 mesmo tampao e com vazao ajustada
para 1,73 mL/min. As fragbes que apresentaram atividade tanasica foram reunidas e dialisadas
overnight contra agua destilada a 4°C. Desta forma, a massa molecular nativa da tanase
extracelular foi determinada utilizando-se B-amilase (200 kDa), alcool desidrogenase (150 kDa),
albumina de soro bovino (66 kDa) e anidrase carbbnica (29 kDa) como marcadores de massa
molecular. O volume livre da coluna (V,) foi de 86,3 mL, determinado com Blue Dextran 2000.

Ja a massa molecular da tanase desnaturada foi determinada utilizando-se SDS-PAGE
12% (como descrito no item 3.11) e como marcadores de massa molecular (SDS-PAGE) foram
utilizados: fosforilase b (97 kDa), albumina de soro bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),

anidrase carb6nica (33 kDa), inibidor de tripisna (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

3.10 Procedimento eletroforético

O processo de purificagdo foi acompanhado através de procedimento eletroforético em gel
de poliacrilamida montado entre placas de vidro, em condigdes ndo desnaturantes (PAGE 7%)
(Davis, 1964) e em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE 12%) (Laemmli, 1970), utilizando-se uma
fonte ajustada para 120 V e 40 mA. Apéds corrida eletroforética o gel foi removido das placas de
vidro e corado em Comassie Brilliant-Blue R250 ou submetido ao procedimento de revelagcdo por
prata segundo metodologia descrita por Blum e colaboradores (1987) ou ainda, utilizado para
determinagéo da atividade enzimatica em gel.

A determinacdo da atividade tanasica em gel foi realizada lavando-se o gel sob agitagéo
com 100 mL de Triton X-100 2,5% (v/v) durante 1 h e seguida de 2 lavagens com 100 mL de
tampéao acetato de sédio 10 mM pH 5,0 por 45 minutos. Depois de lavado, o gel foi submetido a
incubacdo a 40°C com &cido tanico 0,5% (m/v) em tampéao acetato de sodio 100 mM pH 5,5. A
solugéo de acido tanico foi descartada depois de 24 horas, e substituida por 100 mL de solugao de
hidrocloreto de quinina 0,5% (m/v) em tampdo acetato de s6dio 50 mM pH 5,5 a temperatura

ambiente para revelagdo. A atividade tanasica aparece como uma banda clara no gel.
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3.11 Caracterizagao bioquimica de tanases

3.11.1 Temperatura dotima e estabilidade térmica

A temperatura 6tima para a atividade tanasica foi determinada em diferentes temperaturas
que variaram entre 25°C e 90°C com intervalos de 5°C. A estabilidade térmica foi determinada
incubando-se aliquotas de enzima em diferentes temperaturas (22°C a 90°C) por diferentes
intervalos de tempo. A cada intervalo, aliquotas da enzima incubada eram retiradas, mantidas em

banho de gelo e depois ensaiadas para atividade tanasica.

3.11.2 pH 6timo e estabilidade ao pH

O pH 6timo para a atividade tanasica foi determinado utilizando-se diferentes solugées
tampdes (100mM) com pH variando entre 3,0 e 8,0. Para pH 3,0 - 4,0 foi utilizado tampao &cido
citrico, para pH 4,5 — 6,0 tampao acetato de sédio, e pH 7,0 e 8,0 tampéao Tris-HCI. Todos os
tampdes foram preparados em concentragdo de 100mM. A estabilidade ao pH das tanases foi
verificada incubando-se as enzimas, em banho de gelo, em diferentes solugbes tampdes a 100mM.
Para o pH entre 2,5 - 6,0 foi utilizado o tampao acido citrico, pH 7,0 - 9,0 o tampéao Tris-HCI e pH
10,0 e 11,0 o tampéo CAPS. As amostras enzimaticas foram adicionadas na proporgéo 1:1 (v/v) e
apo6s incubacdo, aliquotas foram retiradas em diferentes intervalos de tempo e a atividade

enzimatica residual foi determinada.

3.11.3 Efeito de diferentes compostos quimicos na atividade tanasica

O efeito de varios compostos sobre a atividade tandsica foi determinado. Os compostos
foram utilizados em concentragdes finais de TmM para diferentes sais, B-mercaptoetanol e EDTA,
0,01% (v/v) para os detergentes SDS (m/v) e Triton X — 100 e 1% (v/v) para os solventes organicos
(metanol, acetonitrila, etanol, acetona, isopropanol, n-butanol e glicerol). Em cada intervalo de
tempo, aliquotas foram retiradas e ensaiadas para a atividade tanasica como descrito

anteriormente.

3.11.4 Determinacao das constantes cinéticas
As constantes cinéticas (Ky,Vmax € VmaKn) das tanases intra e extracelulares foram

determinadas pela representagdo grafica do duplo-reciproco de acordo com Lineweaver-Burk
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(1934) utilizando o programa Enzyplot (Leone et al. 1995). Os substratos utilizados foram é&cido
tanico e metil galato em concentracdes que variaram entre 0,25 — 10 mM, sendo atividade tanésica

determinada pelo método da rodanina metandlica.

3.12 Hidrdlise de diferentes substratos e analise dos produtos de hidrdlise do acido
tanico

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

A andlise qualitativa do acido galico obtido a partir da hidrélise do &cido ténico foi
determinado por cromatografia em camada delgada (TLC) utilizando como fase mével uma solugao
de benzeno:acetato de etila:acido féormico (18:15:1, v/v/v). A mistura de reacdo contendo tanase e
acido tanico em tampéao acetato 100 mM pH 5,0 (1:1, v/v) foi incubada a 40°C por diferentes
periodos tomando-se aliquotas que foram aplicadas em TLC. Para o controle negativo foi utilizada
tanase desnaturada (fervida por 10 minutos) nas mesmas condicdes e como padrées foram
utilizados &cido tanico e acido gélico. Apds a corrida e secagem das placas de camada delgada, o
acido tanico residual e o acido galico formado foram revelados com FeCl; 1% (m/v) em &gua

destilada.

3.13 Imobilizacéo de tanase

A tanase extracelular produzida por Emericella nivea em FSbm foi utilizada nos ensaios de
imobilizagdo enzimatica. Toda essa etapa do trabalho foi desenvolvida no Instituto de Catalisis y
Petroleoquimica, Universidad Autonoma de Madrid, Espanha, sob a supervisdo do Professor José

Manuel Guisan Seijas e dos investigadores Benevides Costa Pessela e Gloria Fernandez Lorente.
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3.13.1 Preparo dos suportes

3.13.1.1 Suporte glioxil-agarose

O gel glioxil-agarose com grau de ativacdo de 75mM de grupos gliceril/mL de suporte foi
preparado segundo Guisan (1993) a partir de agarose comercial 6BCL contendo 15umols de diols
oxidaveis por grama de resina. Neste procedimento 150mL do gel agarose foi suspenso em 30mL
de agua destilada e 50mL de NaOH 1,7N contendo 28,5mg/mL de borohidreto de sédio (BH4Na).
Sobre essa solugdo adicionou-se lentamente 2M de glicidol, e essa mistura foi mantida sob
agitacdo constante em agitador de rolos por 18 horas. A seguir, o gel foi lavado com agua destilada
abundante e depois oxidado com adicdo de 112mL de periodato de sédio 0,1M sob agitacdo
constante por 2 horas. Para finalizar, o gel foi novamente lavado com agua destilada abundante e

entdo armazenado a 4°C.

3.13.1.2 Suporte amino-glioxil

Este suporte foi preparado segundo Fernandez-Lafuente et al. (1999), sendo que 27,07mL
de etilenodiamina 2M foi dissolvido em 100mL de agua destilada, o pH da solugéo foi corrigido para
10,0 e o volume acertado para 200mL com agua destilada. A seguir, a solugcao de etilenodiamina foi
adicionada sobre 35g de glioxil-agarose e o gel foi deixado sob agitacao constante em agitador de
rolos por 2 horas. Em seguida, 2g de borohidreto de sodio (BH4;Na) foram adicionados sob agitacéo
constante por mais 2 horas. O passo final consistiu em lavar o gel com 1L de tampé&o acetato de

sédio 100mM pH 4,0 e 1L de solugao de borato de s6dio 100mM pH 9,0.

3.13.1.3 Suporte Q-Sepharose, DEAE-Sepharose e CM-Sepharose
Quantidades de 5g de cada suporte: Q-Sepharose, DEAE-Sepharose e CM-Sepharose
foram adicionados em 100mL de agua destilada e depois de 12 horas lavados exaustivamente com

agua destilada para total remocao dos conservantes, conforme especificagao do fabricante.

3.13.1.4 Suporte bromo-cianogénio
A quantidade de 1g de agarose 4B ativada com brometo de cioanogénio foi hidratada com
100mL de &gua destilada e o pH ajustado para 2,0, por 30 minutos, sob agitacdo constante em

agitador de rolos conforme a indicacao do fabricante.
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3.13.2 Protocolos de imobilizacdo

Em todos os casos, o curso de imobilizacdo foi controlado pela medida de atividade
enzimatica do sobrenadante em diferentes tempos. Os sobrenadantes foram obtidos utilizando-se
filtros de ponteiras ou centrifugacdo da suspensdo enzimatica, sendo descartado a porgcao
precipitada. O extrato bruto da tanase extracelular dialisado contra tampéo acetato de so6dio 10 mM
pH5,0 por 3 horas com trés trocas de fase intercambiadora foi utilizado para a realizagdo de todos
os experimentos de imobilizagdo. A atividade enzimatica da suspensdo no tempo zero foi
empregada como controle e a diminuicao da atividade do sobrenadante foi diretamente relacionada

com a quantidade de enzima imobilizada no suporte.

3.13.2.1 Imobilizagdo por adsorcdo a trocadores ibnicos

Foram adicionados 10mL de solugéo de tanase em tampao fosfato de potassio 5mM pH 7,0
(1:10 v/v) em 1g de cada um dos suportes de troca idnica (DEAE-Sepharose, Q-Sepharose e CM-
Sepharose) sob agitacdo constante em rolos. Durante o processo de adsorcao, aliquotas de
suspensao e do sobrenadante foram tomadas para medida de atividade enzimatica. As suspensoes
foram deixadas sob agitagdo overnigth, e entdo filtradas e lavadas com &agua destilada. Os

derivados foram conservados a 4°C.

3.13.2.2 Imobilizagdo sobre agarose ativada com BrCN
A 1g do suporte comercial previamente ativado, foram adicionados 10mL da solugdo
enzimatica em tampéo fosfato de potassio 5mM pH 7,0 (1:10 v/v). A suspensao foi deixada sob

agitagao overnigth, e entdo filtrada e lavada com agua destilada. O derivado foi conservado a 4°C.

3.13.2.3 Imobilizacdo sobre suporte glioxil-agarose

A 1g de suporte foram adicionados 10mL da solugao enzimatica, na presenca de tampao
bicarbonato de s6dio 100mM pH 10,5, DTT (DL-Diihiothreitol) 50mM e etilenoglicol 50% (v/v). Essa
mistura foi mantida em agitador de rolos por 3 horas. Uma vez imobilizadas, todas as ligagbes
formadas entre os grupos glioxil e os grupos aminos (NH, das lisinas) foram reduzidas com

borohidreto de sédio. Essa suspenséo foi mantida sob agitacdo com barra magnética durante 30
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minutos a temperatura ambiente e depois o derivado foi lavado com agua destilada e armazenado a

4°C.

3.13.2.4 Imobilizag&o sobre suporte amino-glioxil

A 1g de suporte foram adicionados 10mL da solugdo enzimatica na presenca de tampao
fostato de potassio 10mM pH 7,0 e etilenoglicol 50% (v/v). Essa mistura foi mantida em agitador de
rolos por 3 horas e aliquotas do sobrenadante foram tomadas para mensurar a imobilizagao
enzimatica. Apos este periodo, o pH foi ajustado para 10,5 e a suspensao foi mantida em agitacdo
por mais 1 hora. As ligagbes entre o suporte e as proteinas foram reduzidas com borohidreto de
sédio por 30 minutos em agitacdo utilizando barras magnéticas a temperatura ambiente e entdo o

derivado foi lavado com agua destilada e armazenado a 4°C.

3.13.3 Medida da atividade enzimatica dos derivados
A atividade tanasica foi mensurada utilizando uma suspenséo de 0,7g de cada um dos
derivados em 1mL de agua destilada. Destas suspensoées foram retiradas aliquotas de 100uL sob

agitacao, as quais foram utilizadas no ensaio enzimatico como descrito no item 3.6.

3.13.4 Estudo da estabilidade dos derivados

A estabilidade foi expressa como o declinio da atividade enzimatica de cada derivado
enzimatico nas condigdes de incubagao. O fator de estabilizagdo foi determinado comparando as
atividades residuais do derivado e da enzima livre. Os derivados enzimaticos foram incubados em
diferentes temperaturas e condigdes de pH, e também de concentra¢des do solvente orgéanico 1-

propanol.

3.13.5 Efeito da atividade tanasica do derivado BrCN na analise quantitativa da

hidrdlise do acido tanico e sintese de propilgalato

Para a analisar quantitativamente a hidrélise do acido tanico em acido galico e a sintese do
propilgalato a partir da transesterificacdo do acido galico com 1-propanol 50% (v/v), foi utilizado um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, RP-HPLC (Spectra Physic SP 100 acoplado com

um detector UV Spectra Physic SP 8450) equipado com uma coluna C8 5um (150x4,6mm). Como
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fase mavel foi utilizada uma solugéo de metanol 35% (v/v) e tampao fosfato aménico 10mM pH 8,0
65% (v/v) a 25°C. Como padrdes foram utilizados acido galico 1mM e propilgalato TmM.

Para a hidrélise do acido tanico foi preparada uma suspensao de 0,59 de derivado BrCN
em tampao acetato de sédio 100mM pH 5,0 e diglime 30% (v/v) (Vs 2mL) e também, paralelamente
foi feita a reacdo controle com enzima solluvel utilizando o extrato bruto extracelular, sendo
preparada uma solugdo com 1mL de enzima solivel em mesmo tampao e diglime 30% (v/v) (Vs
3mL). As amostras coletadas da reagado com extrato bruto foram tratadas previamente com sulfato
de zinco 5% (m/v) e hidroxido de béario 4% (m/v), antes de serem aplicadas em HPLC, para retirada
da proteina, sendo que depois de agitadas, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi
entdo utilizado.

A sintese de propilgalato foi realizada apenas com a enzima imobilizada, sendo que a
mesma quantidade de derivado BrCN foi adicionado ao mesmo volume final de supenséo, como
descrito para a hidrélise, em tampao fostato de potassio 100mM pH7,0, contendo 1-propanol 50%
(V/V).

Para as duas reacgdes, acido tanico 2mM foi utilizado como substrato, e tais supensodes
foram mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente, retirando-se aliquotas do sobrenadante em

diferentes intervalos de tempo e entéo, aplicadas em HPLC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para melhor entendimento dos resultados, estes foram separados em 3 se¢des a saber:

4.1 Producado de tanases por Emericella nivea em Fermentagcdo Submersa (FSbm) e em
Fermentacdao em Substrato Sélido (FSS).
4.2 Purificagao e caracterizacao das tanases intra e extracelulares

4.3 Imobilizacdo da tanase extracelular
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4.1 Producao de tanases por Emericella nivea
em Fermentacao submersa (FSbm) e em
Fementacao em substrato solido (FSS)
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4.1.1 Producao de tanases em Fermentacdo Submersa (FSbm)

4.1.1.1 Miroorganismos coletados e isolados

Os fungos filamentosos coletados nos municipios de Ribeirdo Preto, Sertdozinho e

Aracatuba, no Estado de Sdo Paulo, depois de isolados foram catalogados (Tabela 2) e testados

quanto a produgcdo de tanases extracelulares em FSbm. As cepas isoladas do municipio de

Aragatuba foram coletadas em curtume local, ambiente rico em compostos fendlicos. Outras

linhagens ja existentes na micoteca do Laboratério de Microobiologia e Biologia Celular da

FFCLRP-USP, também foram analisados quanto a producéo de tanases.

Tabela 2. Fungos filamentosos coletados e isolados em diferentes localidades do Estado de

Séo Paulo.
Linhagem Caracteristica Municipio
macroscopica da coleta
Produtores Bege HO1 Bege claro Aracatuba
Branco HO1 Branco Aracatuba
Branco H02 Branco Aracatuba
Branco HO3 Branco Aracatuba
Verde HO3 Verde amarronzado Aracatuba
Néo produtores Cilagem 05 Bege escuro Ribeirao Preto
Cinza 01 Cinza Sertdozinho
Cinza 05C Cinza escuro Sertaozinho
Cinza NO1 Cinza chumbo Ribeiréo Preto
Preto 01 Preto Ribeirao Preto
Preto 03 Preto Sertaozinho
Preto Vi preto Sertdozinho
Verde 03 Verde musgo Ribeirao Preto
Verde 071 Verde claro Ribeirdo Preto
Verde claro 07 Verde claro Sertaozinho

Verde HO1
Verde H02
VA 02
VI 02

Verde musgo
Verde escuro
Bege

Preto

Aracatuba
Aracatuba
Sertaozinho

Ribeirao Preto
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4.1.1.2 Produgéo de tanases por diferentes linhagens de fungos filamentosos

Considerando os fungos isolados e os ja existentes na micoteca do Laboratério de Biologia
Celular e Microbiologia da FFCLRP-USP, 42 cepas linhagens fungicas foram testadas quanto a
producdo de tanases, sendo que apenas 26 foram apresentaram tal caracteristica. Dentre os
fungos identificados, os que apresentaram maiores produgdes enzimaticas extracelulares foram
Emericella nivea (0,342 U/mL), Aspergillus ochraceus (0,211 U/mL) e Aspergillus terreus (0,170
U/mL), respectivamente e entre os fungos nado identificados merecem destaque Q verde (0,522
U/mL), Verde Claro 02 (0,432 U/mL) e Verde H03 (0,392 U/mL). J& quanto a atividade intracelular,
0s que mais se destacaram foram Q verde (0,643 U/mL), Verde Claro 02 (0,629 U/mL) e Aspergillus
oryzae (0,380 U/mL) (Tabela 3). Desta forma, considerando o rendimento da tanase extracelular
dentre os microorganismos identificados, Emericella nivea foi o fungo escolhido para a continuidade
dos estudos, apesas de existirem outras linhagens com produgdes elevadas de tanases. Este
microorganismo apresentou produgado elevada de tanase extracelular. No entanto, a producdo da
forma intracelular foi reduzida 3,5 vezes se comparada a extracelular (Tabela 3).

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

Os fungos e bactéricas dos géneros Aspergillus e Bacillus, respectivamente, sdo os mais
utilizados para a produgéo de tanases. A produgéo de tanases por Aspergillus sp. ja foi observada
tanto em Fermentagdo Submersa quanto em Fermentacdo em Substrato Sélido, na presenga ou
auséncia de acido tanico. Dependendo da linhagem e das condi¢des cultivo, a enzima é induzida e

expressa com diferentes niveis, mostrando diferentes padrdes de produgéo (Aguilar et al., 2007).
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Tabela 3. Produgéo de tanases por diferentes linhagens de fungos filamentosos em FSbm.

Atividade tanasica (U/mL) Proteinas

Extracelular Intracelular In(t:&iw)a '
Aspergilus caespitosus 0,086 0,157 0,761
Aspergilus flavus 0,137 0,187 1,556
Aspergillus niger 0,079 0,288 0,214
Aspergilus ochraceus 0,211 0,151 1,701
Aspergilus phoenicis 0,072 0,127 1,309
Aspergillus oryzae 0,152 0,385 0,598
Aspergilus terreus 0,170 0,111 0,629
Aspergilus versicolor 0,014 0,105 2,142
Bege HO1 0,171 0,100 0,180
Branco HO1 0,089 0,161 2,022
Branco H02 0,239 0,069 0,218
Branco HO3 0,169 0 0,099
Cinza cavaco 0,211 0,099 0,512
Cinza escuro HO1 0,161 0 0,106
Emericella nivea 0,342 0,092 0,358
Humicola grisea 0,089 0,196 1,219
Humicola insolens 0,074 0,363 0,654
LH 05-A 0,241 0,099 0,343
Neurospora crassa 0,065 0,282 1,585
Penicillium purpurogenum 0,164 0,237 0,345
Preto 02 0,170 0,161 0,531
Q verde 0,522 0,643 0,760
Scytalidium thermophilum 0,064 0,187 1,454
Verde 05 0,280 0,145 0,409
Verde claro 02 0,432 0,629 0,710
Verde HO3 0,392 0,096 1,979

Cultivos realizados em meio de Khanna tendo acido tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3
dias sob agitacao orbital de 100 rpm a 30°C. As linhagens ndo apresentadas na tabela, ndo
produziram tanases.
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4.1.1.3 Produgao de tanases por Emericella nivea em fungdo do meio de cultivo (FSbm)

O meio de fermentacdo deve proporcionar ao microorganismo todos os nutrientes que ele
necessite. O meio deve conter basicamente, fontes de carbono e nitrogénio, e alguns minerais.

Para suprir a quantidade de carbono necesséaria para a producdo de tanases deve ser
utilizada uma fonte de taninos, sendo o acido tanico o mais usual. Dos meios de cultura testados,
foi avaliada a quantidade de tanases totais produzidas pelo fungo quando inoculado nos diferentes
meios de cultura, sendo que para foi padronizado 19 mL para o extrato extracelular e 9 mL para o
intracelular. O meio Czapeck adicionado de &cido tanico proporcionou uma maior producdo da
enzima extracelular (6,657 Utotais). Entretanto, a producdo da enzima intracelular foi bastante
reduzida (0,117 Utotais). Desta forma, optou-se pelo uso do meio Khanna, no qual foram
produzidas tanto tanase extracelular (6,327 Utotais), quanto intracelular (0,864 Utotais) (Tabela 4),
sendo a produgéo total (intra+extra) superior as obtidas com os demais meios testados. Entre os
meios analisados o M5 foi 0 que menos favoreceu a produgéo enzimatica, sendo a produgao cerca

de 5 vezes menor se comparada a obtida com o meio Khanna.

Tabela 4. Meios de cultura utilizados para a produgédo de tanases pelo fungo Emericella nivea em
FSbm.

Meio de cultura Atividade Tanasica (U totais)

Extracelular Intracelular Extra+intra

SR 2,090 1,161 3,251
Vogel 4,731 0,261 4,992
Czapeck 6,657 0,117 6,767
M5 1,368 0,027 1,395
Khanna 6,327 0,864 7,191

Cultivos realizados em meio de cultura tendo acido tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3
dias sob agitagao orbital de 100 rpm a 30°C.
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4.1.1.4 Efeito de fontes de carbono na producdo tanasica em FSbm

Na tabela 5 pode ser observada a influéncia de diferentes fontes de carbono sobre a
producéo de tanases pelo fungo Emericella nivea em fermentagao submersa em meio Khanna.

O &cido tanico foi a fonte de carbono mais eficiente para a produgcdo de tanases extra e
intracelular, sendo os valores para atividades tanasicas de 0,325 U/mL e 0,097 U/mL,
respectivamente. Para todas as demais fontes testadas, a producao foi diminuida. O acido tanico
foi, a partir desses dados, utilizado como fonte de carbono para os demais experimentos, sendo
que esta fonte ja havia sido descrita por Aoki et al. (1976) como um indutor para esta enzima, além
de fonte de carbono para o microorganismo.

Considerando-se a maior producdo enzimatica obtida com acido tanico, a influéncia de
diferentes concentragbes deste composto foi analisada. Nas concentragbes de 2% (m/v) e 2,5%
(m/v) foram obtidos os maiores niveis enzimaticos extra e intracelular, com produgées méximas de
0,325 U/mL e 0,153 U/mL, sendo estas maiores cerca de 16 e 9 vezes, respectivamente, quando
comparadas ao meio controle, ou seja, sem a presenca de acido tanico (Figura 4).

Em adicdo, meios contendo acido tanico como principal fonte de carbono foram também
suplementados com diferentes concentracées de acido galico e glicose, produtos de hidrélise do
acido tanico. Para ambos os compostos utilizados, até uma concentracdo de 0,5% (m/v), a
producado de tanases extracelulares ndo sofreu grandes alteragées. No entanto, em concentragdes
maiores, a producao foi diminuindo, sendo que na presenga de 5% (m/v) a produc¢éo foi cerca de 4
vezes e 15 vezes menor se comparado ao controle, para adicdo de &acido gdlico e glicose,
respectivamente. Ja para a forma intracelular a produgao foi 2,5 vezes maior com adicéo de 0,75%
(m/v) de &cido galico e 2 vezes com adicao de 0,1% (m/v) de glicose (Tabela 6).

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

Bajpai e Patil (1997) demostraram que outros compostos como metil galato, acido galico e
pirogalol também podem induzir a produgdo de tanases, além do acido tanico. No entanto, o
mecanismo de inducdo ainda ndo esta totalmente elucidado e existem controvérsias a respeito da

funcdo de alguns componentes dos taninos hidrolisaveis na sintese das tanases (Belmares et al.,
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2004). Bajpai e Patil (1997) sugerem que a tanase nao deve ser controlada por retroalimentacéo
negativa, porque o acido galico, que é um produto final, também pode induzir a producdo da
enzima. Bradoo (1997) sugere que o &cido gélico esta envolvido em algum mecanismo de
regulacao da atividade enzimatica pelo produto final.

No caso da enzima produzida por Emericella nivea em FSbm, a producdo significativa
ocorre somente em presenca de acido tanico. Outras fontes de carbonos podem ser adicionados ao
meio favorecendo sua produgdo. No caso dos meios de cultura suplementados com acido galico,
infere-se que em determinadas concentragdes ocorra uma retroalimentacao positiva, especialmente
para a forma intracelular, uma vez o que produto é capaz de estimular a producéo tanasica. No
entanto, ndo se observa um aumento significativo da secrecdo da enzima. No caso da glicose é
possivel que esteja ocorrendo repressdo catabdlica quanto utilizada altas concentracdes deste

sacarideo.

Tabela 5. Fontes de carbono utilizadas para a produgéo de tanases em FSbm por Emericella nivea.

Fontes de carbono Atividade tanasica (U/mL)
Extracelular Intracelular
Maltose 1% 0,018 0,009
Fibra de trigo 1% 0,016 0,005
Sacarose 1% 0,010 0,013
Farinha de aveia 1% 0,018 0,012
Farinha de mandioca 1% 0,019 0,011
Palha de arroz 1% 0,019 0,010
Glicose 2% 0,025 0,020
Sabugo de milho 1% 0,016 0,006
Milho moido 1% 0,018 0,009
Bagaco de cana 1% 0,012 0,012
Amido 1% 0,018 0,008
Lactose 1% 0,025 0,007
Acido tanico 2% 0,325 0,097

Cultivos realizados em meio de Khanna por 3 dias sob agitagao orbital de 100 rpm a 30°C.
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Figura 4. Efeito da concentracdo de &cido tanico na produgdo de tanases extracelular (m) e

intracelular (e) por Emericella nivea. Cultivos realizados em meio Khanna, por 3 dias sob agitagéo
de 100 rpm a 30°C.
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Tabela 6. Efeito da suplementacdo do meio de cultivo com diferentes concentracdes de glicose e

acido tanico na producao de tanases em FSbm por Emericella nivea.

Atividade tanasica (U/mL)

Cpr_Icentr’a_géo Acido galico Glicose
:;'I?gogz"(ﬁ /S) Extracelular  Intracelular  Extracelular Intracelular
0 0,310 0,102 0,366 0,139
0,1 0,291 0,159 0,399 0,300
0,25 0,321 0,165 0,352 0,193
0,5 0,296 0,243 0,355 0,186
0,75 0,259 0,255 0,204 0,178
1,0 0,212 0,185 0,177 0,087
2,0 0,208 0,165 0,077 0,040
5,0 0,076 0,080 0,024 0,006

Cultivo realizado em meio de Khanna tendo &cido tanico 2% (m/v) como fonte de carbono, por 3
dias sob agitagao orbital de 100 rpm a 30°C.
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4.1.1.5 Efeito de fontes de nitrogénio e fosfato na producdo de tanase em FSbm por

Emericella nivea

Na tentantiva de maximizar a producao de tanases pelo fungo Emericella nivea foi realizado
um experimento com adicdo de concentragdes crescentes, 0,01% a 2% (m/v), de extrato de
levedura e KH,PO, como fontes adicionais de nitrogénio e fosfato, respectivamente.

A maior produgdo enzimatica para a forma extracelular e intracelular foi obtida na auséncia
e com 1% (m/v) de extrato de levedura com produgdes maximas de 0,365 U/mL e 0,097 U/mL,
respectivamente (Figura 5A), enquanto que as concentracdes de KH,PO, que proporcionaram
maiores producodes foram 0,01% e 0,75%, com valores maximos de 0,538 U/mL e 0,151 U/mL para
a forma extra e intracelular, respectivamente (Figura 5B).

Do ponto de vista industrial, a utilizagdo da forma extracelular € mais vantajosa e,
considerando este aspecto, foram escolhidas as condigbes que melhor favoreceram a obtengao
desta forma enzimatica. sendo assim, nem a fonte de nitrogénio e tampouco a fonte de fosfato (que
favoreceu o aumento de apenas algumas unidades tanasicas) foram adicionadas nos demais

experimentos.
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Figura 5. Efeito do extrato de levedura (A) e KH,PO, (B) na produgao de tanases extracelular (m) €
intracelular (e) por Emericella nivea. Cultivos realizados em meio Khanna, por 3 dias sob agitacédo
orbital de 100 rpm a 30°C.
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4.1.1.6 Efeito do pH inicial do meio de cultivo na producao de tanases em FSbm

Na figura 6 pode-se observar que os maiores niveis enzimaticos extracelular (0,345 U/mL) e
intracelular (0,185 U/mL) foram obtidos quando o pH inicial do meio de cultivo foi ajustado para 6,0.
Foi observada também uma queda dos valores de pH ao longo dos dias de cultivo, sendo aferido os
pH dos filtrados extracelulares (ndo mostrado). Provavelmente, isso se deve a producdo de
metabdlitos acidos. Barthomeuf et al. (1994) demonstraram que para tanases produzidas por
Aspergillus niger, em pH abaixo de 3,5 a enzima é instavel. No entanto, a hidrélise do substrato e a
difusdo da enzima no meio sdo melhoradas quando o microorganismo é cultivado em valores de pH
acima de 5,5.

O pH do meio de cultura pode afetar a estrutura e a funcdo das enzimas, sendo que estas
proteinas podem conter grupos ionizaveis. Muitas enzimas microbianas aumentam seu rendimento
quando produzidas em um pH em torno do seu maximo para a atividade. No caso da maioria das
tanases cultivadas em fermentacdo submersa, o pH inicial 6timo se encontra entre 4,5 e 6,5
(Bathomeuf et al., 1994). No entanto, nem sempre o pH inicial se mantém até o fim da cultura,
sendo que para esta estabilidade seria necessario a utilizacdo de um fermentador onde o pH possa

ser constantemente verificado e corrigido.
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Figura 6. Produgao de tanases extracelular (m) e intracelular (e) por Emericella nivea em funcao do
pH inicial do meio de cultivo. A cultura foi realizada em meio Khanna tendo acido tanico 2% (m/v)

como fonte de carbono, por 3 dias sob agitagao orbital de 100 rpm a 30 °C.
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4.1.1.7 Produgédo de tanases em FSbm em funcdo do tempo de cultivo

Analisando a produgéao tanésica em funcao do tempo de cultivo (Figura 7) pode-se perceber
que os maiores nivies enzimaticos foram obtidos em 1 dia e 3 dias para as formas extracelular
(0,406 U/mL) e intracelular (0,054 U/mL), respectivamente e entre os dias 1 e 2 quando foi aferida a
producgdo total (intracelular + entracelular) de tanases pelo fungo (0,431 e 0,426 U/mL). Os dados
mostram que a secregdo das tanases ocorre principalmente em periodos iniciais de cultivo. Como o
meio é rico em taninos, provavelmente o fungo gasta energias iniciais para secretar a enzima na
intencéo de utilizar esta fonte de carbono.

Os resultados encontrados sdo coincidentes com os ja apresentados por outros autores. No
caso da tanase extracelular produzida por Aspergillus tamarii em fermentagao submersa, o tempo
6timo para a producdo da enzima foi de 2 dias (Costa et al, 2008). J& para as tanases
intracelulares de Aspergillus niger MTCC 2425, a produgdo maxima ocorreu em 5 dias para os

cultivos em superficie liquida (Rana e Bhat, 2005).
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Figura 7. Influéncia do tempo de cultivo do fungo Emericella nivea na producdo de tanases

extracelular (m), intracelular (e) e total (o). Cultivo realizado em meio Khanna tendo acido tanico 2%
(m/v) como fonte de carbono a 30 °C, sob agitagéo orbital (100 rpm).
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4.1.2 Producédo de tanases em fermentacao em substrato solido (FSS)

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

Varios substratos sdlidos/fontes de carbono umidecidos com 4gua de torneira (1:1, m/v)
foram utilizados para producao de tanases pelo fungo Emericella nivea.

O substrato que proporcionou melhores condigées para a producao de tanases foi a folha
de roma (2,24 U totais), seguido da folha de graviola (1,44 U totais) (Tabela 7). No entanto, folhas
de abacate e folhas de eucalipto, mesmo sendo muito ricas em taninos, ndo induziram a produgéo
da enzima, assim como as folhas de guaco e mandioca. De modo geral, as folhas de arvores
frutiferas se mostraram melhores indutoras de tanases que os outros residuos analisados. Isto se
deve ao fato da maior distribuicdo de taninos nas folhas do que nas partes maduras dos vegetais,
uma vez que nesses locais, o taninos ja foram hidrolisados em glicose e acido galico.

Considerando a dosagem de proteinas dos extratos brutos em FSS foi realizada segundo o
protocolo de Lowry, como descrito no item 3.7. No entanto este método é capaz de detectar, além
das proteinas, os compostos fenolicos que estejam presentes no extrato, o que pode ter
superestimado os valores de concentracao proteica apresentados na Tabela 7.

Varios trabalhos ja mostraram as vantagens da producado enzimatica em fermentagdo em
substrato solido, incluindo-se as tanases (Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001; Lekha e Lonsane,
1994). Agro-residuos e produtos florestais sdo geralmente considerados os melhores substratos
para este tipo de cultivo (Mukherje e Banerjee, 2004). Alguns substratos ja foram descritos para
FSS incluem p6 de semente de tamarindo e torta do cerne de palmeira pelo fungo Aspergillus niger
ATCC 16620 (Sabu et al., 2005) e folhas de jambolao por Aspergillus ruber (Kumar et al. 2006).

Comparando-se a produgéo de tanases em FSS utilizando folhas de roma com a obtida em
FSbm, esta Ultima apresenta-se levemente elevada, no entanto a utilizacdo da FSS pode ser
preferida por utilizar substratos menos onerosos. Para continuidade dos estudos, a folha de roma

foi selecionada como substrato.
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Tabela 7. Substratos utilizados para a producéo de tanase por Emericella nivea em FSS.

Substrato semi-sélido Atividade total Proteina
(U totais) (mg/mL)
Milho moido 0,391 1,356
Sabugo de milho 0,419 0,379
Farinha de mandioca 0,740 0,246
Fibra de trigo 0,934 1,038
Farelo de soja 0,411 1,413
Bagaco de cana 0,069 0,174
Palha de arroz 0,074 0,131
Farinha de aveia 0,067 0,699
Folha de pitanga (Eugenia uniflora) 0,781 2,007
Folha de goiaba (Psidium guajava) 1,131 2,550
Folha de abacate (Persea americana) 0 0,473
Folha de manga (Mangifera indica) 0,574 6,220
Folha de jambolao (Syzygium jambolanum) 0,601 1,330
Folha de graviola (Annona muricata) 1,497 1,512
Folha de roma (Punica granatum) 2,245 5,560
Folha de caju (Anacardium occidentale) 0,562 1,401
Folha de jaca (Artocarpus interglifoliam) 0,206 1,752
Folha de jambo (Syzygium malaccense) 0,050 7,345
Folha de mandioca (Manihot esculenta) 0 2,123
Folha de seriguela (Spondias purpurea) 0,092 0,763
Folha de abiu (Lucuma caimito) 0,011 0,231
Folha de eucalipto (Eucaliptus spp) 0 4,252
Folha de guaco (Mikania glomerata) 0 1,670

Substrato umidificado com agua de torneira (1:1, m/v), sendo o cultivo realizado por 10 dias a 30 °C

em atmosfera com umidade relativa de 60%.
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4.1.2.2 Produgdo de tanases em fun¢do do tempo de cultivo

Para se verificar qual o melhor tempo de cultivo para a produgdo maxima de tanases, meios
com folhas de roma como substrato/fonte de carbono umidecidos com agua de torneira (1:1, m/v)
foram utilizados. Neste caso, a maior producao enziméatica (4,23 U totais) foi obtida no oitavo dia de
cultivo como mostrado na figura 8. Em tempos superiores, a producao foi diminuida, o que pode ser
explicado pelo aumento de fontes de carbono prontamente assimilaveis, como a glicose obtida da
hidrolise dos taninos, bem como o aumento de proteases que degradariam a tanase.

Trevifo-Cueto et al. (2007) descreveram que o tempo de produgdo maxima para a tanase
de Aspergillus niger Aa-20 em FSS utilizando folhas de Larrea tridentata foi de apenas 43,5 horas
enquanto que para a tanase intracelular produzida por Aspergillus niger MTCC 2425, foi de 4 dias
(Rana e Bhat, 2005). Ambas as enzimas descritas requerem menor tempo para a produ¢do média
se comparada a utilizacao de folhas de roma feita neste estudo. Tal fato pode estar relacionado a
menor disponibilidade de taninos hidrolisaveis, ou ainda, por conterem outros compostos que
precisariam ser degradados por inUmeras outras enzimas antes que a tanase pudesse agir sobre os

taninos.
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Figura 8. Producdo de tanase extracelular pelo fungo Emericella nivea em funcdo do tempo de
cultivo em FSS com folhas de roma umidificado com agua de torneira (1:1, m/v), sendo o cultivo

realizado a 30 °C em atmosfera com umidade relativa de 60%. U totais = U/g substrato * 30.
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4.1.2.3 Efeito de diferentes solu¢bes umectantes na FSS sobre a producéo de tanases

A solugdo umectante do meio de cultura na FSS é de importancia fundamental para o
crescimento do fungo e producdo de enzimas. No caso da FSS utilizando folhas de roma como
substrato/fonte de carbono para produgédo de tanases pelo fungo Emericella niva foram testadas 4
diferentes solugdes para umidificar o meio: sais de Vogel, sais de SR, sais de Khanna e ainda agua
torneira, todas na proporcao de 1:1 (m/v). A agua de torneira € uma solugdo que contém sais e ions
em baixas concentragdes, como ppm (partes por milhdo). Para a reproducéo de tais concentragoes,
seria necessario a analise quimica desta agua e ainda a utilizacdo de equipamentos de pesagem
muito precisos, sendo praticamente inviavel. Mesmo que a agua de torneira apresente diferencas
regionalmente, ainda assim, pode possuir semelhancas em suas composicoes.

Os meios de cultura contendo as diferentes solugdes umectantes praticamente
proporcionaram, de forma muito semelhante, a producdo de tanase extracelular por Emericella
nivea, sendo que a variagao ocorreu entre 2,78 U totais (sais SR) e 2,85 U totais (sais de Vogel). A
producédo de tanases quando o substrato/fonte de carbono foi umidecido com agua de torneira foi
de 2,61 U totais (Figura 9), e por ndo apresentar diferengas signicantes com relacdo as demais,

esta solucao foi escolhida para os demais experimentos por ser de facil acesso e baixo custo.
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Figura 9. Produgdo de tanase extracelular pelo fungo Emericella nivea em FSS tendo folhas de
roma como substrato, umidificadas com diferentes solugdes (1:1, m/v), sendo o cultivo realizado por

8 dias a 30°C em atmosfera com umidade relativa de 60%
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4.1.2.4 Efeito da umidificacdo com agua de torneira em diferentes propor¢ées na FSS para

producéo de tanases

Depois que a agua de torneira foi escolhida umidificante para a FSS utilizando como
substrato/fonte de carbono folhas de roma, foi verificado a proporcao que favorecia a melhor
producdo de tanases por Emericella nivea. Foram testados as propor¢des de 1:0,5, 1:1, 1:2 e 1:3
(m/v). A proporcao que mais favoreceu a producao de tanases foi a de 1:1 (m/v) com 3,45 U totais,
sendo que as demais proporgdes praticamente ndo apresentaram diferengas quanto ao rendimento
na producdo da enzima, em média 2,43 U totais (Figura 10).

A umidade do substrato/fonte de carbono é fundamental para a producdo enzimatica pelo
fungo. Em casos onde o meio estd sem umidade, além da producéo ser reduzida, a exteriorizacdo
da enzima pelo fungo pode ser dificultada, tornando praticamente impossivel sua obtencao. No
entanto, se existe quantidade excedente do umidificante, isso pode dificultar a aderéncia do fungo
ao substrato, e este por falta de acesso a sua fonte de nutrientes ndo podera produzir a enzima

para degrada-lo.
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Figura 10. Producao de tanase extracelular pelo fungo Emericella nivea em FSS tendo folhas de
roma como substrato, umidificadas com agua de torneira em diferentes proporgdes (m/v), sendo o

cultivo realizado por 8 dias a 30°C em atmosfera com umidade relativa de 60%
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4.2 Purificacao e caracterizacao bioquimica

das tanases intra e extracelulares
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4.2.1 Purificacdo das tanases intracelular e extracelular

O extrato bruto intracelular obtido em FSbm tendo &cido tanico 2% como fonte de carbono e
agitacdo de 100 rpm foi dialisado contra tampao acetato de s6dio 10mM pH 5,0 e tratado com
Caulim , e posteriormente aplicado em coluna cromatografica de troca ibnica DEAE-Celulose
equilibrada previamente com o mesmo tampao (Figura 11). A atividade tanasica foi eluida como
Unica forma com 1,09 M de NaCl através de um gradiente linear (0 - 1,5M), sendo coletadas fragoes
de 4,0 mL e vazdao mantida em 1 mL/min. As fragbes contendo atividade tanasica foram reunidas
em um unico pool, o qual foi dialisado contra agua destilada overnight a 4°C e posteriormente,
liofizado. Desta forma, a enzima intracelular foi purificada 2,54 vezes com recuperacdo de 8,85%
(Tabela 8). O processo de purificagdo foi acompanhado por eletroforese em condigdes néo
desnaturantes sendo observada uma Unica banda protéica revelada por prata (Figura 12A) e uma

Unica banda de atividade (Figura 12B) as quais tiveram a mesma mobilidade relativa.
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Figura 11. Perfil cromatografico em DEAE-Celulose para tanase intracelular produzida por

Emericella nivea em FSbm. Simbolos: (e) Absorbancia 280 nm, (o) Atividade tanasica.
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Tabela 8. Purificacdo da tanase intracelular produzida por Emericella nivea em FSbm.

Passo Volume Proteina  Atividade Atividade Purificacdo Recuperacao
(mL) (mg totais) (U totais) especifica (vezes) (%)
(U/mg)
Extrato bruto 20 28,12 8,58 0,305 1,0 100
Caulim 18,5 14,13 8,39 0,593 1,94 97,78
DEAE - Celulose 20 0,98 0,76 0,775 2,54 8,85
A B
> —-»>

Figura 12. Perfil eletroforético da tanase intracelular em PAGE 7% revelado por prata (A) e para a

atividade tanasica (B).
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O extrato extracelular obtido em FSS com folhas de roma como substrato/fonte de carbono
foi submetido ao mesmo procedimento utilizado para a enzima intracelular como descrito
anteriormente, sendo a enzima eluida, em DEAE-Celulose como unica forma com 0,58 M de NaCl
aplicado através de um gradiente linear (0-2M) (Figura 13A). As fragbes que apresentaram
atividade tanasica foram reunidas em um Unico pool e dializadas overnight a 4 °C, contra agua
destilada e em seguida submetido ao processo de liofilizacdo. A enzima foi ressuspensa em tampao
Tris-HCI 50mM, pH 7,5 adiciondo de NaCl 50mM e aplicada em coluna de filtragdo Sephacryl S-200
sendo eluida com o mesmo tampao (Figura 13B). A tanase extracelular foi purificada 61,61 vezes
com recuperagao de 29,95% (Tabela 9). O processo de purificagdo foi acompanhado por
eletroforese em condi¢cdes nao desnaturantes (PAGE 7%) sendo observada uma Unica banda
protéica revelada por prata (Figura 14A) e uma Unica banda de atividade (Figura 14B) as quais
tiveram a mesma mobilidade relativa. Em condi¢cées desnaturantes (SDS-PAGE 12%) pode-se
observar 2 bandas proteicas corada por Comassie Blue R250 (Figura 14C). A purificagdo da tanase
extracelular foi mais eficiente e também apresentou maior rendimento quando comparada a

intracelular.
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Tabela 9. Tabela de purificacdo de tanase extracelular produzida por Emericella nivea em FSS.

Passo Volume  Proteina  Atividade Atividade Purificacdo Recuperacao
(mL) Total total especifica (vezes) (%)
(mg totais) (U totais) (U/mg)
Extrato bruto 35 395,5 12,25 0,031 1 100
Caulim 33 365,64 10,99 0,030 0,967 89,71
DEAE-Celulose 31 56,73 7,62 0,134 4,32 62,20
Sephacryl S200 27 1,92 3,67 1,91 61,61 29,95
_>
48 kDa
t 52 kDa
—

Figura 14. Perfil eletroforético da tanase extracelular em PAGE 7% revelado por prata (A), para a
atividade tanasica (B) e em SDS-PAGE 12% (C).
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4.2.2 Determinacao da massa molecular nativa e conteudo de carboidratos

A massa molecular nativa da tanase extracelular produzida em FSbm por Emericella nivea
foi de 322 kDa determinada por coluna de filiracao Sepharose CL6B com contelido de carboidratos
de aproximadamente 50%, no entanto, quando avaliada a massa molecular da molécula
desnaturada em SDS-PAGE 12%, o valor encontrado foi de 48kDa e 52kDa (Figura 14), supondo-
se um possivel heteropolimero. J4 a forma intracelular produzida em FSbm apresenta massa
molecular nativa, determinada na mesma coluna de 258,9 kDa com 16,6% de carboidratos. A
maioria das tanases produzidas por fungos filamentosos possuem massa molecular entre 168kDa e
310kDa (Ramirez-Coronel et al., 2003; Aguilar e Gutiérrez-Sanchez, 2001), sendo que algumas
tanases podem ser multiméricas. Costa et al. (2007) descreveram tanases produzidas pelo fungo
Asperygillus tamarii com massa molecular nativa de 180 kDa, sendo composta por 2 subunidades de
90 kDa, contendo 40,5% de carboidratos. De acordo com Hatomoto et al. (1996), a tanase de
Aspergillus oryzae é formada de por dois tipos de subunidades uma de 30kDa e outra de 33 kDa.
No entanto, a tanase nativa é um octdmero com massa molecular de 300kDa, constituida por 4
pares dessas subunidades. A massa molecular da enzima de Aspergillus niger MTCC 2425 foi de
185kDa com duas cadeias polipeptidicas de massa molecular aparente de 102kDa e 83kDa
(Bhardwaj et al., 2003).

A (glicosilagdo em tanases é bastante comum como ja descrito previamente (Lekha e
Lonsane, 1997). O contetdo de carboidratos da enzima produzida por Aspergillus niger foi de 43%
(Barthomeuf et al., 1994), enquanto que para a enzima de Penicillium crysogenum foi de 68,1%
(Rajkumar e Nandy, 1983). O significado para um conteldo tdo alto de carboidratos ainda n&o foi
elucidado, no entanto, é conhecido que os taninos se associam fortemente a proteinas, formando
pontes de carbono entre as hidroxilas do composto fendlico e grupo carboxila das ligagdes
peptidicas das proteinas, e isso conduz a precipitacdo deste complexo. As tanases fangicas, além
de conseguirem escapar do efeito inibitdério desses taninos hidrolisaveis, ainda clivam tais taninos
em produtos inertes, glicose e acido galico, e isto sugere que a glicosilacdo proteja a cadeia
polipeptidica, tornando-a menos acessivel aos efeitos de precipitagdo dos taninos e ainda

oferecendo seu o sitio ativo ao substrato (Lekha e Lonsane, 1997).
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4.2.3 Influéncia da temperatura e do pH sobre a atividade tandsica

A temperatura 6tima aparente de atividade foi de 45°C e 50°C para as enzimas extra e
intracelular, respectivamente (Figura 15A) e o pH étimo ficou estabelecido em 5,0 para ambas as
enzimas (Figura 15B). Tais dados estdo em acordo com o0s observados para outras tanases ja
descritas com 6timos de temperatura variando entre 50°C e 60°C e pH entre 5,0 e 6,0 (Adachi et al.,
1968; Aoki et al., 1976; Lekha e Lonsane, 1994; Costa et al., 2008; Mahapatra et al., 2005; Batra e
Saxena, 2005; Sabu et al, 2005). Entretanto, outras tanases foram descritas apresentando
temperaturas 6timas inferiores tais como 35°C para a enzima de Aspergillus niger (Barthomeuf et al.
1994) e 30°C para a tanase produzida por Aspergillus tamarii (Costa et al., 2008).

A forma extracelular foi estavel por até 70 horas entre 22°C e 50°C, sendo sua atividade
descrescente apos este periodo, com Ts, de aproximadamente 72 horas a 90°C (Figura 16A). Ja a
forma intracelular manteve-se estavel por até 3 horas entre 22°C e 50°C, com Tg de
aproximadamente 5 e 4 horas nas temperaturas de 70°C e 90°C, respectivamente (Figura 16B).

As tanases produzidas por Emericella nivea foram mais estaveis em pHs &cidos, de forma
especial para a primeira hora. A medida que os valores de pH foram aumentando, as atividades
diminuiram, chegando praticamente a zero no pH 10,0 apds 60 horas e 2 horas para as formas
extra e intracelular, respectivamente (Figura 16C e D).

Os resultados obtidos estdo em acordo com os dados ja descritos no que diz respeito as
faixas temperaturas e pH em que as tanases sdo estaveis. Com relagdo a termoestabilidade das
tanases, esta ocorre basicamente entre 10°C e 60°C (Barthomeuf et al.,, 1994; Lekha e Lonsane,
1994; Pinto et al., 2005; Sharma et al., 1999; Costa et al., 2008), diferindo grandemente do
observado para as tanases produzidas por Emericella nivea, as quais permanecem estaveis por
longos periodos. No entanto, considerando-se a termoestabilidade em fungéo do tempo, as tanases
produzidas por Emericella nivea apresentaram desempenho superior, inclusive em 70°C e 90°C.
Esta propriedade pode estar associada a glicosilagdo das tanases, atuando como uma protecéo a
proteina, ainda ndo se conhece a funcdo deste processo pdés-transcricional, mas muitas das
tanases fungicas o apresentam (Lekha e Lonsane, 1997). A estabilidade da tanase de outros
fungos ao pH ocorre em faixas bem mais estreitas (5,0 a 5,5; e 4,5 a 6,0) para Aspergillus flavus

IFO 5839 (Yamada et al, 1968) e Penicillium chrysogenum (Rajkumar e Nandy, 1983)
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respectivamente. Tais caracteristicas aqui descritas para as tanases produzidas por Emericella

nivea sao extremamente interessantes e atrativas para o emprego industrial destas enzimas.
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4.2.4 Efeito de diferentes sais e outros compostos na atividade tanasica

Inicialmente, considerando-se a influéncia dos diferentes ions, a forma extracelular foi
ativada por Zn®* (42,09%), Hg?* (37,73%) e Co** (33,59%), entre outros (Tabela 10). J& a tanase
intracelular teve sua atividade aumentada apenas na presenca de Mn?* (52,40%), tendo sido inibida
pelos demais ions testados, chegando a zero na presenga de Co* (Tabela 10). Para a forma
extracelular foi observada inibigdo da atividade na ordem de 2-25% apenas na presenga de Fe®*,
APt e Ag’. Avaliando-se as atividades enziméticas em fungdo de diferentes concentragdes dos
principais ions ativadores, ou seja, Zn** e Mn?*, para enzimas extra e intracelular, respectivamente,
as maiores ativacées tanasicas foram obtidas com 1mM de Zn** (34,41%) para forma extracelular e
7,5 mM de Mn* (72,29%) para forma intracelular (Figura 17). Algumas enzimas requerem um ion
metalico como ativador para que a eficiéncia catalitica seja totalmente alcangada, mas outros ions e
compostos organicos podem inibir a atividade da enzima. A inibicdo de tanases fungicas por ions
metalicos é bastante comum e pode estar relacionada a sua ligagao em sitio ndo-especifico (Costa,
2007). A atividade tanasica de Penicillium chrysogenum foi inibida por Cu®*, Zn®*, Fe** e Mg**
(Rajakumar e Nandy, 1983). Ja tanase de Aspergillus niger ATCC 16620 foi inibida por Zn**, Mn*,
Cu®*, Mg®* e Fe**, e apenas K* foi capaz de ativar a enzima (Sabu et al., 2005). Barthomeuf et al.
(1994) descreveram que sais como ZnCl,, FeCl; e CuSO, séo inibidores da atividade tanasica
enquanto que 1,0 mM dos sais MgCl,, HgCl,, NaBr e Na,S,0; ativaram a enzima de Aspergillus
niger.

Outros compostos quimicos importantes que podem interferir sobre a atividade tanasica sao
os surfactantes, quelantes, detergentes e solventes organicos. Quando verificada a influéncia de
detergentes e solventes organicos, a forma extracelular foi ativada por todos os compostos
analisados, com aumento de 50% na presencga de isopropanol. J& a forma intracelular ndo sofreu
grandes variagdes quando tais compostos foram adicionados a reagdo enzimatica, mas sofreu total
inibigdo com adicao de EDTA (Tabela 11). Os dados contradizem os dados apresentados por Kar et
al. (2003) que mostraram que 0,01% SDS e Triton X-100 inibem a atividade enzimatica de
Asperygillus aculeatus assim como 1mM 3-mercaptoetanol. Belmares et al. (2004), descreveram que
a maioria das tanases fungicas sdo total, ou parcialmente inibidas por estes compostos. Contudo,
Chhocar et al. (2010) mostraram que a tanase produzida por Aspergillus awamori MT9299 teve sua

atividade aumentada na presenga de butanol e benzeno.
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Tabela 10. Efeito de ions metélicos na atividade tandsica intra e extracelular do fungo Emericella

nivea.

Compostos Atividade relativa (%)
(1mM) Extracelular Intracelular
NaCl 124,69 + 5,97 78,58 + 3,65
AgNO; 98,77 £ 3,13 26,19 + 3,32
CaCl, 109,51 £ 3,00 53,97 £ 4,14
MgCl, 118,25 + 3,96 74,61 414
MnCl, 115,80 + 2,94 152,40 * 3,65
KClI 115,18 £ 5,46 95,25 + 3,65
NH,CI 110,74 + 3,87 83,34 + 2,39
AICl; 75,15+ 3,92 47,62 + 4,97
CuCly 108,44 £ 4,93 56,35 + 4,78
ZnCl, 142,09 £ 3,96 84,93 + 2,39
CoCl, 133,59 + 3,96 0,00+0
FeCl, 85,74 + 4,28 91,28 + 4,97
HgCl, 137,73 £ 3,96 2,38 + 3,01
BaCl, 117,94 £ 2,99 36,51 +1,38
Controle 100,00 100,00
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Emericella nivea.

Compostos Atividade relativa (%)
Extracelular Intracelular
B-mercaptoetanol (1mM) 110,12 £ 0,56 100,80 + 6,01
EDTA (1mM) 109,51 £ 0,98 0,00+ 0
SDS (0,01%) 138,96 + 4,28 111,92 + 2,39
Triton X-100 (0,01%) 121,63 + 2,59 100,01 + 4,78
Metanol (1%) 139,57 +1,13 103,18 + 5,52
Acetonitrila (1%) 149,85 + 2,04 98,42 + 497
Etanol (1%) 148,47 + 2,59 94,45 + 497
Acetona (1%) 130,37 £ 2,47 84,14 + 2,39
Isopropanol (1%) 150,00 + 6,87 92,07 + 3,65
N-butanol (1%) 140,95 £ 1,96 90,49 + 3,65
Glicerol (1%) 138,50 + 2,94 90,45 +4,14
Ausente 100,00 100,00

Tabela 11. Efeito de compostos quimicos na atividade tanasica intra e extracelular do fungo
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4.2.5 Atividades hidroliticas das tanases sobre o acido tanico e o metil galato

Como pode ser observado na figura 18, ambos os substratos foram hidrolizados pelas
enzimas intra e extracelulares produzidas por Emericella nivea. Ambas as formas enzimaticas
hidrolizaram preferencialmente o substrato acido tanico. Quando analisada a hidrélise da mistura de
ambos os substratos, valores intermediarios entre as hidrolises dos substratos em separado foram
obtidos. Tal fato sugere a existéncia de um mesmo sitio catalitico para a hidrélise tanto do acido
tanico como do metil galato. Caso tais catalises ocorressem em sitios diferentes, os valores de
atividade tandsica obtidos para a mistura deveriam ser maiores, correspondendo aproximadamente
aos valores hipotéticos obtidos pela soma das hidrélises em separado.

Yamada et al. (1968) descreveram o &cido tanico como o melhor substrato para a atividade
tanasica se comparado ao metil galato e outros substratos, sendo estes menos reativos. O acido
tanico é um substrato de origem natural enquanto o metil galato deve ser processado

sinteticamente.
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Figura 18. Determinacdo da hidrélise dos substratos metil galato (m), acido tanico (e) e metil
galato:acido tanico (1:1; v/v) (A), em diferentes tempos de reacao, pelas tanases extracelular (A) e
intracelular (B) produzidas por Emericella nivea.
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4.2.6 Parametros cinéticos

As propriedades cinéticas das tanases intra e extracelulares foram investigadas utilizando
0s substratos metil galato e acido tanico. Como mostrado na tabela 12, para ambas as formas
enziméaticas, os valores de K, foram maiores, sendo 14,01mM e 8,23mM para as enzimas extra e
intracelular, respectivamente, quando utilizado o acido tanico como substrato, com relagdao ao metil
galato, sendo os valores na presenga deste de 4,78mM e 3,20mM para as formas extra e
intracelular respectivamente, demonstrando claramente uma maior afinidade de ambas as enzimas
pelo metil galato.

O mesmo ocorre quando analisada a V., e eficiéncia catalitica (Vma/Kn) das enzimas,
sendo que tanto a enzima extra quanto a intracelular foram capazes de degradar com maior
velocidade e com maior eficiéncia (cerca de 3 vezes) o acido tanico se comparado ao metil galato
(Tabela 12).

A eficiéncia catalitica de uma enzima é descrita como o nimero de renovagdes da proteina
em determinado tempo, ou seja, quantas vezes a enzima é capaz de se ligar ao substrato,
formando o complexo enzimatico, em seguida liberar novamente ao meio a enzima e o produto da
reagdo (Nelson e Cox, 2005)

Outros valores de K, ja foram descritos para tanases de outros microorganismos utilizando
como substrato metil galato, entre eles Aspegillus flavus (Yamada et al. 1968), Selenomonas
ruminantium (Skene e Brooker, 1995), e Aspergillus tamarii (Costa, 2007), Cryphonectria parasitica
(Farias et al., 1994) com valores de 0,86mM, 1,6mM, 0,77mM e 7,49mM, respectivamente. Farias et
al. (1994) também descreveram que a tanase produzida por Cryphonectria parasitica apresenta K,

de 0,94mM quando o substrato utilizado foi o acido tanico.
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Tabela 12. Pardmetros cinéticos para as tanases extra e intracelular produzidas por Emericella

nivea.
Tanase Substrato K, (mM) Viax (U/mg@) Vmax/Km
(Umg'mm™)
Extracelular
Acido tanico 14,01 2,63 0,18
Metil galato 4,78 0,29 0,06
Intracelular
Acido tanico 8,23 2,82 0,34
Metil galato 3,20 0,30 0,09
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4.2.7 Analise dos produtos de hidrolise do acido tanico

A andlise qualitativa dos produtos de hidrélise do acido tanico por cromatografia de camada
delgada (TLC) obtidos pela acado das enzimas intra e extracelulares mostra que o produto formado,
ou seja, o acido galico aumenta em funcao do tempo da reacao (Figura 19), no entanto, para a
enzima intracelular, no tempo de 30 minutos, pode ser observada um aumento na banda de acido
galico, com leve diminuicdo apos ente periodo de incubacgéo. Isto pode estar relacionado ao fato de
uma possivel degradacao do produto por agao enzimatica (Figura 19B).

O mesmo método foi utilizado para a identificacdo do acido galico formado apds 3 horas de
incubacgéo do acido tanico com a tanase produzida por Aspergillus tamarii, obtendo-se os mesmos
resultados (Costa et al, 2008). Uma das principais razdes para se estudar os fungos produtores de
tanases é o seu uso em potencial no processo de produgao de acido galico (Hadi et al., 1994), uma
vez que tal composto é muito apreciado na industria farmacéutica servindo como precursor de
inimeros farmacos. Como é conhecido, além de acido galico, a glicose também é um produto de
hidrélise obtido nesta reacdo. Contudo, esta ndo é detectada pela metodologia utilizada e os

respectivos spots ndo podem ser visualizados.

Figura 19. Perfil cromatografico em camada delgada (TLC) do &cido galico formado a partir da
hidrélise do acido tanico pelas enzimas extra (A) e intracelular (B) em funcdo do tempo de reacgéo.
Raias: (1) acido tanico; (2) acido galico; (3) controle negativo; (4) reacdo de 1 minuto; (5) reacao de

10 minutos; (6) reacao de 30 minutos; (7) reacao de 1 hora e (8) reacao de 5 hora.
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4.3 Imobilizacao da tanase extracelular

68



Nesta etapa do trabalho a tanase extracelular produzida em FSbm foi imobilizada em
diferentes suportes: DEAE-sepharose, Q-sepharose, Glioxil-agarose, Aminoglioxil-agarose e
agarose 4BCL ativada com brometo de cianogénio (BrCN).

A preocupacdo em imobilizar a tanase produzida por Emericella nivea tem origem nas
desvantagens da utilizagdo de enzimas sollUveis em processos industriais, uma vez que pode ser
limitada devido ao elevado custo de isolamento e purificagdo, e também pela dificuldade de
recuperar a enzima ativa depois do processo catalitico ocorrido (Kennedy et al.1987). Ainda como
vantagem da utilizacdo de enzimas imobilizada estdo o baixo custo de reaproveitamento da
proteina, aumento da sua estabilidade, prevencédo de respostas alérgicas e ainda, interagcdes entre
a enzima e componentes especificos da reacdo, excluindo-se a possibilidade de contaminacdo do
produto final com a enzima (Lekha e Lonsane, 1997).

O primeiro registro de imobilizagao de tanases foi feito por Weetal e Detar (1974) sendo que
uma tanase comercial foi ligada covalentemente a silica alquilamina porosa ativada com
glutaraldeido. Este derivado foi comparado com a enzima sollvel quanto a diversos parametros
como cinética enzimatica, pH, temperatura e estabilidade funcional, sendo que todos mostraram
vantagens quando utilizada a tanase imobilizadas. Em seguida, tanase de Aspergillus niger foi
imobilizada utilizando este mesmo método, sendo utilizada na esterificagdo do &cido galico em
solugbes contendo solventes organicos. Quando comparado o rendimento desta reagao, a sintese
de propilgalato foi 41,4% quando utilizada a enzima imobilizada e 3,5% no caso da enzima soluvel
(Lekha e Lonsane, 1997).

Outra tanase imobilizada foi por Sanderson et al. (1974) para a conversao de cha verde
utilizando folhas de cha e tanase imobilizada em suporte de esferas de vidro com ligagdes diazo e
depois, Coggon et al. (1975) também descreveram um processo utilizando tanase imobilizada neste

mesmo suporte para a produgao de chas instantaneos (Lekha e Lonsane, 1997)
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4.4.1 Efeito da temperatura na estabilidade da tanase imobilizada em suportes de

troca iénica

Os derivados obtidos utilizando suportes de troca ibnica DEAE-sepharose e Q-Sepharose,
foram incubados em temperaturas de 65°C, 70°C, 75°C e 80°C e aliquotas foram retiradas em
diferentes intervalos de tempos. Como controle foram utilizados a enzima extracelular solavel e o
derivado BrCN, e as aliquotas dos controles foram incubadas nas mesmas condigbes que os
derivados de troca i6nica.

O derivado BrCN foi utilizado como controle para este e demais experimentos que serao
descritos, pois este suporte de agorase ativado com grupos de brometo de cianogénio se une
covalentemente a proteina, em sua porcdo aminoterminal, por uma ligacdo unipontual, e esta
ligagdo Unica, permite que a enzima continue com a mesma conformagéo e ndo perca a mobilidade,
ao mesmo tempo que afasta possiveis interferéncias de proteases, evitando ainda, a agregacao
proteica, sendo possivel estudar suas propriedades praticamente sem interferéncias.

As tanases imobilizadas em DEAE-sepharose e Q-sepharose se mostraram bastante
estaveis até mesmo em temperaturas elevadas, quando incubadas em pH 5,0, com atividades
acima de 70% por 25 horas para temperaturas de 65°C, 70°C e 75°C (Figura 20 A, B e C) e acima
de 60% por 24 horas para temperatura de 80°C (Figura 20D).

A tanase soluvel, assim como ja havia sido apresentada no item 4.3.1, apresenta
estabilidade de 100% por todo periodo analisado, enquanto que a tanase imobilizada em BrCN tem
sua estabilidade reduzida para todas as temperaturas estudadas com Ts, de 16 horas para 65°C-
75°C e 11 horas para 80°C. Esta estabilidade elevada da tanase sollvel esta, provavelmente,
relacionada a sua glicosilacao, o que pode levar a um agregamento protéico, criando dessa forma,
uma protegcdo térmica para essa tanase, o que causaria a diferenga significava entre as
estabilidades observadas para a enzima soluvel e o derivado BrCN.

No entanto, com o pH da suspensdo em 7,0, a tanase ndo mostrou a mesma estabilidade,
sendo que 4 horas de incubacao a 75°C foram suficientes para reduzir a atividade do derivado
BrCN a zero, e 12%, 24% e 25% para os derivados Q-sepharose e DEAE-sepharose e para a
enzima soluvel, respectivamente (Figura 21). Considerando a diminuicdo na estabilidade em pH
basicos, experimentos utilizando aditivos foram realizados a fim de aumentar o tempo de exposicao

da enzima em tais condigdes.
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Considerando que a enzima imobilizada em BrCN apresenta as caracteristicas reais do
polipeptideo isolado, sem influéncia de agregacao, os dados mostram que as tanases em suportes
de Q-sepharose e DEAE-sepharose foram estabilizadas apds serem adsorvidas por estes suportes

aumentando a vida util dessas enzimas em temperaturas elevadas.
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Figura 20. Estabilidade térmica a 65°C (A), 70°C (B), 75°C (C) e 80°C (D) da tanase imobilizada em
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4.4.2 Efeito de aditivos na estabilidade ao pH da tanase imobilizada em suporte BrCN

Na tentativa de elevar o tempo de exposi¢cdo no qual derivados de tanase poderiam estar
em contato com pH basicos sem perder drasticamente sua atividade, foram adicionados a estas
suspensdes de derivado BrCN, em tampao bicarbonato de sédio 50mM pH 9,0 e 10,0, aditivos
como glicerol 50% (v/v), etilienoglicol 50% (v/v) e trealose 30% (m/v), além do controle sem adigao
de compostos. Os testes foram realizados com variagdo de temperatura, 4°C e 25°C, sendo que
aliquotas das amostras foram retiradas em intervalos diferentes de tempo.

Dentre os aditivos testados, o etilenoglicol foi 0 que proporcionou melhores condigdes para
a manutencdo da atividade tanasica nos pH e temperaturas testados, com atividades residuais ao
redor de 90% por longos periodos de tempos (em todos os casos, mais de 5 horas) (Figura 22),
seguido dos protetores glicerol e trealose para os pH 9,0 e 10,0, respectivamente.

A estabilidade ao pH é importante e se faz necessaria para a imobilizagao da proteina em
suportes com ligacdes covalentes. Se a enzima ndo suporta a longa exposigdo aos pH basicos,
como é o caso da tanase extracelular de Emericella nivea, entdo faz-se necessario encontrar um

protetor que permita a exposicdo em pH acima de 10,5 para a imobilizagao por ligagées covalentes.
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4.4.3 Efeito do solvente 1-propanol na estabilidade da tanases imobilizadas em

suportes de troca ibnica

Os derivados da tanase extracelular de Emericella nivea obtidos em suportes de troca
ibnica, bem como a enzima sollvel, se mostraram bastante ativos, com atividades residuais acima
de 85% por até 100 horas (Figura 23), na presenga de 1-propanol, sendo que a diminuicdo da
atividade tandsica nao foi observada, nem mesmo apés mais 24 horas de exposigcdo as mesmas
condi¢cdes (dados ndo mostrados). Este aumento da estabilidade em enzimas imobilizadas em
trocadores i6nicos com relacao ao derivado BrCN, pode estar relacionada a grande forca ibnica que
fez com que a proteina permanecesse adsorvida ao suporte em uma posicdo que favoreceu a
catalise enzimética.

A analise da estabilidade enzimatica ao 1-propanol é importante, uma vez que, este
solvente é utilizado amplamente no processo de transesterificacdo do acido tanico pela tanase,
para a sintese de propilgalato. Quanto maior a proporgdo de 1-propanol na reagdo enzimatica de
transesterificacdo, maior sera a producao deste produto, utilizado como antioxidante de bebidas e
alimentos.

A sintese de propilgalato tem sido conduzida utilizando-se tanases produzidas por
Aspergillus niger (Yu e Li, 2006; Sharma e Gupta, 2003) e também por Aspergillus oryzae (Yu et al.,

2004), entre outros.
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Figura 23. Estabilidade dos derivados (m) Q-sepharose, (o) DEAE-sepharose, (A) BrCN, e também
da enzima solavel (V) a 1-propanol 30% (v/v) (A) e 50% (v/v) (B) a 25°C.
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4.4.4 Efeito da temperatura na estabilidade da tanase imobilizada em suportes

covalentes

Para que fossem possiveis as obtencdes de derivados em suportes covalentes (glioxil e
aminoglioxil) foi adicionado DTT para preservar as atividades enzimaticas ap6s a elevacao do pH,
além da utilizagdo de compostos organicos como protetores protéicos (50% etilenoglicol) para
estabilizagéo.

Em ambos os derivados, a estabilidade a temperaturas altas (75°C e 80°C) foi satisfatoria
no periodo analisado (3 horas), com atividade residual de 75% para do derivado glioxil. No caso do
derivado aminoglioxil, a estabilidade foi ainda maior, ou seja, acima de 90% (Figura 24). Os
derivados mantiveram-se estaveis, com atividades acima de 50%, por mais 7 horas (dados n&o
mostrados).

Quando comparadas as estabililidades da enzima em suportes de troca i6nica e covalentes,
foi possivel observar, para estes Ultimos, que os derivados se mostraram mais estaveis. Isso pode
ser percebido na incubagdo sob as mesmas condi¢des, ou seja, 75°C e pH 7,0, os derivados Q-
Sepharose e DEAE-Sepharose apresentaram Tso de 90 minutos e 150 minutos, respectivamente
(Figura 20), enquanto que para os derivados obtidos por ligacao covalente, os valores de Tg, foram
verificados somente apés 10 horas de exposigcao a tais condi¢cdes (dados ndo mostrados).

Tais resultados indicam que os suportes nos quais a tanase extracelular de Emericella
nivea foi imobilizada covalentemente proporcionam melhores condicbes para que a enzima se
mantivesse estavel por periodos prolongados de tempo, mesmo em condi¢cées desfavoraveis, um

dado que pode ser importante para seu emprego comercial.
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ligagbes covalentes.
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Atividade tanasica relativa (%)

4.4.5 Efeito do solvente 1-propanol na estabilidade da tanase imobilizada em suportes

covalentes

Os derivados glioxil em 50% de etilenoglicol + 50mM de DTT e aminoglioxil em 50%
etilenoglicol mostraram-se estaveis com atividade residual de 50% quando expostos por 4 horas de
ao 1-propanol, mantidos a 25°C. As estabilidades tanto do derivado glioxil quanto do aminoglioxil se
mantiveram acima da estabilidade do BrCN por todo o periodo analisado (Figura 25).

Os derivados covalentes, apesar de se mostrarem mais estaveis termicamente que os
trocadores ibnicos, ndo mostraram a mesma propriedade quanto a estabilidade ao solvente
organico 1-propanol, uma vez que os derivados de troca ibnica apresentaram Ts, acima de 100
horas (Figura 23), e os derivados covalentes tiveram sua estabilidade bastante reduzida ao longo
do tempo de exposi¢do. No entanto, um derivado que apresenta, uma meia-vida de 4 horas ainda
pode ser proposto para muitos processos industriais, e desta maneira, os derivados glioxil e

aminoglioxil, podem ter utilidade comercial.
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Figura 25 Estabilidade ao 1-propanol 30% (A) e 50% (B) da tanase imobilizada em suportes por
ligacéo covalente em temperatura de 25°C. Simbolos: (m) derivado Glioxil em 50% de etilienglicol +
50mM de DTT, (o) derivado aminoglioxil em 50% etilenoglicol, (A) derivado BrCN
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4.4.6 Analise quantitativa da hidrdlise do acido tanico e sintese de propilgalato

A reacao de formacéao de acido galico a partir de acido tanico utilizando como catalisador o
derivado BrCN foi bastante eficiente com hidrélise de 100% do substrato em aproximadamente 10
horas de reacdo em temperatura ambiente. Considerando que a hidrélise de 1mM de acido tanico
origina aproximadamente 10mM de &cido galico, a formagdo de 20mM de acido gélico indica a
hidrolise total do substrato utilizado (Figura 26A).

Ja a reacao utilizando a tanase soluvel, apresentou-se mais lenta que a primeira, sendo que
em 10 horas apenas 62% do total possivel de acido tanico havia sido hidrolisado. Apés 20 horas de
reacado, a atividade catalitica da tanase comecgou a diminuir em fungao do tempo (Figura 26B). A
enzima imobilizada apresenta melhores rendimentos na hidrélise do acido tanico, provavelmente,
por nao ser influenciada por outras proteinas, como as proteases, além de ficar livre da interferéncia
de varias substancias que poderiam prejudicar negativamente a atividade catalitica da enzima.

Analisando-se a sintese de propilgalato pela transesterificagdo de acido tanico, é possivel
verificar a formacgao de 4,4mM do produto, representando 22% do total de sintese possivel (Figura
27). Outras duas tanases foram estudadas quanto a capacidade de transesterificacdo do acido
tanico em propilgalato. Gaathon et al. (1989) utilizou um sistema reverso micelar e obteve 51% de
rendimento, e Sharma e Gupta (2003) utilizaram tanase de Aspergillus niger van Teighem
imobilizada em Celite, obtendo 86% de rendimento.

Apesar de o resultado ter sido interessante para uma possivel aplicagdo, melhores
condicdes para a reagdo e estudo da ligacao unipontual ou utilizacdo de derivados com melhores

potenciais poderiam maximizar a sintese deste antioxidante tdo almejado industrialmente.
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Figura 26. Reacao de hidrélise de acido tanico (2mM) em funcdo do tempo, utilizando a enzima

imobilizada em suporte de agarose ativado com brometo de ciaonogénio (BrCN) (A) e a enzima
soluvel (B).
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Figura 27. Sintese de propilgalato a partir da esterificagédo do &cido tanico (2mM) em 50% de 1-

propanol utilizando o suporte de agarose ativado com brometo de cianogénio.
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5. CONCLUSOES
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O fungo filamentoso Emericella nivea foi um bom produtor de tanases intra e extracelulares
quando cultivado tanto em FSbm quanto em FSS, destacando-se entre as diferentes linhagens
analisadas. As tanases solUveis produzidas por Emericella nivea, sdo bastante estaveis a
temperaturas elevadas, pH acidos e ainda a solventes organicos, diferindo substancialmente das
tanases conhecidas até o momento. Estas formas tanasicas ainda tiveram maiores afinidade pelo
substrato sintético metil galato em detrimento ao natural, acido tanico. Quando imobilizadas em
suportes covalentes e por troca ibnica, estas propriedades se potencializam, e a utlizagdo desses
derivados traz, como beneficios, a possibilidade de reaproveitamento da enzima apds sua
utilizacdo. Tais caracteristicas, fazem dessas tanases promissoras ferramentas biotecnolégicas
para o emprego industrial. A enzima extracelular foi caracterizada quanto a sua massa molecular,
sendo um heteropolimero de 322 kDa com 50% de contetdo de carboidratos, enquanto a tanase
intracelular € de uma glicoproteina de 258kDa com 17% de carboidratos. Além dessas propriedades
excelentes, a tanase extracelular produzida em FSbm e imobilizada em agarose ativada com
brometo de cianogénio, ainda possui a capacidade de hidrolisar completamente o acido tanico em
acido galico. Adicionalmente, apresenta uma caracteristica incomum entre as tanases fangicas, que
€ a producao de propilgalato a partir da transesterificagdo de acido galico. A producao desses dois
compostos a partir de taninos é bastante desejavel para a industria, o que justificaria a
aplicabilidade das tanases produzidas por Emericella nivea. Nao bastando, a tanase pode ser
produzida também em substratos sélidos, diminuindo os custos de produgdo, sem requerer a

adicdo de outros compostos com maior valor agregado, uma propriedade atrativa comerciamente.
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