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Atanase (E.C: 3.1.1.20) hidrolisa ésteres e ligacées laterais de taninos hidrolisdveis produzindo glicose e dcido gélico. £
uma enzima extracelular, induzivel, produzida por fungos, bactérias e leveduras. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
uso de diferentes residuos agroindustriais como substratos para a produgdo da enzima tanase através da fermentacéo
sélida. Foram utilizadas duas linhagens fungicas LAB6VW e LAB29VW e estas foram testadas nos diferentes residuos
agroindustrias. Afermentacdo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10g de residuos, 10 mL de solucéio
de sais e indutor dcido tanico. A linhagem LAB29VW foi capaz de crescer e produzir a enzima tanase em todos os
residuos testados. As maiores atividades foram observadas para os residuos de uva e farelo de trigo apresentando
valores de atividade de 0,021 e 0,025 U/mL respectivamente. Esse estudo demonstrou que a concentracdo de dcido
tanico adicionado ao meio de fermentacdo é fator chave na producéo da tanase. A melhor concentracdo de indutor
para a producdo da enzima foi de 8%.

Palavras-chave: Enzima. Fermentacdo Sdlida. Microrganismos.

Tannase (E.C: 3.1.1.20) hydrolyzes esters and side bonds of hydrolysable tannins producing glucose and gallic acid. It
is an extracellular enzyme, inducible, produced by fungi, bacteria and yeasts. The objective of this work was to evaluate
the use of different agroindustrial residues as substrates for the production of the enzyme tannase through solid
fermentation. Two fungal lines LAB6VW and LAB29VW were used and these were tested in the different agroindustrial
residues. The fermentation occurred in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 10 g of residues, 10 ml of saline solution
and tannic acid inducer. The LAB29VW strain was able to grow and produce the enzyme tannase in all residues tested.
The highest activity was observed for wheat and wheat bran residues presenting activity values of 0.021 and 0.025 U/
mL, respectively. This study demonstrated that the concentration of tannic acid added to the fermentation medium is
a key factor in the production of tannase. The best concentration of inducer for enzyme production was 8%.
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1 INTRODUCAO

O estudo de utilizagdo de novos meios
industriais de fermentag¢do para obten¢éo de produtos
biotecnoldgicos tem recebido grande atencdo nos
dltimos anos. Diversos coprodutos e residuos da
agroindustria tem sido empregados para obtenc¢do de
produtos biotecnolégicos, pela alta disponibilidade e por
representarem fonte alternativa de baixo custo. Entre
esses produtos biotecnoldgicos destaca-se a produgdo
de enzimas. O processo de producdo de enzimas é
frequentemente limitado pelos custos dos substratos
utilizados para o cultivo dos microrganismos. Estima-
se que aproximadamente 30-40% do custo envolvido
na producdo de enzimas é devido ao meio de cultura
utilizado (MANERA et al., 2011).

Residuos e subprodutos agroindustriais sdo fontes
abundantes de compostos organicos, apresentando
grande potencial de uso como matéria prima em
processos industriais para a producdo de alimentos,
combustiveis, insumos quimicos, enzimas e bens de
consumo diversos (ROBERTO, MUSSATTO & RODRIGUES,

2003; CARVALHO et al,, 2004; SANTOS et al., 2005).
Estes materiais sdao os principais constituintes da
biomassa vegetal, como a de residuos agricolas e
florestais (palha de arroz, eucalipto, bagaco de cana-
de-acucar e sabugo de milho, por exemplo), os quais
sdao acumulados no ambiente, ocasionando problemas
de poluicdo e representando a perda de valiosos
recursos. Assim, é importante que se desenvolvam
técnicas para o aproveitamento desses residuos na
obtenc¢do de produtos Uteis a humanidade e, com
este objetivo, 0 emprego de processos biotecnoldgicos
tem sido bastante estudado (MARTINEZ et al., 2002;
CARVALHO, SILVA, SANTOS & COVERTI, 2003). Com o
advento da inovagdo biotecnoldgica, principalmente
na area de enzimas e tecnologia das fermentacdes,
novas perspectivas estdo sendo criadas. A aplicacao de
residuos de agroindustrias em bioprocessos € uma forma
de utilizar substratos alternativos e, de alguma maneira,
solucionar problemas de polui¢do que possam causar.
O uso de residuos agroindustriais pode ajudar ndo
somente a reduzir a poluicdo ambiental, mas também
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agregar valor as indUstrias processadoras. A utilizacdo de
residuos provenientes de indUstrias processadoras pode
consistir em uma alternativa para promover a redu¢ao
dos custos de produ¢do de metabdlitos de alto valor
agregado (SOCCOL & VANDENBERGHE, 2003)

A bioconversdo dos resfduos agricolas esté
recebendo bastante ateng¢do, uma vez que essas
matérias-primas representam recursos possiveis e
utilizaveis para a sintese de produtos Uteis. Nesse
contexto, a fermenta¢ao em estado sélido desempenha
um papel de destague no aproveitamento de residuos
sélidos. Em virtude do crescimento microbiano nesse
tipo de fermentac¢do, ocorre a sintese de diversos
compostos, dos quais muitos apresentam grande
interesse para segmentos industriais, além de elevado
valor agregado (ROCHA, 2010). Nos ultimos anos, houve
um interesse crescente no uso eficiente de diversos
residuos agroindustriais. Varios bioprocessos tém
sido desenvolvidos utilizando estes materiais como
substratos para a produc¢do de diversas moléculas com
alto valor agregado, tais como: proteinas microbianas,
acidos organicos, etanol, enzimas e metabdlitos
secundarios biologicamente ativos. O uso de residuos
agricolas como substratos em bioprocessos, além de ser
economicamente vidvel, ajuda a resolver os problemas
ambientais decorrentes do seu acimulo na natureza
(ALEXANDRINO, FARIA, SOUZA & PERALTA, 2007)

A laranja esta entre as frutas mais produzidas
e consumidas no mundo, sendo que sua produgdo
ultrapassa 80 milhdes de toneladas/ano. Atualmente o uso
principal dos residuos da laranja é como complemento
para a racdo animal, tendo boa aceitacdo por bovinos e
caprinos. Varios estudos tém proposto outros usos para
os residuos da laranja, incluindo a obtencdo de fertilizantes
organicos, pectina, dleos essenciais, compostos com
atividade antioxidante e utilizacdo em bioprocessos
para producdo de varias enzimas, incluindo pectinases
e amilases. Apesar de todas essas possibilidades, os
residuos das indUstrias de suco de laranja permanecem
em sua maior parte inutilizados (ALEXANDRINO, FARIA,
SOUZA & PERALTA, 2007).

Segundo Melo et al., (2011), dentre os diversos
residuos gerados pela diferentes agroindustrias,
destacam-se os vinicolas por serem fontes ricas de
compostos fendlicos e pela expressiva quantidade
resultante do processamento. A soma deles, bagaco
(cascas e sementes), engaco e a borra do processo
fermentativo representam, em média, cerca de 30% do
volume de uvas utilizadas para a producdo vinicola, o que
torna este residuo uma fonte promissora de substancias
bioativas naturais.

O bagaco de cana-de-acUcar é um dos principais
subprodutos da indUstria sucroalcooleira. Este é
caracterizado como um residuo fibroso que é produzido
apos a moagem e extracdo do xarope da cana - de
- acucar (FILHO & BADR, 2004). No processamento
industrial da cana-de-agucar, além da producdo de
agucar e alcool, os subprodutos, tais como o vinhoto e 0
bagaco, podem ser aproveitados como fontes geradoras
de energia ou na producdo de adubos, papel e plastico
biodegradaveis (SIMOES, 2011).

Tanino acil hidrolases conhecida como tanase (E.C:
3.1.1.20) sdo esterases capazes de hidrolisar ligacdes
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éster (entre o grupo anel aromatico e o residuo de
glicose) e ligacbes depsidicas (ligacBes éster entre 0s
anéis aromaticos) em substratos como acido tanico,
epicatequina galato e epigalocatequina galato (LEKHA
& LONSANE, 1994; BATTESTIN, 2007). Tanase € uma
enzima extracelular, induzivel, produzida na presenca de
acido tanico por fungos, bactérias e leveduras (AGUILAR,
AUGUS, GONZALEZ & FAVELA, 1999). Varios estudos tém
sido conduzidos em relagdo a producdo e aplicagdes
dessa enzima. Os resultados desses estudos mostram
as diferentes aplicacBes e potencialidades que essa
molécula oferece.

Battestin et al,, (2008) estudaram a aplicagdo de
tanase em chas comerciais, analisando a capacidade
da enzima em hidrolisar compostos fendlicos presentes
nesses chas. Os autores verificaram uma excelente
atuacdo da enzima nesses substratos fendlicos do
cha verde e constataram que a atividade antioxidante
aumentou significativamente nesses chas tratados.
Schons et al,, (2012) estudaram o efeito in vivo de uma
dieta elaborada a base de sorgo tratado com a tanase. Foi
constatado que o tratamento enzimatico do sorgo com
as enzimas promoveu a diminuicdo nas concentracdes
de taninos e aumento do fosforo inorganico nas ragoes.
Queirds (2014) estudou a agdo da enzima tanase na
biotransformacdo de compostos fendlicos no extrato
hidrossollvel de soja, obtendo um produto rico em
compostos antioxidantes, sugerindo sua utilizagdo como
ingrediente para bebidas funcionais. Considerando
que o Brasil gera grandes quantidades de residuos
agroindustriais, desenvolveu-se o presente trabalho
com o objetivo de avaliar o uso de diferentes residuos
agroindustriais como substratos para a producdo da
enzima tanase através da fermentacao solida.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Substratos Agroindustriais

Os residuos agroindustriais utilizados, foram:
residuo de cana de agucar (proveniente da extracdo
do caldo de cana), residuo de laranja (proveniente da
extragdo de suco da laranja), residuo de uva (proveniente
do processamento para a fabricagdo de vinho) e farelo
de trigo (adquirido em supermercado local). Os residuos
foram coletados e congelados a - 10 °C.

Neste estudo os seguintes equipamentos foram
utilizados: estufa de secagem (Novatecnica - Série
10090827), balanca analitica (Acculab ALC-210.4),
pHmetro (Del Lab - Série 03110610), centrifuga
(Sislab/Twister), banho termostéatico (Adamo - N 321) e
espectrofotémetro (Fento, Cirrus 80).

2.2 Padronizagdo dos Residuos

As amostras dos residuos agroindustriais coletadas
foram caracterizadas emrelacdo a: secagem dos residuos
em estufa (105 °C), determina¢do do pH, umidade e
granulometria. Os residuos Umidos foram desidratados
em estufa a 45°C, até obtencdo de particulas secas e
ndo aglomeradas. Essas amostras foram trituradas em
liquidificador e padronizadas com relacdo ao tamanho
das particulas utilizando peneiras de 1,68 mm. Para a
determinacdo do pH seguiu-se a metodologia descrita
de acordo as normas do Instituto Adolfo Lutz (1985).
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2.3 Determinagdo da Umidade dos Residuos

Pesou-se 5,0gde amostraem capsulasde porcelana
previamente taradas. As amostras foram aquecidas em
estufa a 105°C durante 3h. Em seguida resfriaram-se
as amostras em dessecador até temperatura ambiente
e pesou-se. Repetiu-se a operacgdo de aquecimento
e resfriamento até peso constante (Instituto Adolfo
Lutz, 1985).

2.4 Microrganismos e Conservacao das Linhagens

Foram testadas 2 linhagens fungicas denominadas
LABEVW e LAB29VW pertencentes ao laboratério de
Bioquimica do Instituto Federal de Ciéncias e Tecnologia
de Sdo Paulo - Campus Sao Roque. Em estudo anterior
essas linhagens foram isoladas do solo de formigueiro e
do solo do IFSP - Campus Sdo Roque respectivamente.
Aslinhagens fungicas foram conservadas em tubos com
meio de Agar de batata dextrosado (PDA), inclinados a
4°C.

2.5 Preparo do Pré Inoculo

As linhagens foram repicadas em meio inclinado
PDA com suplemento de 0,2% (p/v) de acido tanico e
incubadas em estufa a 32°C por 72 horas, para pré-
inducdo da tanase.

2.6 Fermentacdo Sélida Utilizando Residuos
Agroindustriais Para Producdo da Tanase
Os residuos agroindustriais de laranja, uva, cana de
acUcar e farelo de trigo foram utilizados como substratos
da fermentacdo sélida para produ¢do da enzima tanase.
Em frascos Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 20g
da mistura de residuos agroindustriais,

(SDS 1% (p/v) adicionado de 5% (v/v) de trietanolamina
em agua destilada) acrescido de 1 mL de solucdo de
FeCl, (0,01M de FeCl, em 0,01M de acido cloridrico) A
absorbancia foi medida apds 15 minutos em 530 nm
(MONDAL, BANERJEE, JANA & PATI, 2001). A curva padrao
foi elaborada utilizando quantidades de acido tanico
comercial variando entre 0,01% e 0,15%. A atividade da
enzima foi calculada pela mudanga na absorbancia a

530 nm: Abs,, = Abs — Abs

controle teste

2.8 Efeito do Indutor na Atividade de Tanase

Verificou-se o efeito de diferentes concentracoes
de indutor (acido tanico) no meio de fermentagdo.
Concentracdes de 2, 5 e 8% de acido tanico foram
adicionadas aos meios de fermentacdo com o objetivo
de verificar o comportamento do microrganismo frente
a diferentes concentracdes de acido tanico na sintese
de tanase.

2.9 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em duplicata e
0s resultados submetidos ao calculo da médio e desvio
padrdo utilizando o Excel 2007.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Determinacdo de Umidade,

pH e Granulometria dos Residuos

Todos os residuos foram secados, triturados e
padronizados em relagdo ao teor de umidade, pH e
tamanho das particulas. Na Tabela a seguir encontram-
se os dados obtidos.

Tabela 1 - Determinagées de umidade, pH e granulometria dos residuos

na proporg¢do inicial de 1:1 (residuos

mais solucao de sais acrescida de Residuos Umidade (%) pH Granulometria (mm)
acido tanico), ajustavel até alcancar Laranja 21,9+0,64 3,9+0,07 1,3+0,07
concentrac¢do final de 5% de acido Uva 5,9 + 0,42 3,7 +0,01 0,7 + 0,06
tanico. A solucao de sais foi composta >

por (g/L): NH,Cl, 0,1; (NH,),50, 0,1; Cana de agUcar 9,8+0,35 49+ 0,07 0,9 +0,07
CaCl,2H,0, 0,01; K,SO, 0,01, MHVSOA‘ Farelo de trigo 19,6 £ 0,49 55+0,14 13 +0,05

H,0,0,002; FeSO,.7H,0,0,002. O meio

de cultivo foi esterilizado a 120°C por 20 minutos. Apds
a esterilizagdo os frascos foram inoculados com 2,5 mL
de solu¢do de esporos e incubados a 32°C em estufa,
por 5 dias. Apos a fermentacdo, foram adicionados 70
mL de solugdo tampdo acetato pH 5,0- 20mM e agitados
a 150 rpm por 2h. A solugdo foi filtrada em algoddo e
o filtrado centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos.
No sobrenadante foi medida a atividade enzimatica de
tanase (LEKHA & LONSANE, 1994).

2.7 Medida da Atividade Enzimatica de Tanase

Asolugdo de substrato foi preparada pela adigao de
0,12 % (p/v) de acido tanico em tampdo acetato pH5,5-0,2
M. A reacdo foi realizada adicionando 0,3 mL da solucdo
de substrato com 0,5 mL de extrato enzimatico bruto
e incubado a 60°C por 10 minutos. Apds a incubagdo,
a reacdo foi paralisada pela adicao de 3 mL de solugdo
de BSA preparada na concentracao de 1 mg/mL de
albumina de soro bovino (BSA) e 0,17 M de cloreto de
sédio em tampéo acetato pH 5,0, 0,2 M, e em seguida
centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos. O precipitado
foi ressuspenso em 3 mL de solugdo SDS-trietanolamina
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Os residuos de laranja e farelo de trigo
apresentaram os maiores teores de umidade de
21,9 (%) e 19,6 (%) respectivamente. Isso se deve
ao fato desses residuos apresentarem uma maior
granulometria apos processo de trituracdo dos
tecidos vegetais. Para esses residuos os tamanhos
das particulas obtidas apds trituracdo e padronizagdo
ficaram em torno de 1,3mm. O teor de umidade dos
residuos pode influenciar no meio de fermentacgdo
sélida uma vez que os fungos filamentosos necessitam
de um teor de umidade minima para seu crescimento
e metabolismo.

3.2 Producdo da Tanase nos

Residuos Agroindustriais

Todos os residuos tratados foram utilizados como
substratos para a fermentacdo sdlida. Os resultados
de atividade enzimética de tanase encontram-se na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Produgdo da enzima tanase em diferentes tipos de substratos sélidoss

os dados da Tabela é
possivel verificar que

Atividade enzimatica de tanase (U/mL)

Residuos agroindustriais

a linhagem LABG6VW Linhagem LAB6VW Linhagem LAB29VW
cresceu e produziu a Uva 0,011+0.31 0,021+0.17
enzima nos resfduos ;
de uva, cana de aclcar Laranja 0,00+0.46 0,016+0.24
e farelo de trigo. Sendo Farelo de trigo 0,018+0.27 0,025+0.32
o resultado mais Cana de agticar 00154039 0,019+0.43
expressivo em residuo
de farelo de trigo apresentando atividade enzimatica 0,035
de 0,015 U/mL. =

A linhagem LAB29VW foi capaz de crescer e -g he
produzir aenzima tanase emtodos os residuos testados.| 0,025
As maiores atividades foram observadas para os k= 0,02
residuos de uva e farelo de trigo apresentando valores £ 0,015 "o ]
de atividade de 0,021 e 0,025 U/mL respectivamente. & iR AR
Essa linhagem apresentou melhores resultados| & 901 W Farelo.de frigo
de producdo da enzima quando comparados a2 0,005
linhagem LABGVW. .

De acordo aos dados apresentados é possivel
prever uma grande possibilidade de utilizacao dessas
linhagens em bioprocessos, ja que foi possivel produzir
a enzima em diferentes residuos agroindustriais.

De acordo a Cayres (2013), em relagdo ao residuo
de laranja, varios estudos tém proposto a utilizagcao
do residuo de sucos e processamento de laranja para
producdo de compostos de alto valor agregado, incluindo
a obtencdo de fertilizantes organicos, pectina, éleos
essenciais, compostos com atividade antioxidante, na
producdo de varias enzimas, incluindo pectinases e
amilases e a partir de agora, a enzima tanase. Apesar de
todas essas possibilidades, os residuos das indUstrias de
suco de laranja permanecem em sua maior parte muito
pouco utilizados.

Oresiduo vinicola se destaca devido avérios fatores,
principalmente por serem fontes ricas de compostos
fendlicos (RUBILAR et al., 2007)) e pela expressiva
quantidade resultante do processamento, ja que asoma
deles, bagaco (cascas e sementes), engaco e a borra do
processo fermentativo representam, em média, cerca
de 30% do volume de uvas utilizadas para a produgdo
vinicola (MAKRIS, BOSKOU & ANDRIKOPOULOS, 2007),
0 que torna este setor uma fonte promissora de
substancias bioativas naturais.

No Brasil um dos residuos/subprodutos
lignocelulésicos mais abundantes, para o qual novas
tecnologias de aproveitamento sdo necessarias,
é 0 bagaco de cana-de-aclcar, o qual é gerado
apds o processamento da cana-de-agUcar. Varios
estudos tém sido desenvolvidos em busca de uma
utilizagdo sustentavel do bagaco de cana-de-acUcar
que contém cerca de 40-45% de celulose, 30-35% de
hemicelulose e 25-30% de lignina (PANDEY, SOCOOL,
NIGAN & SOCCOL, 2000).

Influéncia do Acido Tanico na Sintese da
Enzima Utilizando Farelo de Trigo

A linhagem LAB26VW foi testada meio de
fermentacdo utilizando todos os residuos como
substratos. Em todos os meios foram acrescentados
diferentes concentragoes de acido tanico. A Figura abaixo
mostra os dados obtidos.

3.3

2%

5%
Indutor écido ténico (%)

8%

Figura 1 - Influéncia do &cido tanico na produgdo da enzima

Aprodugdo da enzima mostrou estar diretamente
relacionada com a concentracdo de &cido tanico que
é adicionada ao meio de fermentacdo, esta fonte de
carbono favorece a producdo rapida de tanase que, por
sua vez, cliva os taninos fornecendo suprimento continuo
de fonte de carbono. De acordo com Battestin (2007)
e Pinto (2003), o acido tanico desempenha o papel de
fonte de carbono para o microrganismo, bem como de
indutor da sintese. Dessa maneira, a presenca de acido
tanico é imprescindivel para a sintese de tanase. Em
trabalho realizado por Pinto (2003) em experimento
preliminar onde ndo se adicionou acido tanico ao meio
de fermentagdo, ndo foi observada atividade de tanase
em nenhum tempo de fermentagé&o.

O farelo de trigo tem sido até hoje o substrato mais
estudado para producdo de tanase por fermentacao
sélida. Apesar de o farelo de trigo ser considerado um
bom substrato para a producao da enzima, é necessario
que se explore outros resfiduos que possam ser
eficientes em relacdo a producdo da enzima.

4 CONCLUSAO

Utilizando os residuos de laranja, uva e cana de
acUcar, foi possivel produzir a enzima tanase através da
técnica de fermentagdo em estado sdlido, portanto, a
utilizagdo destes residuos consiste em uma alternativa
vidvel para producdo da enzima. Esses residuos
mostraram ser promissores substitutos do farelo de trigo
em processos biotecnoldgicos para a produgdo datanase.

Os resultados atuais indicam que a concentragdo
de acido tanico é importante nainducdo da tanase pelos
fungos estudados. Demonstrou-se que a concentragao
de acido tanico no meio de cultura é fator chave na
producdo da tanase, sendo objeto de mais estudos em
andamento. A melhor linhagem produtora de tanase
foi a LAB29VW utilizando o residuo de farelo de trigo.
A melhor concentracdo de indutor para a produg¢do da
enzima foi de 8%.
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