SELECAO DE FUNGOS PRODUTORES DE TANASE EM RESIDUOS
VEGETAIS RICOS EM TANINOS

Screening of tanase producing fungi present in rich tannin vegetable residues
GabrielaAlves Macedd, Luis Katsumi Matsuda?, Vania Battestin®

RESUMO

Tanino acil hidrolase conhecida como tanase (E.C: 3.1.1.20) € uma enzima que hidrolisa ésteres e ligagdes laterais de taninos
hidrolisaveis produzindo glicose e acido galikdanase é uma enzima extraceluladuzivel, produzida por fungos, bactérias e
leveduras pela fermentacgao solida, liquida ou subm&ifeamentacéo sdlida para a producéo desta enzima oferece um grande
nimero de vantagens sobre o método de fermentacao submersa e liquida convencional. O meio de producao é simples, utiliza
residuos vegetais de uva, caju, café ou subprodutos como farelo de trigo, arroz ou aveia, acrescidos de aeigilidagéo.de
residuos é uma forma de utilizar substratos alternativos e solucionar problemas de poluicdo que posgatanassiem vasta
aplicacdo na industria de alimentos, sucos, cervejaria e industria farmacéutica. Objetivou-se com este trabalho selecionar linhagens
fungicas potencialmente produtoras de tanase em residuos vegetais ricos emAtgninusra etapa da selecéo foi realizada
utilizando como substrato farelo de trigo suplementado com 0,5% de acido tanico. Dentre as 400 linhagens testadas 6,75%
produziram tanasés linhagens que apresentaram as melhores atividades foram: LAB3B&E3G e LAB153G com atividades
de 0,2862; 0,2149; 0,1848 Essas linhagens foram testadas nos residuos agroindustriais de café e uva acrescentando 0,5% e 1,5%
de acido tanico ao meio de fermentagdo. O melhor resultado foi obtido para o residuo de café com a linhagem LAB153G
apresentando atividade de 0.275 U.

Termos para indexagdofungos, tanase, residuos, taninos.

ABSTRACT

Tannin acyl hydrolase (E.C: 3.1.1.20) or tannase is an enzyme which hydrolyses ester and depside bonds of hydrolysable
tannins releasing gallic acid and glucoEmnase is an extracellulémducible enzyme, produced by fungi, bacteria and y€bst.
tannase is produced by solid-state, liquid surface and submerged fermentation. The solid-state fermentation offers a number of
advantages over submerged and liquid conventional fermentation for the enzimes production. The production is simple, using
vegetable residues such as coffee wastes, grape, cashew or by-products as wheat bran, rice or oats, to which tannic acid is added. The
use of residues is an alternative to solve pollution problems that can be caused by an incorrect environmentdlasispssal.
enzyme has several applications on food, juices and pharmaceutical industries. The objective of this work was to select tannase
producing fungi and to study the production of this enzyme in vegetable residues rich in tannin. The first stage of the selection was
carried in solid-state fermentation using as substrate wheat bran supplemented with 0.5% of tafmitoagidhe 400 tested
lineages, 6.75% of the fungi produced the enzyhhe. lineages that showed the best activities were LAB34BB53G and
LAB153G with 0.3862, 0.2149 and 0.1848 U activities values, respectively these lineages were tested in vegetables residues as
coffee and grape, adding 0.5 and 1.5% of tannic acid in the fermentation environment. The best result was obtained using LA153G and
coffee residues, with an activity of 0.275U being observed.

Index terms: screening, tannase, residues, tannin.
(Recebido para publicagdo em 27 de abril de 2004 e aprovado em 7 de julho de 2005)

INTRODUGAO myrobalan Terminalia chebula), divi divi (Caesalpinia

Tanino acil hidrolase conhecida como tanase (E.(Sc.’”ar'a)’ dhawa fnogeissus latifolia), konnam Cassia
3.1.1.20) é uma enzima que hidrolisa ésteres e ligagdisiula), babul fcaciaarabica) e avarum, principalmente
laterais de taninos hidrolisaveis (BANERJEE et al., 2001§M suas frutas, folhas, galhos e nas cascas (BANERJEE &
O é4cido tanico é um tipico tanino hidrolisavel, que pod€AR, 2000). De fontes animaiBAH pode ser extraida do
ser hidrolisado por tanase em glicose e acido galidatestino bovino e das mucosas dos ruminantes. O meio
(HELBIG, 2000) (Figura 1A tanase pode ser obtida a partimicrobiolégico é a fonte mais importante de obtencéo da
de fontes vegetal, animal e microbiaBatanase esta tanase, uma vez que ax#nas produzidas desta forma
presente em muitas plantas ricam &ninos como s&o mais estaveis do que aquelas obtidas por outros meios.
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FIGURA 1 — Hidrdlise do acido tanico (AGUILAR et al., 1999).

Além disso, micrgganismos podem produZiAH em altas processadoras de frutas e grédos pode consistir em uma
guantidades e de maneira continua, com consequieaternativa para promover a reducdo dos custos de
aumento de rendimento (BANERJEE et al., 2001). producéo da enzima e evitar problemas de poluicdo que
A tanase € uma enzima extraceluladuzivel, possam causa© interesse na fermentacao solida para a
produzida na presenga de acido tanico por fungos, bactépasducdo de compostos de importancia comercial é uma
e leveduras (AGUILAR et al., 1999 primeira etapa para conseqiéncia da demanda por insumos de menor custo.
o desenvolvimento do processo de producédo de enzimas Embora existam muitas aplicagfes industriais da
microbianas é a selecdo da linhagem. Enzimas extraceluldesase em potencial, poucas séo efetivamente empregadas
sdo preferidas, pois sdo mais facilmente extraidasdevido essencialmente ao custo de produgdo da enzima,
dispensam métodos de extracdo mais dispendiospse ainda € elevado e, principalmente ao pouco
(COURI et al., 1998). Existem estudos de producdo d@anhecimento sobre seu modo de acéo cataltieazima
tanase por fermentacéo solida, liquida e submersa (LEKH¥de ter vasta aplicagdo na indUstria de alimentos,
& LONSANE, 1994). principalmente sucos, cervejaria, cosméticos, farmacéutica
A fermentacéo sdlida para a producgédo de enzimasndustria quimica (LEKHA & LONSANFEL997), sendo
oferece vantagens sobre o método de fermentagg@ancipalmente utilizada para produgdo de acido galico,
submersa e liquida convencional (LAGEMR& PYLE, chas instantaneos, na estabilizacao da coloragdo de vinhos,
2001). O meio de producéo é simples, pode-se utilizeefrigerantes a base de café, processo de tratamento de
subprodutos agroindustriais como casca de uva, caju, cafiro, detanificagcdo de alimentos e para tratamento de
ou farelo de trigo, arroz e aveia, acrescidos de &cido taniefluentes na industria de couros (BANERJEE et al., 2001).
Lekha & Lonsan€1997)produziam tanase depergillus  No presente estudo, objetivou-se selecionar linhagens
niger e Penicillium glabrum utilizando farelo de trigo e fungicas produtoras deaninoAcil Hidrolase, e testar as
Aguilar & Gutiérrez-Sanchez (2001) e Lagemaat & Pylenelhores linhagens em substratos provenientes de
(2001) produziram tanase em espuma de poliuretano. residuos agroindustriais ricos em taninos através de
A utilizac&o de residuos provenientes de industridsrmentacéo solida.
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MATERIAL EMETODOS da leitura de absorbancia medida a 530 nm entre amostra e
tubo controle. Wha unidade de atividade de tanase foi

_ o definida como a quantidade de &cido tanico hidrolisado
Foram testadas 400 linhagens flngicas pertenceni?s mL de enzima empregada por minuto de reagdo

Microrganismos

ao Lz_iborat(’)rio de Bioquimica da Faculdade de Engenhar;'gbssso = AbS_ e — AbS, .-
deAlimentos da UNICAMP As linhagens selecionadas como melhores
Preparag&o do Indculo produtoras potenciais de tanase foram testadas em

substratos provenientes de residuos agroindustriais de

~ As linhagens fangicas foram repicadas em meigqsirias de processamento de polpas e sucos da Regi&o
inclinado PDA(Potato Dextros&gar) com suplemento de g Campinas-SP

0,2% (p/v) de éacido tanico (€1,,0,) e incubadas em - )
estufa Fanem a 30°C por 72 horas. Extracéo e quantificag&o dos taninos

Meio de Fermentag&o Residuos de café, uva, caju, carambola e acerola na
forma em p0, sofreram extragcéo com hexano na concentracao
_ Em frascos Erlenmeyers de 250 mL foramjer 3 mL/g de amostra, mediante trés lavagens sucessivas.
adicionados 10 g de de farelo de trigo e 10 mL de solu¢gg, seguida, a amostra foi lavada trés vezes com etanol (3
de sais na composicao (g/L): KO, 1.0; NHNO, 2.0; 1| /g de amostra) a 4°C. O extrato obtido foi centrifugado a
MgSO,.7H,0, 0.2; CaCl2H,0, 0.02; MnCJ.4H,0, 0.004; 12 300g por 15 minutos a 4°C e no sobrenadante foram
NaM00,.2H,0, 0.002; FeSE7H,0, 0.0025 e acido tanico, qyantificados os taninosum volume de 1,0 milo extrato
10 (g/L). © meio de cultivo foi esterilizado a 120°C por 2@tanglico obtido foram adicionados 2,0 mL de solugéo
minutos, com umidade relativa 60% (BU) e pHBp0s & ya4ra0 de proteinas composta por tripsina, ovoalbumina e
esterilizagdo os frascos foram inoculados com 5x1Q|numina de soro bovino (1,0 mg/mL) em tubos de 15AmL.
esporos/mL e incubados a 30°C em estufa Fanem por 12Qra foi homogeneizada & temperatura ambiente e apés
horas (os esporos foram removidos adicionando-se 2,5 minutos foi centrifugada a 12.39@or 15 minutos a
mL de agua destilada e raspados com auxilio de alcasfd¢: o sobrenadante foi descartado e o precipitado
inoculagéo, a contagem dos esporos foi feita em cémararggsuspenso em 4 ndle solucdo SDS+etanolaminaA
Neubauer)Ap6s fermentagao, foram adicionados 100 Migsta solugo foi adicionado 1 mL de FeCipos 30 minutos
de solucéo NaCl 1,5% e agitados a 200 rpm por 2 Herasgs; medida a absorbancia da amostra em 530 nm seguindo

solucdo foi filtrada e centrifugada a 12.8(fbr 30 minutos 4 metodologia de Hagerman & Butler (1978).
a 4°C, o sobrenadante foi denominado extrato enzimatico

(LEKHA & LONSANE, 1997) RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecdo de linhagens fingicas produtoras de
tanase foi realizada em meio de fermentacdo sélida

A solugéo de substrato foi preparada pela adicéinilizando como substrato farelo de trigo suplementado
de 0,5 % (p/v) de &cido tanico em tampéo acetato pH 5,6om 0,5% de acido tanico. Entre as 400 linhagens testadas,
0,2 M. A reacéo foi realizada adicionando-se 0,3dalL 87,25% @s fungos nédo sintetizaram a enzima, 6,0% dos
solucé@o de substrato com 0,5 mL de extrato enzimatifngos foram inibidos na etapa de pré-inoculacdo quando
bruto e incubada a 80 por 10 minutosApds a incubagéo, utilizou-se o meio PDA com 0,2% (p/v) de acido tanico,
a reacao foi paralisada pela adi¢éo de 3 mL de solucéoodenpiovando o efeito de inibicdo que os taninos podem
albumina de soro bovino (BSA) preparada naxercersobre ocrescimento de microrganismos. Em relacdo
concentracdo de 1 mg/mL e 0, 17 M de cloreto de s6dio & propriedades antimicrobianas dos taninos, muitos
tampéo acetato pH 5,0, 0,2 M, e em seguida centrifugadiuagos, bactérias e leveduras séo resistentes aos taninos
12.300 g por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi ressusperss@odem crescer e se desenvolver na presenca destes,
em 3 mL de solugdo SDS-trietanolamina acrescido de 1 rabmo:Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Bacillus cereus,
de solugéo de FeCA absorbancia foi medida apds 15Corynebacterium sp, Candida sp e Pichia sp (BHAT et
minutos em 530 nm conforme metodologia descrita pat., 1998). Os resultados da selecdo indicaram que 6,75%
Mondal et al. (2001). das linhagens testasl sdo capazes de sintetiZanino

A atividade enzimética foi calculada pela diferencacil hidrolase nas condicGes do teste de atividade da tanase.

Medida daAtividade Enziméatica daTanase
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Com o objetivo de selecionar os melhores fungos As linhagens com maior potencial produtor de
produtores da tanase, optou-se pela escolha das linhaganase foram as de nimero LAB34b&B53G e LAB153G
com atividade superior ou igual a 0,1¢Tdbela 1).

com valores de atividade de 0,2862, 0,2149 e 0,1848 U,
respectivamente. Essas linhagens foram testadas em meio

TABELA 1-Linhagens pré-selecionadas como produtoras base de residuos agroindustriais de café e uva
de tanase em farelo de trigo com 0,5% (p/p) de acido taniggicionando-se 0,5% e 1,5% de &cido tanico ao meio de
apos 120 horas de fermentacao.

Linhagem U (umol/mim.ml enzima)
LAB345G 0,2862
LAB53G 0,2149
LAB153G 0,1848
LAB306G 0,1681
LAB343G 0,1513
LAB146G 0,1242

fermentacdo. Na determinagd@o de taninos totais dos
residuos agroindustrias verificou-se que casca de café e
uva permitiram a formacao de maiores concentracdes de
taninos dentre os residuos testados de caju, carambola e
acerola, apresentando valores de 0,073% e 0,941%,
respectivament@ esses residuos foram adicionados acido
tanico nas concentracfes de 0,5 e 1,5% (p/p) para os testes
de fermentacdo. Pela Figura 2 verificam-se os resultados
obtidos para a fermentacdo soélida em farelo de trigo,
residuos de café e uva com adicdo de 0,5% e 1,5% (p/p) de
acido tanico.

Atividade de tanas e (U)

o

o

o

o

o

o

o

a0 = R k= m m

O farelo de trigo

_ B café
WU

ac. tanico 1,5%

ac. thnico 0,5%

LAB153G LABS4AG LABS3G  LAB153G LAB345G  LABSIG

Rl

Linhagens

FIGURA 2 —Producéo de tanase pelas linhagens LAB1E3B345G e LAB53G em farelo de trigo e residuos de café
e uva com 0,5% e 1,5% (p/p) de acido tanico ap6s 120 horas de fermentacgéo.
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O farelo de trigo tem sido até hoje o substrato maenzimatica de 0,22 U/mL. De acordo com Bajpai & Patil
estudado para producéo de tanase por fermentacao soél{@897), Lekha & Lonsane (1997) e Pinto (2003), o acido
Todas as linhagens testadas neste residuo foram cap&aeico desempenha o papel de fonte de carbono para o
de produzir a enzima conforme visto na Figurssdinhas microrganismo, bem como de indutor da sintese. Dessa
LAB153G LAB345G LAB53G apresentaram valores demaneira, a presenca de acido tanico é imprescindivel para
atividade de 0,522, 0,663 e 0,406 U quando se adicionagintese de tanase. Em trabalho realizado por Pinto (2003)
1,5% de &cido tanico, resultando em aumentos de 2,8; 2 &ne experimento preliminar no qual ndo se adicionou acido
1,9 vezes se comparados a atividade enzimatica com 0,&¥ico ao meio de fermentacéo, ndo foi observada atividade
de &cido tanico. No residuo de café, com adicao de 1,5k tanase em nenhum tempo de fermentacao.
de acido tanico, todas as linhagens produziram tanase. Serdo realizados estudos posteriores para
Para as linhagens LAB153G e LAB345G aumentandodeterminacao do efeito da concentracdo de acido tanico
concentracdo de acido tanico de 0,5% para 1,5% resuleoumeio de fermentacéo, mas os resultados atuais indicam
em acréscimos de 3 e 2,8 vezes na atividade enzimaticaque a concentracdo é importante na inducao da tanase
passou de 0,089 e 0,038 U para 0,275 e 0,106 U. Pangetos fungos estudados.
linhagem LAB53Ga producéo somente ocorreu com 1,5% -
de acido tanico com atividade de 0,216 U. Para o residuo CONCLUSOES
de uva, as linhagens LAB153G e LAB345G produziram Foram obtidas de 400, 27 linhagens potencialmente
tanase com adicdo de 1,5% de acido tanico com atividaggsdutoras de tanase mediante selecéo induzida pela
de 0,1037 € 0,1021 U. Com adicdo de 0,5% de acido tanji@senca de &cido tanico.
somente a linhagem LAB153G produziu a enzima com  Demonstrou-se que a concentracéo de &cido tanico
0,0498 U. no meio de cultura é fator chave na producéo da tanase,

O residuo de café mostrou-se promissor substituéeéndo objeto de mais estudos em andamento.
do farelo de trigo, com resultados melhores que os obtidos  Dentre os residuos analisados, uva e café foram
com os residuos de uva. O teor de tanino total presestgecionados devido a maior concentracéo de taninos
nos residuos agroindustrias ndo parece ser assimilavet@@is. Nos testes fermentativos, no residuo de casca de

metabolismo dos microrganismos sendo necessagafé, foram obtidas as melhores respostas de producéo da
suplementacadpesar de o farelo de trigo ser consideradganase em relacéo & uva.

um bom substrato para a producado da tanase, € necessario R ]
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