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RESUMO

Taninos séo polifendis solGveis em agua, provenientes do metabolismo secundério das
plantas. Sdo classificados em condensados e hidrolisaveis, sendo que esses ultimos
podem ser convertidos em &cido gélico e glicose pela acdo da enzima tanase que atua nas
ligacOes esteres e laterais de suas moléculas. A enzima tanase é produzida na presenca do
indutor acido tanico, ainda pouco explorada devido ao alto custo de sua producao. Assim,
é interessante a selecdo de microrganismos que produzam grande quantidade desta
enzima, bem como o emprego de substratos de baixo custo para sua producdo. Portanto,
0 objetivo do presente estudo foi isolar e selecionar fungos filamentosos presentes na
planta da bananeira (Musa sp.) quanto a sua capacidade de produzir tanase e avaliar a
producéo desta enzima em diferentes condic¢des de cultivo. Foram isolados 40 fungos,
entre os quais 8 se destacaram para producdo de tanase em meio solido contendo &cido
tanico como Unica fonte de carbono. Estes foram avaliados em fermentagéo submersa, na
qual o isolado Aspergillus sp. PS2.02 se destacou com uma atividade de 13,20 + 1,61
U/mL. Apos testes de otimizagdo utilizando residuos agroindustriais, sais, acido tanico,
temperatura e tempo de producdo, a atividade maxima encontrada foi de 20,43 £ 0,43
U/mL, em meio contendo casca de banana e 3% de &cido tanico no periodo de 5 dias de
fermentacdo a 30 °C. Os resultados se mostram promissores, uma vez que o isolado
Aspergillus sp. PS2.02 apresentou uma alta produgdo de tanase em meio contendo apenas
o0 indutor da enzima, agua e casca de banana, um residuo agricola amplamente disponivel
que pode ser utilizado para diminuir os custos da producéo desta enzima.

Palavras chave: Enzimas, acido tanico, otimizagdo, fermentacéao

ABSTRACT

Tannins are water-soluble polyphenols, derived from the secondary metabolism of plants.
They are classified into condensates and hydrolysables, the latter of which can be
converted into gallic acid and glucose by the action of the enzyme tanase that acts on the
esters and lateral bonds of its molecules. The enzyme tanase is produced in the presence
of the tannic acid inducer, which is still little explored due to the high cost of its
production. Thus, it is interesting to select microorganisms that produce a large amount
of this enzyme, as well as the use of low cost substrates for their production. Therefore,
the objective of the present study was to isolate and select filamentous fungi present in
the banana plant (Musa sp.) As to their capacity to produce tannins and to evaluate the
production of this enzyme under different cultivation conditions. Forty fungi were
isolated, among which 8 stood out for producing tannase in a solid medium containing
tannic acid as the sole carbon source. These were evaluated in submerged fermentation,
in which the Aspergillus sp. PS2.02 stood out with an activity of 13.20 + 1.61 U/mL.
After optimization tests using agro-industrial residues, salts, tannic acid, temperature and
production time, the maximum activity found was 20.43 £ 0.43 U/mL, in a medium
containing banana peel and 3% tannic acid in the period 5 days of fermentation at 30 °C.
The results are promising, since the Aspergillus sp. PS2.02 showed a high production of
tannase in medium containing only the enzyme inducer, water and banana peel, a widely
available agricultural residue that can be used to reduce the costs of producing this
enzyme.

Keywords: Enzymes, tannic acid, optimization, fermentation
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de banana no mundo, sendo
o0 Norte do estado de Minas Gerais uma das regides brasileiras com maior producdo desta
fruta. Na cidade de Janalba, a bananicultura representa um grande ndcleo de producéo,
com alta relevancia socioecondmica para a regido (MARZANO, 2015). O isolamento de
microrganismos das mais diversas culturas, incluindo banana, trouxe importantes
contribuicdes para o setor industrial, uma vez que estas plantas podem constituir fontes
de novas linhagens de microrganismos que podem ser utilizados em varios processos
biotecnologicos (CANHOS et al., 2016).

As plantas apresentam em seu metabolismo secundario compostos polifendlicos,
com altos pesos moleculares, geralmente de 500 a 3000 Da, denominados taninos. Esses
compostos apresentam efeitos negativos na nutricdo animal, devido ao gosto adstringente
e por possuir grupos hidroxilafendlicos, o que permite a formacéo de ligagbes cruzadas
com proteinas tornando-as indigeriveis Fonte bibliogréafica invalida especificada..
Deste modo, elevados conteldos de taninos em ra¢des levam a um menor consumo
involuntario e baixa eficiéncia na digestibilidade e produtividade animal. Além disso, 0s
taninos apresentam impasses no processamento de alimentos, como sucos, chas e cervejas
e no descarte de residuos de couro curtido com taninos. Dessa maneira, sua degradacdo
tem sido estudada pela utilizagéo de enzimas como a tanase (AGUILAR, et al., 2007).

Tanino acil hidrolase, conhecida como tanase (E.C. 3.1.1.20), € uma
enzima induzivel, que hidrolisa ésteres e ligacBes laterais de taninos hidrolisaveis,
liberando glicose e acido galico. Esta enzima é produzida por fungos filamentosos,
bactérias e leveduras em fermentacdo solida ou submersa (LIU, et al., 2016). A tanase é
uma hidrolase de grande interesse na indastria de alimentos visando reduzir o conteddo
de taninos em bebidas com altos teores desses compostos fenolicos, na industria
farmacéutica, para producédo de acido galico, precursor de drogas antibacterianas, assim
como no tratamento de ragdes e de residuos provenientes da inddstria de couro curtido
com taninos Fonte bibliogréafica invalida especificada.. Apesar de todas as aplicaces,
0 uso préatico dessa enzima ¢é atualmente limitado, devido ao alto custo de sua producédo
em larga escala Fonte bibliogréafica invalida especificada.. O uso de tecnologias de
biotransformagédo e biocatalise vem sendo utilizados nos ultimos anos e a selecdo de
microrganismos que produzam grandes quantidades desta enzima, bem como o emprego
de substratos de baixo custo para sua producdo objetivam viabilizar sua aplicagdo nos

mais diversos seguimentos industriais.
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Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi isolar fungos filamentosos epifiticos
da bananeira (Musa sp.), selecionar aqueles produtores da enzima tanase, avaliar a
producdo dessa enzima utilizando diferentes residuos agroindustriais e avaliar diferentes

parametros da fermentacdo para producéo desta enzima.

2 METODOLOGIA
2.1 ISOLAMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS DA BANANEIRA (MUSA SP.)
A coleta de diferentes partes da cultura de banana prata foi realizada na fazenda
da EPAMIG, no municipio de Nova Porteirinha- MG. Foram coletadas as seguintes partes
da bananeira: folha, pseudocaule, coracdo, banana verde, peciolo e engaco. As amostras
foram coletadas assepticamente, acondicionadas e transportadas para o laboratério de
Biologia do IECT/UFVJM, campus Janauba-MG, onde foram cortadas em pequenos
pedacos com o auxilio de pinca e bisturi estéreis e inoculadas em meio de cultura Aveia-
Agar (2,8de Agar, 4g de aveia, 100 pL de antibi6tico Cefatoxina (0,25g/mL), em 100ml
de &gua destilada) (EMERSON, 1941). As placas inoculadas foram mantidas em
temperatura ambiente, e avaliadas, diariamente, por um periodo de 7 dias, para observar
o crescimento dos fungos. Os fungos isolados a partir das diferentes partes da bananeira,
foram inoculados em potes estéreis contendo meio aveia-agar e apds o crescimento, foram

armazenados a 4°C, constituindo assim, o estoque para 0s proximos experimentos.

2.2 TRIAGEM DE FUNGOS PRODUTORES DE TANASE EM MEIO SOLIDO

Os fungos isolados foram avaliados quanto a capacidade de produzir tanase em
placas de Petri contendo meio com acido tanico como unica fonte de carbono. O meio
agar acido tanico (TAA- Test Mildeu) foi constituido de (g/L): 10g de acido tanico; 3g de
NaNOs; 1g de KH2P04; 0,59 de MgS04; 0,5g de KCI; 0,01g de FeSOs4; 159 de Agar
(PINTO, LEITE, TERZI, & COURI, 2001). O &cido tanico foi dissolvido em &agua e
esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um e em seguida adicionado aos outros
componentes do meio autoclavados. As placas foram incubadas em temperatura ambiente
e o diametro das coldnias e dos halos enzimaticos (zona clara ao redor da col6nia) foram
medidos apos 160 h, para o calculo do indice enzimatico - IE (diametro do halo / diametro
da coldnia).

2.3 CULTIVO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS EM FERMENTACAO SUBMERSA
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Os fungos que apresentaram indice enzimatico maior que 1,5 foram avaliados
quanto a capacidade de produzir tanase em fermentagdo submersa. Eles foram crescidos
em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) por 5 dias e um disco micelial de 6 mm de
diametro, de cada isolado, foi inoculado em Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio
liquido contendo (m/v): 20g de acido tanico; 3g de NaNOz; 1g de KH2P04; 0,59 de MgS04;
0,5g de KCI; 0,01g de FeS04. Cada fungo foi inoculado em triplicata e incubado a 30°C
durante 5 dias. Apos este periodo, os meios foram filtrados, para separar a massa micelial
e cada filtrado constituiu entdo, o extrato bruto enzimatico. O volume final do extrato foi

medido em uma proveta e armazenado dentro de tubos falcon refrigerados a 4°C.

2.4 ENSAIO ENZIMATICO

Para determinar a atividade de tanase nos extratos, foi utilizada a metodologia
adaptada da rodanina metandlica descrita por (SHARMA, BHAT, & DAWRA, 2010)
utilizando metil galato (100 mM) em tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0. A reacédo
foi composta de 250uL da solugdo contendo o substrato e 250 puL. do extrato enzimatico,
sendo a reacao conduzida a 40°C durante 10 minutos. A reacdo enzimatica foi parada pela
adicdo de 300 pL de rodanina metanolica a 0,667% (m/v). Ap6s 5 minutos, 200 pL de
hidréxido de potassio a 0,5 M foi adicionado, o que resultou em um cromatégeno de
coloracdo violeta. O volume da reacdo foi entdo diluido, adicionando 4 mL de agua
destilada. Apdés 10 minutos, a leitura foi procedida em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 520 nm. Uma curva padrao foi gerada, utilizando acido galico
em diferentes concentrac6es (0 a 0,40umol/mL). A unidade de atividade tanasica (U/mL)
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de acido galico
por minuto por mL nas condi¢Ges de ensaio. Foi realizado um branco da reacéo afim de
eliminar a impureza do substrato e outro branco referente ao acido galico presente no

extrato enzimatico.

2.5 PREPARO DOS RESIDUOS AGRICOLAS PARA A FERMENTACAO
SUBMERSA

Residuos agricolas como casca de laranja, casca de banana, bagaco de goiaba e de
caju foram secos em estufa a 60°C, triturados e tamisados em peneira com poros de 2

mm.

2.6 FERMENTACAO SUBMERSA UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS
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Em Erlenmeyer de 125ml foi adicionado 5g de substrato e 25ml do meio de sais
contendo: 3g de NaNOs; 1g de KH2P04; 0,59 de MgS04; 0,59 de KCI; 0,01g de FeSO0a.
Apos ter sido autoclavado durante 20min a 121°C, o meio recebeu 25 mL de &cido tanico
2%, previamente esterilizado por meio de filtracdo em membrana de 0,22 um, e ImL de
uma solugdo de esporos, com aproximadamente 1,23 x 10° esporos/mL do fungo
selecionado no experimento anterior. O crescimento ocorreu em estufa bacterioldgica, de

forma estacionaria, a 30 °C, por cinco dias.

2.7 AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Ap0s a escolha do substrato, diferentes meios de cultura descritos na literatura,
foram avaliados para producdo de tanase em fermentacdo submersa, entre eles: Meio
Czapek Modificado (WISEMAN, 1975), contendo (g/100mL): 0,001g de FeSOa4; 0,19
de KH2POg; 0,05g de MgS04.7H20; 0,05g de KCI; Meio SR Modificado (RIZZATTI,
et al., 2001), contendo (g/100mL): 0,02g de Peptona, 0,45g de Extrato de levedura e
5,0mL de Solugdo de sais contendo em g/100 mL: 0,24g de MgSQO4.7H20; 0,3g de
KH2PO4 Meio CP Modificado (PEIXOTO, et al., 2003), contendo (g/100mL): 0,8g de
Extrato de levedura; 0,05g de MgS04.7H.0; 0,03g de KH.POs ; Meio Khanna
modificado (KHANNA, SUNDARI, & KUMAR, 1995),contendo (g/100mL): 0,1 g de
Extrato de levedura; 5,0 mL de Solucdo de Sais de Khanna modificado [20x] (contendo
g/100mL): 2,0 g de NHsNOs3; 1,3g de KH2PO4; 0,362 g de MgSQOs . 7 H20; 0,098 g de
KCI; 0,066 g de FeCls . 6 H20; 0,00062 g de CuSO4.5 H20. Cada meio foi acrescido de
5 g do substrato escolhido e acido tanico, previamente esterilizado por meio de filtracdo
em membrana de 0,22 pum, na concentracdo de 2% (m/v) em 50mL de agua destilada.

Além disso, a producdo de tanase foi avaliada em fermentacdo contendo apenas
50 mL de agua, 5g do residuo agricola e 2% (m/v) de &cido tanico, sem a adicdo de

nenhum sal.

2.8 EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE ACIDO TANICO

Para avaliar o efeito da suplementacdo do substrato com &cido tanico na producéo
da enzima, diferentes concentracbes deste composto foram dissolvidas no meio
selecionado no experimento anterior. As concentragdes analisadas foram 0%, 0,5%, 1%,
2%, 3%, 6%. O crescimento ocorreu em estufa bacterioldgica, de forma estacionéria, a
30 °C.
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2.9 EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODU(;AO DA ENZIMA
Para avaliar a melhor temperatura para producdo da enzima, a fermentacédo
submersa foi conduzida em diferentes temperaturas 30, 35, 40 e 45 °C. O crescimento

ocorreu em estufa bacteriologica, de forma estacionaria, por cinco dias.

2.10 CINETICA DE FERMENTACAQ
Com o objetivo de definir a cinética de fermentacdo no substrato escolhido para
producdo de cada enzima, a atividade enzimatica foi determinada a cada 24 h, durante 10

dias, definindo assim o melhor tempo de fermentacdo para producédo de tanase.

2.11 ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata e analisadas estatisticamente
utilizando o software Sisvar 5.6 (Build 86) (FERREIRA D. F., 2014) através da analise
de variancia (ANOVA) pelo teste de Scott Knott com 5% de probabilidade, a fim de
selecionar as melhores condicGes para producdo da enzima em FSm pelo fungo

selecionado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAQAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

A partir das amostras de uma planta de bananeira (Musa sp.) obteve-se o
isolamento de 40 fungos filamentosos, sendo 12 do peciolo, 8 da folha, 4 do pseudocaule,
4 do coracdo, 7 da casca da banana e 5 do engaco. Apds observacdo das hifas aéreas em
microscopia O6tica, foram identificados entre os isolados os géneros Aspergillus,
Penicillium e Rhizopus. Alguns isolados ndo puderam serem identificados uma vez que
ndo foi possivel observar a formacdo de hifas aéreas e esporos assexuais. As espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Rhizopus sdo amplamente distribuidos no ambiente e
sdo reconhecidos pela sua aplicabilidade na industria, especialmente, na producdo de
alimentos, enzimas e farmacos (BATTESTIN, MATSUDA, & MACEDO, Fontes e
aplicacdes de taninos e tanases em alimentos, 2004). Assim, fungos isolados neste estudo
podem constituir importantes produtores de enzimas de aplicacao industrial. Além disso,
de acordo com os estudos de Feriotti (2010), Oliveira (2012) e Mendes (2009) diversas
partes da bananeira como pseudocaule, folha e outros apresentam em sua composi¢do
expressivas quantidades de taninos hidrolisdveis responséveis pela coloragéo escura no

pseudocaule e pelo gosto adstringente do fruto verde. Assim, os fungos isolados podem
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ser produtores da enzima tanase uma vez que utilizam nutrientes provenientes da planta
hospedeira para se desenvolverem.

3.2 SELECAO QUALITATIVA DE FUNGOS PRODUTORES DE TANASE EM
MEIO SOLIDO

Quarenta fungos isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de produzir
tanase em meio agar acido tanico. Entre estes, 27 fungos apresentaram uma zona clara ao
redor da col6nia, o que indica, a habilidade destes microrganismos em degradar o acido
tanico presente no meio (Batra e Saxena 2005) e, portanto, de produzirem a enzima
tanase. Os indices enzimaéticos variaram de 1,08 + 0,03 a 1,93 + 0,06.

Entre os isolados que apresentaram formacgéo do halo, 10 pertencem ao género
Aspergillus e 17 ndo foram identificados a género. Entre estes, os fungos com maiores IE
foram o Cal.03, isolado da casca de banana verde, que apresentou um IE de 1,93 e 0
fungo Pel.11, isolado do peciolo, que apresentou IE de 1,91. Entre os fungos com IE
maiores que 1,5 quatro pertencem ao género Aspergillus (F5.1.4; F2.1; PS2-02 F6.1.3) e
oito ndo foram identificados (CA1.03; PE1.11; F6.1.1; PE1.10; PE1.9B; F3.1; C4.1;
F2.2). O género Aspergillus identificado neste trabalho, ja é relatado como produtor de
enzimas de interesse industrial, incluindo tanase, como por exemplo, Aspergillus
fumigatus, A. versicolor, A. flavus, A. caespitosum (BATRA & SAXENA, 2005).

O método da selecdo em placas, apesar de ser uma metodologia qualitativa, tem
sido relatada como sendo rapida, simples e conveniente para a triagem de microrganismos
produtores de tanase, principalmente quando se dispGe de um grande nimero de isolados,
uma vez que reduz tempo e gastos com este processo inicial de selecdoFonte
bibliogréafica invalida especificada.. Foram selecionados 8 isolados que apresentaram,
um IE maior que 1,5 para serem avaliados quantitativamente quanto a sua habilidade em

produzir tanase em meio liquido, contendo 4cido tanico como Unica fonte de carbono.

3.3 SELEQAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE TANASE EM
FSM

De acordo com a Tabela 1, o isolado Aspergillus sp. (Ps2.02) apresentou a maior
atividade enzimética 13,20 U/mL + 1,61 e um dos maiores indices enzimaticos no meio
solido de 1,80, seguido pelo isolado F2.1 que apresentou atividade enzimatica de 11,88
U/mL +1,30 ¢ IE de 1,67.

Entre os isolados do género Aspergillus que apresentaram producdo de tanase em

fermentacdo submersa, os fungos PS2.02, F2.1 e C5.1.4 foram isolados de partes da
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bananeira com grandes quantidades de taninos, o que pode ter contribuido para a
adaptacdo dos microrganismos no meio e a expressiva atividade de tanase. O fungo
Aspergillus sp. (PS2.02), foi isolado do Pseudocaule que de acordo com Feriotti, (2010)
apresentam 1,32 mg/L de acido tanico. Ja o isolado Aspergillus sp. (F2.1), foi isolado de
folhas de bananeira, que de acordo com Oliveira (2012), apresentam taninos hidrolisaveis.
Além disso, o isolado Aspergillus sp. (C5.1.4) foi isolado do coracdo de bananeira, que
de acordo com Mendes (2009), apresentam 1,14% de taninos hidrolisaveis.

Além disso, pode-se destacar, que o isolado Aspergillus sp. (Ps2.02) apresentou
atividade maior do que outros fungos isolados de outras plantas como do cacau no sul da
Bahia reportados por Fernandes (2009), com atividade de tanase de 9,97 U/mL. Assim, 0
isolado Aspergillus sp. (Ps2.02) pode ser considerado um potencial produtor dessa
enzima. Este foi selecionado para os demais experimentos deste trabalho, visando a

otimizacdo da producdo de tanase em fermentacdo submersa.

Tabela 1- indice enzimético (IE) e atividade de tanase (U/mL) dos isolados em fermentacio submersa.

Codigo Género IE Atividade (U/mL)
Ps2.02 Aspergillus sp. 1,81+0,15% 13,2031+ 1,61
F2.1 Aspergillus sp. 1,67 £ 0,04 11,88%2+1,3
C5.1.4 Aspergillus sp 1,50 + 0,05 % 7,022+ 1,55
F.6.1.3 Aspergillus sp. 1,60 +0,71% 5,278+ 0,55
F3.2 Néo identificado 1,27 + 0,02 % 2,673+0,18
Cal.06 Nao Identificado 1,40 + 0,02 % 2,158+ 0,69
Cal.03 Nao Identificado 1,93+0,06% 1,278+ 0,34
Pel.9B N3o ldentificado 1,8+0,06% 0,58+ 0,30

**Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5% de probabilidade).
Médias + desvio padrdo amostral de 3 repeticdes

3.4 FERMENTACAO
AGROINDUSTRIAIS.

SUBMERSA RESIDUOS

UTILIZANDO

Apbs selecionar o isolado Aspergillus sp. (Ps2.02), realizou-se a fermentacdo em
meio contendo residuos agroindustriais, acrescidos de acido tanico na concentracao de
2%. Como pode ser observado na Tabela 2, a maior producéo de tanase ocorreu em meio
com casca de banana, onde o isolado apresentou atividade de 10,30 + 1,06 U/mL. Em
locais onde ha uma grande producdo desta fruta, o uso de cascas como substratos na
producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico pode indicar uma boa alternativa para
diminuir os custos da producdo destes compostos. Assim, este residuo foi escolhido para
0s proximos experimentos, visando otimizar a producdo de enzima em fermentagédo

submersa.
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Tabela 2. Atividade de tanase (U/mL) do isolado Aspergillus sp. (PS2.02) em fermentacdo submersa com
diferentes residuos agroindustriais.

Fonte de Residuo Atividade U/mL
Casca de Banana 10,30%2+ 1,06
Casca de Laranja 5,983+ 0,27
Bagaco de Goiaba 6,443+ 0,37
Bagagco de Caju 6,53%+ 0,26

**Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5% de probabilidade).
Médias + desvio padrdo amostral de 3 repeticdes

3.5 EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA PRODUCAO DE TANASE

Vérios fatores influenciam na producéo e secre¢do de enzimas pelo fungo, como
a composicdo do meio em que ele se desenvolve e as condigdes de cultivo. O meio de
fermentagdo deve proporcionar ao microrganismo todos os nutrientes que ele necessite,
devendo conter basicamente fontes de carbono e nitrogénio, e alguns minerais, que podem
contribuir para o aumento da producdo enzimatica pelo microrganismo Fonte
bibliografica invalida especificada.. Assim, foi realizada a fermentagdo submersa com
a casca de banana, acrescida de acido tanico em diferentes meios de cultura, descritos na
literatura, a fim de avaliar a producéo de tanase. Além disso, foi realizada a fermentacao
utilizando a casca de banana e &cido tanico, afim de se verificar se o proprio residuo
poderia fornecer os nutrientes necessarios para producao dessa enzima. Os resultados
apresentados na Tabela 3, mostram maior atividade de tanase em meio contendo apenas
acido tanico e casca de banana (14,8 U/mL + 1,88).

Assim, 0s experimentos seguintes foram conduzidos com acido tanico e casca de
banana. O uso de casca de banana como substrato para o fungo na producéo de tanase é
interessante, pois pode diminuir os custos de sua producdo, uma vez que, favoreceu um
aumento na producdo da enzima e substituiu a adicdo de diferentes sais no processo

fermentativo.

Tabela 3- Atividade de tanase do isolado Aspergillus sp. (PS2.02) em diferentes meios de cultura acrescidos
de éacido tanico (2%) e casca de banana, em fermentacdo submersa.

Meio + Casca de Banana + 2% de acido tanico Atividade
(U/mL)

Agua Destilada 14.8%2+ 1,88
Khanna modificado 10,323+ 1,26
Meio CP Modificado 7,913+ 127
Meio Czapek Modificado 11,702+ 1,68
Meio SR Modificado 7,661+ 0,15
Test Mildeu 11,862+ 1,44

**Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5% de probabilidade).
Médias + desvio padrdo amostral de 3 repeticdes
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3.6 EFEITO DA CONCENTRACAO DE ACIDO TANICO NA PRODUCAO DE
TANASE.

A producdo da tanase pelo Aspergillus sp. (PS2.02) depende da presenca de acido
tanico como indutor no meio de cultivo, uma vez que na auséncia deste componente nao
houve atividade de tanase, além da basal. Isto se deve ao fato de que a tanase é uma
enzima induzivel, sendo expressa em grandes quantidades apenas na presenca de taninos
hidrolisaveisFonte bibliogréafica invalida especificada..

A Figura 1 mostra que o aumento da producdo de tanase € proporcional a
concentracdo do seu indutor (acido tanico), sendo que a maior producéo ocorreu quando
foi adicionado 3% de acido tanico, com atividade de 20,43 £+ 0,42 U/mL. Contudo, quando
se adicionou o dobro de acido tanico (6%) a atividade da enzima diminuiu. Estes
resultados foram semelhantes ao de RIUL et al. (2011), que obteve menor atividade
enzimatica em concentracdes superiores a 5%. De acordo com este autor, altas
concentragfes de &cido tanico podem contribuir para uma reacdo irreversivel deste
composto com proteinas da superficie celular do organismo, e assim, o crescimento e a

producdo enzimatica podem ficar comprometidos.

Figura 1- Producdo de tanase em fermentagdo submersa contendo agua, casca de banana e diferentes
concentracdes de acido tanico.
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**Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5% de probabilidade).
Médias + desvio padrdo amostral de 3 repeticdes
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3.7 EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODUC;AO DE TANASE

Utilizando os parametros selecionados nos experimentos anteriores: casca de
banana e 3% de acido tanico, a fermentacdo submersa foi realizada sob as temperaturas
de 30, 35, 40 e 45 °C, uma vez que esta pode influenciar o crescimento e secrecdo das
enzimas pelo fungo. A Tabela 4 mostra que apds cinco dias de fermentacdo, o fungo
Aspergillus sp. (PS2.02) produziu a enzima até a temperatura de 35 °C. Acima desta
temperatura ndo foi observado nem mesmo o crescimento do fungo. A maior parte das
tanases fangicas descritas sdo produzidas por organismos mesofilicos cujas temperaturas
de crescimento variam de 28°C a 37°C (LEKHA & LONSANE, 1994). Resultados
semelhantes foram encontrados em COSTA et al. (2008), SOUZA et al (2015), (LIMA,
(2014), RANA, et al., (2005) que tiveram a producédo da enzima por fungos filamentosos

inoculados na faixa de 30 a 35°C.

Tabela 4- Atividade de tanase do fungo Aspergillus PS2.02 em diferentes temperaturas

Temperatura U/mL
30 20,432 + 0,43
35 13,241 + 0,44
40 -
45 -

- Né&o houve crescimento micelial.**Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (5% de probabilidade). Médias + desvio padrdo amostral de 3 repeti¢des

3.8 CINETICA DE FERMENTAGAO

A producdo de tanase em funcdo do tempo de cultivo foi determinada e 0s
resultados mostraram que maiores atividades de tanase foram obtidos a partir de 120 horas
de cultivo (Figura 2). Apoés este periodo até 240 horas de cultivo ndo houve diferenca
significativa na atividade de tanase de acordo com o teste Scott-Knott (5% de
probabilidade). Os resultados sugerem que a secre¢do das tanases devem ocorrer no inicio
do cultivo. Resultado semelhante foi encontrado para tanase de A. flavus em fermentacéo
submersa, que apresentou o tempo 6timo para a producdo da enzima de 72 horas
(YAMADA, ADACHI, WATANABE, & SATO, 1968). Para tanase de Aspergillus niger
MTCC 2425, a producdo méxima ocorreu em 120 dias de cultivo (RANA & BHAT,
2005).
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Figura 2- Cinética de fermentacdo do fungo PS2.02
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**Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5% de probabilidade).
Médias + desvio padrdo amostral de 3 repeticdes

4 CONCLUSAO

Os resultados mostram que o fungo Aspergillus sp. PS2.02, isolado do
pseudocaule da bananeira, possui potencial como produtor da enzima tanase. Esse fungo
apresentou significativa atividade enzimatica quando cultivado em meio contendo apenas
seu indutor (acido tanico) e casca de banana, em fermentacdo submersa a 30 °C, por 5
dias. Estes resultados podem contribuir para reduzir os custos da producédo desta enzima,
uma vez que o meio é constituido apenas pelo indutor da enzima e por um residuo
agricola, sendo dispensado a suplementacdo de sais. Além da viabilidade econdmica, a
utilizacdo da casca de banana no processo fermentativo, contribui para dar uma nova
aplicacdo a este residuo, reduzindo o impacto ambiental causado pelo seu descarte

inadequado na natureza.
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