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RESUMO

PIROLA, Ana Caroliny Ferreira. Aplicacao de cascas de eucalipto na producgéo de
tanases por fermentacdo em estado soélido. 2020. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES.

Orientadora: lara Rebougas Pinheiro. Coorientador: Fabricio Gomes Gongalves.

A tanase € uma enzima industrialmente importante e possui diversas aplicacdes nas
industrias de alimentos, ra¢des animais, bebidas, farmacéuticas e quimicas. Pode ser
obtida de fontes animais, vegetais e microbianas, sendo o meio microbiolégico a
principal fonte de obtencdo desta enzima. Dentre os micro-organismos, os fungos se
destacam na producdo de tanases em funcdo da sua versatilidade na hidrélise de
diferentes tipos de taninos. Os objetivos deste trabalho foram a selecdo entre os
fungos Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger, Penicillium sp. e Fusarium
oxysporum para determinar o melhor produtor de tanase; producdo da enzima por
fermentacdo em estado soélido (FES) com uso de casca de eucalipto (CE) e farelo de
trigo (FT) como substratos; e andlises estatisticas para otimiza¢do da producéo. O
fungo Penicillium sp. foi selecionado para os ensaios de producdo de tanase nas
diferentes condi¢bes de cultivo em FES. A otimizacdo das condicoes da FES foi
realizada por meio de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), a partir
do estudo da influéncia do teor de umidade, da proporcdo de CE e FT e da
concentracéo de acido tanico na atividade enzimatica de tanase. Conforme o modelo
de regresséo gerado no DCCR, a atividade enzimética maxima de tanase foi de 26,57
U.gms%, na condicdo de 80% de umidade em base Umida, 50% de CE e 50% de FT,
e concentracdo de 25,00 g.L* de acido tanico. Portanto, a casca de eucalipto pode
ser transformada em um produto com alto valor agregado, visto que foi um substrato

promissor para a producao de tanases por FES.

Palavras-chave: Penicilium sp., enzima, taninos, residuo lignocelulésico.



ABSTRACT

PIROLA, Ana Caroliny Ferreira. Eucalypts bark application in the tannases
production by solid state fermentation. 2020. Dissertation (Master degree in
Chemical Engineering) — Federal University of Espirito Santo, Alegre, ES. Adviser: lara
Reboucas Pinheiro. Co-adviser: Fabricio Gomes Gongalves.

Tannase is an industrially important enzyme and has several applications in the food,
animal feed, beverage, pharmaceutical and chemical industries. It can be obtained
from animal, vegetable and microbial sources, being the microbiological medium main
source of this enzyme obtaining. Among microorganisms, fungi stand out in the
tannase production due to their versatility in hydrolysis of tannins different types.
Objectives of this work were selection among fungi Phanerochaete chrysosporium,
Aspergillus niger, Penicillium sp. and Fusarium oxysporum to determine the best
tannase producer; enzyme production by solid state fermentation (SSF) with use of
eucalyptus bark (EB) and wheat bran (WB) as substrates; and statistical analysis for
production optimization. Penicillium sp. was selected for the tannase production tests
under the different cultivation conditions in SSF. SSF conditions optimization was
carried out through a Central Composite Rotational Design (CCRD), from study the
influence of moisture content, EB and WB proportion and tannic acid concentration on
the tannase enzymatic activity. According to regression model generated in CCRD, the
maximum tannase enzymatic activity was 26.57 U.gms™, under the condition 80%
moisture on a wet basis, 50% EB and 50% WB, and tannic acid concentration of 25.0
g.Lt. Therefore, eucalypt bark can be transformed into a product with high added

value, since it was a promising substrate for the tannases production by SSF.

Keywords: Penicillium sp., enzyme, tannins, lignocellulosic residue.
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1 INTRODUCAO

Os fungos tém sido utilizados ha séculos como fontes de producdo de diversos
metabdlitos e enzimas. Sdo micro-organismos envolvidos em diversas aplicacbes
como, por exemplo, na clarificacdo de sucos de frutas, na extracdo de cafés, no
processamento de legumes e frutas e na producdo de adocantes. Esses micro-
organismos sdo amplamente utilizados em processos biotecnologicos devido a
producdo de enzimas relevantes, inclusive aquelas de interesse industrial, como a
tanase (BON; FERRARA; CORVO, 2008; SCHUSTER et al., 2002).

Tanino acil hidrolase, também conhecida como tanase, € uma enzima induzivel que
catalisa a hidrolise de taninos, liberando glicose e acido galico. Os taninos séo
compostos fendlicos classificados em dois grupos: os hidrolisaveis e os condensados.
E o quarto constituinte mais abundantemente extraido das biomassas
lignocelulésicas, ficando atras da celulose, da hemicelulose e da lignina. E encontrado
em diversas partes das plantas, como em folhas e cascas, e pode ser hidrolisado por
acidos, bases e enzimas, de diferentes fontes microbianas, como a tanase (HERNES,;
HEDGES, 2004; LAURICHESSE; AVEROUS, 2014; MAHENDRAN et al., 2006;
MINGSHU et al., 2006).

A tanase € uma enzima industrialmente importante e possui diversas aplicagdes. E
empregada na industria alimenticia para remover algumas substancias indesejadas,
no tratamento do extrato de chas instantaneos para prevenir a turbidez, e na producéo
industrial de acido galico, cujos ésteres sao usados como agentes conservantes. Além
destas, a tanase também é aplicada em industrias de bebidas, racdes animais,
farmacéuticas, quimicas e no tratamento de efluentes de curtume (AGUILAR;
GUTIERREZ- SANCHEZ, 2001; BARTHOMEUF; REGERAT; POURRAT, 1994;
LEKHA; LONSANE, 1997).

Para a producdo da enzima tanase, trés processos fermentativos podem ser
utilizados, a fermentacdo em estado sélido (FES), submersa (FS) e em superficie
liquida (FSL). Segundo Lekha e Lonsane (1994), a producédo e a produtividade de
tanase sdo maiores em FES do que em FS e FSL, e essa enzima, quando produzida
por FES, é mais termoestavel em comparacdo com a extra e intracelular produzida
pela FS. Além disso, o estudo sugere que a FES € o processo fermentativo que possui

maior potencial econémico na producao de tanase (LEKHA; LONSANE, 1997).
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A fermentacdo em estado solido (FES) é o processo em que ocorre o crescimento do
micro-organismo em um substrato sélido, na auséncia ou quase auséncia de agua
livre, todavia o substrato deve possuir umidade o suficiente para manter o crescimento
e o0 metabolismo microbiano. A FES oferece inUmeras oportunidades no
processamento de residuos como, por exemplo, bagaco de cana-de-acucar, fibras de
coco e polpas de cereais, pois, quando comparada a outros processos fermentativos,
tem consumo de energia mais baixo e menor producdo de efluentes, além de ser
ecologicamente mais correta, visto que minimiza o problema do descarte de residuos
so6lidos como as cascas de eucalipto (FARINAS, 2015; PANDEY, 2003; RAHARDJO;
TRAMPER; RINZEMA, 2006).

As cascas de eucalipto sdo subprodutos ou residuos para a maior parte das industrias
madeireiras que utilizam a madeira de eucalipto para producao de diversos produtos
como o carvao, a celulose, painéis reconstituidos, madeira serrada e lenha industrial,
0 que gera grandes quantidades de residuos lignocelulésicos como cascas, galhos e
folhas (IBA, 2020).

Dentre esses residuos lignocelulésicos, as cascas representam de 10 a 20% em peso
da madeira colhida, e, portanto, milhares de toneladas de casca sé&o geradas
anualmente. Esses residuos geralmente sdo mantidos no campo para protecéo e
fertilizacdo do solo ou sdo queimados e utilizados para a geracdo de energia e aqueles
gue nao sao reutilizados, sdo encaminhados para aterros sanitarios. Se ndo forem
tratados e aproveitados de forma correta e ainda assim forem descartados no meio
ambiente, podem acarretar problemas de ordens ambiental e econbmica
(BRAGATTO, 2010; CARNEIRO et al., 2009; IBA, 2020).

Diante desse contexto, a producao de tanases por fermentacdo em estado solido com
uso de cascas de eucalipto como substrato consagra-se como uma alternativa para a
reducado do custo das enzimas e um meio de resolucéo para os problemas de descarte
destes residuos. Assim, os materiais lignocelulésicos que seriam descartados sao

reaproveitados e transformados em um produto com alto valor agregado.

Os resultados obtidos com o presente estudo contribuem com a literatura da area de
bioprocessos, pois a publicacdo de dados relacionados ao uso de casca de eucalipto
como substrato para a producdo de tanases por fermentagdo em estado sélido (FES)
€ bastante escassa na literatura cientifica (KUMAR et al., 2009). Em geral, os estudos
apresentam producéo de tanases por FES com o uso de outras fontes de taninos

como, por exemplo, polpa de café e residuos de manga e de acerola (BHOITE;
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MURTHY, 2015; LIMA et al., 2014; SILVA, 2013), entretanto, trabalhos cientificos em
que a producao de tanases tenha sido promovida a partir de casca de eucalipto por
espécies do género Penicillium em fermentacdo em estado solido, assim como foi

proposto e investigado no presente estudo, ndo foram encontrados na literatura.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Produzir tanases por fermentacdo em estado sélido com uso da casca de eucalipto

como substrato.

2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar qualitativa e quantitativamente fungos produtores de tanases;

e Avaliar a casca de eucalipto e o farelo de trigo como substratos para a producao

de tanases;

e Analisar a influéncia do teor de umidade, da proporcéo de casca de eucalipto e

farelo de trigo, e da concentracao de 4cido tanico na producéo de tanases;

e Avaliar a otimizag&o da producgéo da tanases por meio de andlises estatisticas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. O Eucalipto no Brasil

A industria brasileira de base florestal destaca-se no cenario mundial pela elevada
produtividade das suas areas plantadas. O Brasil apresenta, segundo a Industria
Brasileira de Arvores — IBA (2018), a maior produtividade, medida em volume de
madeira produzida por unidade de area ao ano e esses resultados procedem tanto
das condicbes de solo e do clima, quanto dos constantes investimentos realizados

pelas empresas brasileiras do setor para aprimorar o manejo florestal.

Em 2018, de acordo com a IBA (2020), foi plantado no Brasil 7,83 milhdes de hectares
de area total de arvores, mantendo-se praticamente estavel em relagdo ao ano de
2017. As areas com plantio de eucalipto ocupam 5,7 milhées de hectares desse total,

0 que corresponde a 72,8% do total da area plantada.

Os principais estados produtores de eucalipto no Brasil sdo Minas Gerais (24%), Séo
Paulo (17%), Mato Grosso do Sul (16%) e Bahia (11%). Ao longo dos ultimos sete
anos, o crescimento médio da area de eucalipto foi de 1,1% ao ano, e esta expansao
foi liderada por Mato Grosso do Sul, que sozinho apresentou um indice médio de
crescimento de 7,4% ao ano (Figura 1) (IBA, 2020).

Distribuicdo em 2018 Evolugdo da Area, 2012 - 2018
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Figura 1 - Distribuic&o e evolug&o da area com plantios de eucalipto distribuida por estado.

Fonte: IBA (2020).

O eucalipto € amplamente utilizado para a producdo de celulose, painéis
reconstituidos, carvdo, lenha industrial e madeira tratada. Em 2018, segundo a IBA
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(2020), o consumo de madeira no Brasil originario de arvores plantadas para uso
industrial foi de 220,9 milhdes de metros cubicos e, deste total, 166,0 milhdes de

metros cubicos foram de eucalipto.

A casca de eucalipto, que € um dos residuos gerados por esses processos industriais,
geralmente é queimada e utilizada para a producdo de energia, € mantida no campo
para protecdo e fertilizacdo do solo ou é descartada em aterros sanitarios. Se as
cascas ndo forem tratadas e aproveitadas de forma correta e ainda assim forem
descartadas no meio ambiente podem causar problemas ambientais, visto que
milhares de toneladas de casca sdo geradas anualmente por diversas industrias que
utilizam a madeira de eucalipto como matéria-prima (CARNEIRO et al., 2009, IBA,
2020).

Diante disso, entende-se a importancia da busca por formas de aproveitamento das
cascas de eucalipto que visem a reducédo da quantidade de residuos excedente e gere
produtos com alto valor agregado. Dentre os componentes quimicos da casca estao
os polissacarideos, a lignina, os hidroxiacidos e os extrativos, que tém como destaque
0s taninos, pois as cascas de algumas espécies podem apresentar uma concentracao
superior a 40% desse extrativo. A extracdo de seus componentes pode incorporar
valores a atividade florestal e minimizar o problema de descarte desses residuos pelas
industrias madeireiras (ROWELL, 2012; TRUGILHO et al., 2003).

3.2. Taninos

Os taninos sdo definidos como polifendis sollveis em agua, que possuem peso
molecular variavel, capazes de precipitar proteinas e suscetiveis a hidrélise
enzimatica ou quimica em condicdes “in vitro” (AGUILAR et al., 2007; OLIVAS-
AGUIRRE et al., 2015).

Depois da celulose, da hemicelulose e da lignina, os taninos sdo o quarto constituinte
mais abundantemente extraidos das biomassas lignoceluldsicas. Esse extrativo tem
funcdo defensiva para as plantas contra o ataque de herbivoros e patdégenos. Essa
funcéo defensiva pode ser responsavel, em parte, por sua ocorréncia generalizada no
reino vegetal, ja que podem ser encontrados nas cascas, folhas, frutos e raizes das
plantas (BARBEHENN; CONSTABEL, 2011; GOEL et al., 2005; LAURICHESSE;
AVEROUS, 2014).
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Quimicamente, os taninos sao definidos como metabdlitos secundéarios provenientes
de plantas que podem ser ésteres de acido galico ou seus derivados, ligados a uma
variedade de polidis, nucleos de catequina ou triterpendides, oligdbmeros ou polimeros
de proantocianidinas. Baseado nas suas estruturas e propriedades, eles séo divididos
em dois grupos: hidrolisaveis e condensados (CHANG et al., 2019; OLIVAS-AGUIRRE
et al., 2015).

Os taninos hidrolisaveis séo ésteres do acido galico e seus dimeros (acido elégico e
acido digalico ou hexaidroxidifénico) com monossacarideos, principalmente a glicose.
Geralmente, sdo subdivididos em galotaninos e elagitaninos, que apos a hidrélise
produzem &cido gdlico e &acido elagico, respectivamente (Figura 2) (MUKHERJEE,
2019).
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Figura 2 - Férmulas estruturais dos galotaninos e elagitaninos.
Fonte: QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO (2002).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo compostos por unidades de
catequina (flavan-3-ol acoplado), e normalmente sdo mais abundantes em madeiras
e cascas de arvores do que os taninos hidrolisaveis. O principal tipo de tanino
condensado é a procianidina (Figura 3), que possui dois grupos OH (KLONGSIRIWET
et al., 2015; MUKHERJEE, 2019).
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Figura 3 - Férmulas estruturais: a) flavonoide genérico, b) flavan-3-ol e ¢) procianidina.
Fonte: QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO (2002).

Em geral, uma das formas mais eficazes de degradar grandes moléculas de tanino,
hidrolisdvel ou condensado, em moléculas pequenas com alto indice de atividades
biologicas, € por meio da biodegradacéo realizada por micro-organismos e enzimas.
Em razado da importancia da degradacéao de taninos, diversas pesquisas relacionadas
a este assunto vém sendo desenvolvidas, e uma das enzimas mais estudadas para
biodegradacéo desses polifenois € a tanase (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2012).

3.3. Enzima Tanase

A enzima tanino acil hidrolase (TAH), normalmente conhecida como tanase, catalisa
a hidrélise de ligacbes éster presentes nos taninos complexos, elagitaninos,
galotaninos e ésteres de &cido gdlico, e produz glicose e acido gélico. A tanase cliva
essas ligacdes em taninos como o acido tanico e o chebulinico, e também atua nas
ligacbes éster e depsidica no &cido metil galato e no &cido m-digalico,
respectivamente. As formulas estruturais desses compostos podem ser vistas na
Figura 4 (LEKHA; LONSANE, 1997; ZHANG et al., 2019).
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Figura 4 - Férmulas estruturais: (a) acido tanico, (b) acido chebulinico, (c) acido m-digalico e
(d) &cido metil galato.

Fonte: LEKHA; LONSANE (1997), modificado pela autora.

3.3.1. Propriedades da tanase

As propriedades da enzima tanase dependem das condi¢c6es do meio de cultura e do
tipo de micro-organismo nas quais é produzida (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2012).

A maioria das tanases possui peso molecular na faixa entre 31 e 320 kDa, estabilidade
de temperatura entre 20 e 45°C e temperatura 6tima de atividade entre 30 e 40°C. Em
relacéo ao pH, as tanases estudadas foram estaveis em pH entre 3,5 e 8,0 e pH étimo
entre 5,0 e 6,0 (BARTHOMEUF; REGERAT; POURRAT, 1994; BENIWAL, et al.,
2013a; BOER et al., 2009; FARIAS et al., 1994; IWAMOTO et al., 2008; VISWANATH
et al., 2015).

Em relacdo ao efeito de ions metalicos na atividade da tanase, de acordo com o
estudo de Kar, Banerjee e Bhattacharyya (2003), um milimolar (mM) de Mg*? ou Hg*
aumentou a atividade enzimatica da tanase, enquanto Ba*?, Ca*?, Zn*?, Hg*? e Ag*
inibiram a atividade da enzima a 1,0 mM e Fe*3 e Co*? inibiram completamente a
atividade da tanase. Entre os anions analisados, 1,0 mM de Br- ou S203?, Tween 40
e Tween 80 aumentaram a atividade da tanase, enquanto o Tween 60, Lauril sulfato
de sodio e Triton X-100 inibiram a atividade da enzima. A ureia estimulou a atividade
da tanase na concentracdo de 1,5 M.

Entre os quelantes estudados, 1,0 mM de EDTA ou 1,10-fenantrolina inibiram a
atividade da tanase. O dimetil sulfoxido e o 2-mercaptoetanol inibiram a atividade da
enzima tanase em uma concentragao de 1,0 mM, enquanto o extrato de soja inibiu a
atividade da enzima em concentragdes variando de 0,05 a 1,0% (p:v). Entre as fontes

de nitrogénio analisadas, o sulfato ferroso de amoénio, o nitrato de amoénio, o sulfato
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de amonio e o cloreto de amonio aumentaram a atividade de tanase a 0,1% (p:v) de
concentracdo (KAR; BANERJEE; BHATTACHARYYA, 2003).

3.3.2. Aplicagbes industriais da enzima tanase

A tanase € largamente aplicada em diversas industrias, como as de alimentos, racdes
animais, bebidas, farmacéuticas e quimicas. Essa enzima é usada, principalmente,
nos processos de tratamento de sucos de frutas, chas instantaneos e efluentes de
curtume, e na producado de acido galico, racdes animais, vinhos e cerveja (LEKHA;
LONSANE, 1997).

a) Fabricacao de sucos: Os sucos produzidos com alguns tipos de frutas que possuem
alto teor de tanino podem, depois de armazenados, apresentarem escurecimento,
formacéao de sedimentos, amargor e adstringéncia. Como 0s processos convencionais
de tratamento de sucos de frutas ndo séo capazes de remover de forma eficaz o sabor
amargo de alguns desses sucos, 0 enziméatico, na qual a tanase é aplicada, tem sido
um meétodo utilizado para melhorar a qualidade dos produtos com eficacia (AGUILAR
et al., 2007).

A pesquisa de Sharma et al. (2014) relatou uma reducao nos taninos contidos no suco
de goiaba em até 44,38% e 59,23% ap6s 30 e 60 minutos de incubacéo,
respectivamente. Aharwar e Parihar (2019) apresentaram a reducdo de taninos
contidos nos sucos de laranja, roma e groselha da india. Houve diminuicéo de 93,27%
dos taninos presentes no suco de laranja ap6s 15 minutos de incubacéo, 89,36% no

de roma ap6s 30 minutos e 75,49% no de groselha da india ap6s 45 minutos.

b) Chas instantaneos: O cha € uma das bebidas mais populares mundialmente pelo
seu sabor, aroma e efeitos medicinais. Um requisito essencial do cha instanténeo € a
solubilidade em agua fria, pois esse € utilizado, principalmente, como cha gelado. O
aparecimento do chamado “creme de cha”, um precipitado insoluvel em agua que se
forma naturalmente em chas de infusdo deixados em repouso por algumas horas a
temperaturas de 4°C ou inferiores, € o principal problema encontrado neste processo
produtivo (KHOKHAR; MAGNUSDOTTIR, 2002; LEKHA; LONSANE, 1997).

No processo de producdo convencional, o extrato solivel em agua quente é
submetido a baixas temperaturas com agitacdo, € centrifugado e, em seguida, o

creme € removido quimicamente, 0 que representa uma perda consideravel dos
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principais componentes responsaveis pelo sabor. A adicdo da enzima tanase no
processo converte, pelo menos, uma porcéo do creme de cha para uma forma soluvel
em agua fria, produzindo um ché instantaneo com cor adequada, boa solubilidade e
de melhor qualidade (LEKHA; LONSANE, 1997; NATARAJAN, 2009).

O estudo de Li et al. (2017) reportou a producéo de extratos de cha Tieguanyin oolong
e avaliaram a reducdo da formacédo do creme de cha por meio do uso de folhas
tratadas com tanase. Apos o tratamento enzimético das folhas, houve uma reducgéo
de 60% da formacao de “creme de cha”, quando armazenadas a 4°C durante 30 dias,
e 74% a 25°C por 5 dias. Lima et al. (2018) compararam a tanase livre e imobilizada
na reducdo de taninos contidos no cha de boldo e os resultados mostraram que o
conteudo de taninos foi reduzido em 31% e 22% com uso de células imobilizadas e

livres, respectivamente.

c) Tratamento de efluentes de curtume: a tanase possui um potencial amplo de
aplicacado no tratamento de efluentes resultantes do processamento de couro. Os
efluentes dos curtumes apresentam grandes quantidades de polifenadis,
principalmente os taninos, que, em quantidades elevadas, podem ser prejudiciais ao
meio ambiente. O uso da enzima tanase no tratamento desses efluentes é
considerado um processo eficaz e barato para a reducdo desses compostos
(AGUILAR; GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

A pesquisa de Viswanath et al. (2015) apresenta uma andlise da capacidade da tanase
em adsorver metais toxicos presentes no efluente de curtume. Os resultados
mostraram que chumbo (Pb), cadmio (Cd) e niquel (Ni) estavam presentes em
concentracbes muito baixas, mas o cobre (Cu) estava presente na concentracéo de
1,05 mg.L? e, quando tratado com a enzima tanase, obteve uma reducéo para 0,34
mg.L1. Cavalcanti, Jorge e Guimaraes (2018) relataram que a tanase reduziu, apoés 2
horas de tratamento, 25% e 89% do contetdo de tanino contido nas amostras do

efluente do curtume processadas mecanicamente e manualmente, respectivamente.

d) Producédo de é&cido gélico: O acido galico, quimicamente conhecido como &cido
3,4,5-tri-hidroxibenzodico, € um composto fendlico empregado na fabricacdo de
corantes e em indUstrias de couro e farmacéuticas. E utilizado como matéria-prima
para producao de diversos produtos como pirogalol e galatos, produtos utilizados nas

indUstrias alimenticia e farmacéutica (SANTOS, 2007).

Sua principal aplicagcdo € nas industrias farmacéuticas para a producdo do

7

Trimetoprim, um agente antibacteriano, que na maioria das vezes € administrado
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juntamente com a sulfonamida, pois juntos eles possuem um amplo espectro de agao.
O acido galico também € usado na sintese enzimatica de ésteres do acido galico como
o propil galato que é utilizado, principalmente, como um antioxidante em industria de
alimentos (BEENA et al., 2011).

e) Racédo animal: Os cereais sdo normalmente utilizados como complemento alimentar
animal. Entretanto, algumas cultivares destes cereais podem apresentar teor de tanino
elevado, e este composto, na maioria das vezes, € considerado indesejavel na
alimentacdo de animais, pois diminuem a digestibilidade da racédo (em particular da
proteina bruta). O uso da tanase no tratamento preliminar desses complementos
alimentares reduz o teor de tanino existente no cereal, melhorando a digestibilidade
da racdo animal (AGUILAR; GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001; LEKHA; LONSANE,

1997; REDONDO et al., 2014).

O estudo de Raghuwanshi, Misra e Saxena (2014) avaliou a reducéo do teor de tanino
da palha de trigo quando submetida a um tratamento enzimatico com tanase, para
aumentar a digestibilidade da racdo animal. Apos a aplicacdo da enzima, ocorreu a
degradacdo de até 91,1% de tanino presente na palha de trigo. Abdulla et al. (2016)
desenvolveram uma dieta de feijdo suplementada com enzima tanase para alimentar
frangos de corte e avaliaram a eficiéncia dessa suplementacdo no desempenho do
crescimento, utilizacdo de energia e nutrientes, e desenvolvimento do trato intestinal
desses animais. Os resultados mostraram que a suplementacéo da dieta com tanase

melhorou a eficiéncia alimentar e a utilizacdo de energia e nutrientes dos animais.

f) Producéo de vinho: A presenca de taninos é responsavel por 50% da coloracao dos
vinhos e a ocorréncia de oxidacao desses compostos por meio de contato com o ar
pode causar a formacao de turbidez indesejavel e, consequentemente, prejudicar a
gualidade do produto final. A remocédo desses compostos fendlicos pode ser realizada
por meio da aplicacdo da enzima tanase no processo produtivo, que ird evitar a
geracdo de turbidez e promover a elaboragcdo de uma bebida com menor
adstringéncia, cor apropriada e sabor de melhor qualidade. (AGUILAR; GUTIERREZ-
SANCHEZ, 2001; BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004).

A pesquisa de Vaquero, Marcobal e Mufioz (2004) apresentou uma analise das
espécies bacterianas do acido latico isoladas do vinho quanto a capacidade de
degradacgéo de taninos em funcéo da acéo da enzima tanase. O estudo relatou que
alguns lactobacilos foram capazes de degradar os taninos hidrolisaveis presentes no

vinho, o que resultou na reducao de sua adstringéncia e turbidez. Selwal et al. (2011)
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relataram que o0 uso de tanase no processo de producao de vinho reduziu o teor de

tanino em 38,05% para o vinho de jamelédo e 43,59% para o de uva.

g) Producéo de cerveja: As antocianidinas estdo presentes no processo de producao
de cerveja e podem causar turbidez indesejavel no produto final. A tanase é
empregada no processo com o objetivo de remover o0s taninos e, consequentemente,
evitar que ocorram problemas de turbidez nas cervejas produzidas (AGUILAR;
GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

O estudo de Masschelein e Batum (1981) apud Beniwal et al. (2013b) relatou que a
tanase produzida por uma cepa de Aspergillus flavus diminuiu significativamente a
formacéo de turbidez da cerveja apos o seu armazenamento. Segundo o estudo, 0s
compostos fendlicos presentes no mosto, que podem causar turbidez da cerveja
quando entra em contato com outros produtos quimicos, foram hidrolisados pela
tanase. Schmedding et al. (2004) aplicaram a enzima tanase em uma etapa do
processo de producdo de cerveja para reduzir os taninos presentes e observaram que

o tratamento enzimatico aumentou a estabilidade fisico-quimica do sabor da cerveja.

Pesquisas com a producdo da enzima tanase em escala industrial sdo necessarias,
para que seja possivel reduzir os custos de producdo e torna-la viavel. Por essa
razao, torna-se imprescindivel um amplo entendimento sobre suas caracteristicas e
aspectos de otimizacdo de sua producdo em escala industrial (AGUILAR;
GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

3.3.3. Producéo da tanase

A tanase pode ser obtida de fontes animais, vegetais e microbianas, sendo essa Ultima
a principal fonte de producdo dessa enzima, pela sua diversidade bioquimica e suas
vantagens técnicas e econdmicas. Além disso, enzimas obtidas por meio
microbiolégico possuem maior estabilidade quando comparadas as proteinas
analogas obtidas por fontes animais e vegetais (HEADON; WALSH, 1994; LEKHA;
LONSANE, 1997; MOLINA et al., 2019).

Essa enzima € produzida na presenca de acido tanico por diversos fungos, bactérias
e leveduras. Na Tabela 1 consta exemplos de micro-organismos que, por meio da
producdo de tanases, foram capazes de desenvolver os mecanismos necessarios
para superar o efeito inibitério do tanino (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2012).
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Tabela 1 — Micro-organismos produtores da tanase empregando diferentes substratos e condicdes de cultivo e seus respectivos resultados.

Condicdes de

Atividade

Levedura Substrato f ~ - Referéncia
ermentacao Enzimatica
. . FS, frasco, pH 6,0, AOKI; SHINKE;
Candida sp. K-1 Galotanino 350C, 6 dias. 92 U/mL NISHIRA (1976)
. ATAN1 - 228 Ulg
(3A\r/’;;:2 adeniniorans ) Metil galato Foraseo, 180IPM,  JATAN1-187Ulg  BOER etal. (2011)
coesg pH =L, ! * 2ATAN1v - 230 U/g
- . FS, frasco, 150 rpm,
Rhodotorula glutinis Caqui oH 5,5, 30°C, 2 dias. 8,2 U/mL TASKIN (2013)
Bactéria Substrato Condlgoes~de At'\.”dfm.je Referéncia
fermentacéo Enzimética
Bacillus licheniformis Acido tanico FS, frasco, 200 rpm, 0,21 U/mL MONDAL; BANERJEE;

Pseudomonas aeruginosa

pH 6,8, 30°C, 20h.
Folhas das arvores

Phyllanthus emblica (PE)

,Acacia nilotica (AN), FS, frasco, 200 rpm,

PATI (2000)

PE - 11,06 U/mL

AN-10,49 U/mL oo WAL et al. (2010)

[0} 1 -
Eugenia cuspidate (EC) 37°C, 1 dia. EC - 7,05 U/mL
) . SC - 6,45 U/mL
e Syzygium cumini (SC)
. - Semente de tdmara da FES, frasco, umidade:
Bacillus subtilis india 50%. 35°C, 3 dias. 3000 U JANA et al. (2015)
Fungo Filamentoso Substrato Condlc;oes~de At|\_/|d§1(_je Referéncia
fermentacao Enzimatica
Aspergillus awamori Propil galato FS, Irasco, 1(.)0 P, 340 U/mL BEENA et al. (2011)
28°C, 2 dias. '
, Serragem da arvore FES, frasco, umidade:
Aspergillus heteromorphus Dalbergia sissoo 70%. 30°C, 5 dias. 1,84 U/gms BENIWAL et al. (2013c)
Aspergillus niger Talo utilizado em cha " Eo: frasco, umidade: o) () yome WANG et al. (2013)

50%, 28°C, 7 dias.



(continuacao)

Penicillium atramentosum

Penicillium purpurogenum
Penicillium montanense
Fusarium subglutinans

Trichoderma harzianum

Rhizopus oryzae

Paecilomyces variotti

Folhas das arvores FS, frasco, 150 rpm,
Phyllanthus emblica (PE) pH 5,5 (PE)e pH 7,5
e Acacia nilotica (AN) (AN), 30°C, 3 dias.

Semente,de tamara da FES, frasco, umidade:
India 66,67%, 30°C, 5 dias.
FES, frasco, umidade:

Residuo de acerola 50%, 30°C. 4 dias.

FS, frasco, 200 rpm,

Acido tanico 350G A dins.
(o]
Extrato de malte FS, frasco, 30°C, 4
dias.

Semente de Shorea
robusta (SSR), frutos de  FS, frasco, 180 rpm,
Terminalia chebula (FTC) pH 5,0,
e folhas de Camellia 30°C, 4 dias.
sinensis (FCS)

Farelo de trigo com casca FES, frasco, umidade:

de café 60%, 30°C, 5 dias.

PE - 15,9 U/mL SELWAL; SELWAL
AN - 18,5 U/mL (2012)
6,15 U/g JANA et al. (2012a)
41,64 U/mL LIMA et al. (2014)
9,38 U/mL HAMDY (2008)

16.31 U/mL KAPOOR; IQBAL (2013)

SSR - 17.7 U/mL
FTC - 15,27 U/mL
FCS - 10,32 U/mL

HOTA; DUTTA;
BANERJEE (2007)

BATTESTIN; MACEDO

1,5263 U/mL (2007)

35
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De acordo com Lekha e Lonsane (1997), existem trés tipos de fermentacéo utilizados
para a producdo de tanases, a fermentacdo em superficie liquida (FSL), submersa

(FS) e em estado sélido (FES), sendo os dois ultimos mais extensivamente usados.

A maioria das pesquisas relata o uso da FS para a producao de tanases, porém o uso
da FES vem se destacando, pois esse tipo de fermentacdo possui vantagens como
baixo custo de producdo em funcéo do uso de subprodutos de baixo custo e residuos
agroindustriais e lignocelulésicos como matéria-prima, e equipamentos e instalacdes
simples. Além disso, as enzimas secretadas no filtrado do meio de cultura geralmente
sdo mais concentradas e de melhor qualidade, gerando menos efluentes e um custo
menor de recuperagio do que nas culturas da FS (HOLKER; HOFER; LENZ, 2004).

O estudo de Raaman et al. (2010) apresentou uma comparacao entre trés métodos
diferentes de fermentacéo para a producéo de tanases por Paecilomyces variotii. A
producéo enzimatica maxima por FES foi observada em 60 horas de cultivo, enquanto
por FS e FSL as maiores atividades foram atingidas em 72 e 96 horas,

respectivamente.

A pesquisa de Rana e Bhat (2005) relatou que em FSL e FS, a producdo maxima de
tanases por Aspergillus niger foi observada em 120 horas de fermentacéo, enquanto
em FES sua atividade maxima foi atingida em 96 horas. Lekha e Lonsane (1994)
afirmaram que o tempo maximo de fermentacdo necesséario para a producdo de
tanases por Aspergillus niger em FES foi de apenas trés dias, enquanto nas demais

fermentacdes foram necessarios seis dias.

Em relacdo aos rendimentos volumétricos, Raaman et al. (2010) afirmaram que a
producédo de tanases por FES foi 1,36 e 1,64 vezes maior quando comparada a FS e
FSL, respectivamente. Rana e Bhat (2005) relataram que a producdo enzimatica por
FES foi 1,03 e 3,70 vezes maior que por FS e FSL, respectivamente. Lekha e Lonsane
(1994) mencionaram que a producéao por FES foi 2,5 e 4,8 vezes maior que por FS e

FSL, respectivamente.

3.3.4. Fermentacdo em estado sélido

A fermentacdo em estado sélido (FES) é definida como o crescimento microbiano em
substrato sélido com umidade suficiente para manter o crescimento e o metabolismo

dos micro-organismos, mas nao ha agua livre. O nivel de umidade em base umida na
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FES pode estar entre 30 e 80%, porém, para a producao da maioria das enzimas, fica
tipicamente na regido de 60% (RAHARDJO; TRAMPER; RINZEMA, 2006; SURVASE
et al., 2009).

Existem dois tipos de sistemas de FES que se distinguem dependendo da natureza
da fase solida utilizada no processo. Em um dos sistemas, o cultivo é realizado em
um material natural, como os residuos lignocelulésicos, que tem fungdo de suporte e
fonte de nutrientes para os micro-organismos. No outro tipo, que ndo é tdo comumente
utilizado, o cultivo € em um suporte inerte como as espumas de plastico, que funciona
como um reservatoério para uma solucdo nutritiva que fica integrada na matriz sélida
(HOLKER; HOFER; LENZ, 2004; MACHADO; TEIXEIRA; RODRIGUEZ-COUTO,
2013).

Dentre os grupos de micro-organismos capazes de crescer em substratos solidos e
que podem ser aplicados em processos de FES, o de maior importancia é o grupo dos
fungos em razdo das suas propriedades fisiologicas e bioquimicas. O ambiente
fermentativo da FES possui semelhanca com o habitat natural dos fungos e, além
disso, eles sao capazes de tolerar a baixa atividade de agua e suportar condicbes de
alta pressdo osmotica, tornando-os eficientes na bioconversdo de substratos solidos
(PANDEY, 2003; RAIMBAULT, 1998).

De modo geral, quando comparada com a FS, a FES apresenta diversas vantagens,
seja do ponto de vista ambiental ou econémico. Em relacdo ao meio ambiente, uma
das vantagens é a possibilidade do uso de residuos como substrato sélido. Além
disso, por ser um processo conduzido na auséncia de agua livre, hA um consumo
minimo de &gua e, portanto, uma baixa producdo de efluente. Do ponto de vista
econdbmico, as principais vantagens sdao a menor demanda de esterilidade no
processo fermentativo, alta produtividade em volume e menor consumo energético,
promovendo a reducédo do custo de producéo das enzimas (HOLKER; HOFER; LENZ,
2004).

De acordo com Holker e Lenz (2005), as enzimas produzidas por FES, em
comparacdo com as obtidas por FS, tende a ter menos problemas relacionados a
inibicdo pelo substrato e produz enzimas com maior estabilidade de temperatura e/ou
pH.

A principal desvantagem da FES esta relacionada a ampliacdo do processo para
escala industrial, em grande parte pela falta de controle dos fenbmenos de

transferéncia de calor e massa. No entanto, pesquisas tém sido direcionadas para o
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desenvolvimento de biorreatores que superem essas dificuldades (MARTINS et al.,
2011; MITCHELL et al., 2000).

Existem diversos fatores que afetam significativamente o crescimento microbiano e
influenciam o bom rendimento de processos fermentativos realizados em estado
sélido. Os principais sdo a selecdo de micro-organismos e substratos adequados,
além de parametros de processos como umidade e atividade de &gua, temperatura,
pH, aeracdo e concentracdo de in6culo (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000;
RAIMBAULT, 1998).

Dentre esses parametros, o papel da dgua na FES possui destaque por conta do seu
alto grau de interacdo com as substancias que constituem a fase solida. Neste
processo fermentativo, a agua estad ligada aos parametros umidade, que é a
porcentagem de dgua na massa total do meio, e a atividade de agua (Aw), que é um
parametro essencial para a transferéncia de massa da agua e solutos por meio das
células microbianas e que necessita de controle, pois possui influéncia determinante
na atividade dos micro-organismos (GERVAIS; MOLIN, 2003; PANDEY, 2003; PINTO
et al., 2005).

A limitacdo da agua na FES pode ocasionar a reducdo da taxa de crescimento
microbiano e, consequentemente, diminuir a producdo de enzimas. Portanto, o teor
de umidade ideal deve ser mantido, pois se o nivel de umidade for muito elevado, os
espacos vazios dos sélidos serdo preenchidos com &agua, resultando em difusédo
gasosa restrita, mas, se por outro lado o nivel de umidade for muito baixo, o
crescimento microbiano serd prejudicado (FARINAS, 2015; RAGHAVARAO;
RANGANATHAN; KARANTH, 2003).

Como o teor de umidade depende tanto do substrato sélido quanto do micro-
organismo utilizado no processo, a identificacdo do nivel 6timo de umidade é
fundamental para propiciar condicbes de crescimento favoraveis e maximizar a
producdo de metabdlitos (FARINAS, 2015; RAIMBAULT, 1998).

A temperatura € um dos fatores que, no processo de FES, possui maior importancia,
pois o0 crescimento microbiano ocorre em condi¢cdes aerdbicas que resultam na
liberac&o do calor metabodlico. Em niveis extremos, isso pode ocasionar desnaturagéo
das enzimas produzidas, bem como outros efeitos prejudiciais ao crescimento de
micro-organismos e a producdo de metabdlitos, uma vez que a remocao do calor

gerado durante o crescimento microbiano é complexa em razdo da limitada
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condutividade térmica do substrato solido e a falta de superficies de troca de calor
(FARINAS, 2015; RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH, 2003).

Logo, a caracterizacdo de cada micro-organismo em particular, em relacdo a
influéncia da temperatura na sua cinética de crescimento e na formacéo do produto,

é fundamental para o desenvolvimento de bioprocessos com FES (FARINAS, 2015).

O pH é uma variavel de grande influéncia na atividade enzimatica, porque 0s sitios
ativos das enzimas dependem frequentemente da presenca de espécies ibnicas para
manter conformagdes que permitem uma eficiente ligacéo ao substrato. A cinética da
variacdo do pH depende do micro-organismo em particular e da natureza do
substrato, devido ao efeito tamponante que os materiais lignocelulésicos podem
causar no meio de cultura (FARINAS, 2015; RAIMBAULT, 1998).

O controle do pH na producédo de enzimas por FES é essencial, pois o pH do meio de
cultivo pode mudar em resposta a atividades metabdlicas. No entanto, o
monitoramento e controle do pH na FES néo é simples, e a maioria dos estudos
relatados na literatura apenas descreve a influéncia do pH inicial do meio na producao
de enzimas (FARINAS, 2015).

Na FES, a aeracdo tem como funcdo manter as condi¢bes aerdbicas, remover o
diéxido de carbono gerado e regular a temperatura e o nivel de umidade do substrato
sélido, sendo assim um parametro que pode afetar de maneira significativa os niveis
de biomassa e a producéo de enzimas (RAIMBAULT, 1998).

Apesar de ndo se observar limitacao de oxigénio na FES, o controle da aeracao deve
ser realizado, pois taxas elevadas de fluxo de ar podem causar perda de umidade do
substrato, afetando negativamente o crescimento de micro-organismos, e,

consequentemente, limitando a producao de enzimas (FARINAS, 2015).

A concentracdo do indculo € um fator biolégico importante, pois determina a producao
de biomassa na fermentacdo em estado sélido. Uma baixa concentrac@o de inGculo
pode causar a baixa formacao de biomassa, pois pode favorecer o desenvolvimento
de micro-organismos indesejaveis no meio, além de aumentar o tempo necessario
para o processo fermentativo (MELO, 2016; SANDHYA et al., 2005).

No entanto, uma elevada concentracdo de in6culo pode aumentar o consumo de
nutrientes do meio de maneira excessiva para a formacao de biomassa, assim como
pode aumentar a quantidade de esporos por grama de substrato sdlido e a quantidade
de 4gua no meio, 0 que impede a penetracdo de oxigénio no meio sélido e inibe o

crescimento celular e a producdo de enzimas. Logo, um equilibrio relacionado a
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concentracdo de in6culo podera gerar uma produgdo méaxima de enzima (MELO,
2016; VU; PHAM; KIM, 2011).

No processo de FES, a escolha do substrato solido é fundamental, pois além de
fornecer os nutrientes necessarios para 0 crescimento do micro-organismo, ele
também funciona como um suporte para as células. Entretanto, quando o micro-
organismo € cultivado em um substrato sélido que ndo fornece as quantidades

necesséarias de nutrientes, a suplementacdo € necessaria (PANDEY; SOCCOL,;
MITCHELL, 2000)

A selecdo adequada do tipo e concentracdo de fontes suplementares de carbono e
nitrogénio, juntamente com a presenca de indutores, € muito importante para que se
obtenha o0 maximo crescimento de micro-organismos e rendimento de enzimas. Os
macro e micronutrientes que sdo necessarios ao meio de crescimento microbiano
incluem magnésio, potéassio, fosforo, calcio, ferro, enxofre, zinco, cobre, manganés,
iodo e cobalto. Além disso, caracteristicas fisicas do substrato, como area de
superficie, cristalinidade, tamanho de particula e porosidade influenciam

significativamente no processo fermentativo em estado solido (FARINAS, 2015).

A selecdo do substrato solido depende de fatores relacionados também com custo e
disponibilidade. Uma grande vantagem da FES é a possibilidade de usar residuos
agroindustriais e lignocelulésicos como substratos. Esses residuos geralmente sdo
subprodutos de outros processos industriais que sao gerados em quantidades
elevadas e possuem valor comercial baixo. Além disso, seu descarte ou uso
subsequente sem tratamento pode causar problemas ambientais (FARINAS, 2015;
PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

Diversos residuos agroindustriais podem ser utilizados como substrato sélido para
FES, como, por exemplo, bagaco de cana-de-acucar, mandioca, laranja, farelo de
cereais, polpa de café e fibras de coco. As estruturas basicas desses subprodutos
(que consistem em celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e fibras) definem
as propriedades do substrato sélido e fornecem fontes de carbono e energia para o
crescimento microbiano (FARINAS, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismos e Preparacao do Inéculo

Os fungos utilizados foram Phanerochaete chrysosporium, replicado no Laboratorio
de Bio deterioracao e Protecdo da Madeira (LBPM) da UFES, localizado em Jerénimo
Monteiro - ES, e Aspergillus niger, Penicillium sp. e Fusarium oxysporum, isolados
pelo Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario
de Doencas e Pragas (NUDEMAFI) da UFES, localizado em Alegre - ES.

Todos os fungos foram repicados, em condi¢cdes assépticas, em placas de Petri
contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) e incubados em estufa bacteriol6gica
(Nova Instruments NI 1522) a 30°C durante 15 dias, quando a coloragéo caracteristica

dos esporos foi observada.

Posteriormente, os fungos foram repicados em meio sélido também em condicdes
assépticas. Foram preparados quatro frascos Erlenmeyers de 500 mL (um para cada
placa de Petri), contendo 10 g de sélido em proporcao de farelo de trigo e bagaco de
cana (FT:BC) 20:80 e 60% de umidade em base umida. Os frascos foram inoculados
com o conteudo total das placas de Petri e incubados a 30°C por 7 dias, em estufa
bacteriol6gica. A solucdo salina utilizada para umidificar o meio sélido na qual os

fungos foram repicados consta na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo da solucdo salina.

Reagentes Concentracao
KH2PO4 50g¢.L1
(NH4)2S0a4 50g9.L1
MgS0Oa4.7H20 1,0g.L?
NaCl 1,0g.L?
FeS04.7H20 5,0 mg.L?
MnSO4 1,6 mg.L?
ZnS04.7H20 3,45 mg.L?
CoCl2.6H20 2,0 mg.L?

Fonte: URBANSZKI; SZAKACS; TENGERDY (2000).

O célculo do volume total de solugéo salina a ser acrescentado ao meio para atingir o

teor de umidade desejado foi calculado conforme Equacéao 1.
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Uu. M
100-U

Vss = mgg =

(1)

Na qual, Vss corresponde ao volume da solucéo salina (mL), que é considerado igual
a sua massa mss (g), necessario para obter a umidade U (%), com 0 uso de uma

massa de soélidos M (g).

A quantificacdo dos esporos formados nos cultivos solidos destinados ao estoque foi
realizada por meio de contagem em placa com camara de Neubauer. Nessa técnica,
aproximadamente 1,0 g do sdlido fermentado foi diluido em agua deionizada e
adicionou-se duas gotas do surfactante Tween 80. Uma aliquota de 100 pL da amostra
diluida foi adicionada & camara de Neubauer (Qualividros; profundidade: 0,100 mm;
area: 0,0025 mm?) e a contagem de esporos foi realizada nos dois reticulados em

microscoépio 6tico (Bioval) com aumento de 1000 vezes na objetiva.

A contagem de esporos foi realizada em cinco campos (E1 a E5) uniformemente
distribuidos em cada reticulado, totalizando 10 campos de contagem (Figura 5). A
concentracdo de esporos na suspensao foi determinada por meio da Equagéo 2,
segundo Pinheiro (2003).

|

Figura 5 - Esquema da camara de Neubauer.
Fonte: EMBRAPA (2012).

D,. N

)

Csusp =

Vcampo

Na qual, Csusp € a concentragéo de esporos da suspensédo (esporos.mL™?), Da € o fator
de diluicdo, N € o numero médio de esporos nos campos medidos € Vcampo € 0 Volume
de cada campo (area do campo 0,0025 mm?2 multiplicada pela espessura de filme

liquido - 0,1 mm).
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4.2. Selecdo Qualitativa dos Fungos Produtores de Tanase

A selecdo dos fungos capazes de degradar o acido tanico e produzir tanases foi
realizada por meio de um meio de cultura de enriquecimento que continha o acido
tanico como Unica fonte de carbono. O meio de cultura era composto por (g.L™?):
NaNOs — 6,0; K2HPO4 — 1,0; MgSO4 — 0,5; KCI — 0,5; FeSO4 — 0,01; Agar — 30,0; e
Acido Tanico — 10,0 (MURUGAN; SARAVANABABU; ARUNACHALAM, 2007,

modificado).

O meio de cultura, com excecéo do acido tanico, foi esterilizado em autoclave vertical
(Phoenix Luferco AV-100) a 121°C, durante 30 minutos. Depois de autoclavado, foi
levado a capela de fluxo laminar vertical (Jdeoximar, FLV 1040), previamente limpa
com alcool etilico 70% e iluminacao ultravioleta ligada por 20 minutos. De acordo com
Mata-Gomez et al. (2009), o acido tanico € um reagente sensivel a altas temperaturas
e, portanto, foi esterilizado separadamente por meio de filtragcdo a vacuo com um papel
filtro Whatman n° 1 e, em seguida, misturado ao meio de cultura e distribuido em
placas de Petri.

Os fungos foram inoculados no centro das placas de Petri e essas foram incubadas
em estufa bacteriologica a 30°C, durante 5 dias. ApOs a incubacédo, a atividade da
tanase foi detectada pela presenca de halos claros ao redor das colbénias, formados
pela hidrélise do &cido tanico (PEROVANO FILHO; SILVA; LOPEZ, 2011).

4.3. Substratos

Um dos substratos utilizados como fonte de taninos para a producao da enzima tanase
foram as cascas de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis com sete anos de
idade, provenientes de plantios experimentais, localizados nos municipios de Nova
Almeida (ES) e Montezuma (MG), fornecidas por uma empresa de celulose. Os
ambientes de origem destas cascas de eucalipto (CE) possuem um histérico de
precipitacdo média anual de 1250 mm em Nova Almeida (ambiente A) e 500 mm em
Montezuma (ambiente B), de acordo com os dados fornecidos pela empresa. Foram
disponibilizados materiais de oito clones diferentes, para ambos os ambientes, na qual

foram selecionados de acordo com o teor médio de extrativos.
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As cascas de eucalipto foram secas ao ar e periodicamente revolvidas para evitar
contaminacdo. Posteriormente, as cascas foram fragmentadas em serra fita e
passadas pelo moinho de martelo (Tigre A4) ao utilizar a peneira de malha 8 mm. As
particulas obtidas foram moidas em moinho do tipo Willey (Marconi) e classificadas
em peneira de 10 mesh para utilizagéo nas fermentac¢des. As CE foram armazenadas
por agrupamento de amostras representantes dos dois ambientes no Laboratorio de
Engenharia Quimica 3 (LEQ3) da UFES, localizado em Alegre - ES.

O farelo de trigo (FT), substrato utilizado como fontes de nutrientes na producéo da
enzima e no preparo dos estoques dos fungos em meio solido, foi adquirido em

comeércio local e armazenado em geladeira a 4°C.

As cascas de café (CC), utilizadas para analise da influéncia da fonte de tanino na
producgéo de tanases, foram fornecidas por produtores rurais do distrito de Boa Vista
(Cachoeiro de Itapemirim - ES). As CC foram submetidas a secagem em estufa
(Quimis, Q314M-32) a 105°C, trituradas em moinho de facas e peneiradas para
obtencao da granulometria inferior a 0,425 mm. Em seguida, foram armazenadas em

sacolas plasticas para usos posteriores.

O bagaco de cana-de-acgucar (BC), utilizado na preparacédo dos estoques dos fungos
em meio solido, foi fornecido ja triturado pela Usina Paineiras, localizada em
Itapemirim-ES, e armazenado em congelador a -6°C até o uso. Antes da sua
utilizagdo, o material foi seco em estufa (Quimis, Q314M-32) a 105°C por
aproximadamente oito horas e foi triturado em particulas menores em um moinho de
facas (Marconi) e peneirado para obtencéo da granulometria inferior a 10 mesh. ApGs

essas etapas, o BC foi armazenado em sacos plasticos a temperatura ambiente.

4.4. Andlise da Influéncia do Teor de Extrativos na Atividade Enzimatica da Tanase
Produzida por FES

Chaves (2018) determinou o teor médio de extrativos totais de cascas de eucalipto
obtidas em Nova Almeida — ES (ambiente A) e Montazuma — MG (ambiente B), que
foram os mesmos materiais utilizados neste estudo. Foram cascas de oito clones

diferentes, para ambos os ambientes.

Os resultados apontaram que as cascas do ambiente A se destacaram em teores de

extrativos quando comparadas ao ambiente B. O clone 5 apresentou indices
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superiores de extrativos em ambos os ambientes, porém nao diferiu estatisticamente
dos clones 2, 6 e 8 (CHAVES, 2018). No entanto, optou-se pelo clone 2 devido a uma

maior disponibilidade de material para os experimentos posteriores.

No presente estudo, as cascas de eucalipto (CE) do clone 2 dos ambientes A e B
foram utilizadas como substrato, juntamente com o farelo de trigo (FT), ha composicéo
40:60 (FT:CE), 60% de umidade inicial e 1,0% (m:v) de acido tanico, para verificacdo
da influéncia do teor de extrativos na atividade enzimatica da enzima tanase por

fermentacdo em estado sélido.

4.5. Producédo de Tanases por Fermentacdo em Estado Sdlido

Dez gramas de casca de eucalipto (CE) e farelo de trigo (FT), na proporcéo 40:60
(FT:CE), foram adicionados em frascos Erlenmeyer de 500 mL e esterilizados, em
autoclave vertical a 121°C, durante 20 minutos. Depois de autoclavados, foram
levados a capela de fluxo laminar vertical, previamente limpa com alcool etilico 70% e
iluminacao ultravioleta ligada por 20 minutos, onde as fermentagdes foram realizadas.
O acido tanico foi esterilizado separadamente por meio de filtracdo a vacuo com um

papel filtro Whatman n° 1 e, em, seguida misturado a solucédo salina esterilizada.

Para verificar a cinética de producdo da enzima tanase, os substratos foram
umedecidos com 15 mL da solucéo salina descrita na Tabela 2 (60% de umidade
inicial) e acido tanico 1,0% (m:v). Os frascos foram inoculados com os fungos
disponiveis e incubados em estufa bacteriolégica a 30°C, durante 120 horas, sendo
retirado um frasco a cada 24 horas para realizacdo da extracdo de tanases e analises

do teor de umidade e da atividade enzimatica.

4.6. Andlise da Influéncia do Substrato na Producéo de Tanases

Para analise da influéncia do substrato na atividade enzimatica da tanase, foi realizada
uma comparagao entre 0s experimentos com casca de eucalipto (CE) e farelo de trigo

(FT), e casca de café (CC) e FT, realizados nas mesmas condi¢8es de cultivo, na qual
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utilizou-se a composigéo 40:60 (FT:CE) e (FT:CC), 60% de umidade inicial e 1,0%

(m:v) de acido tanico.

4.7. Andlise de Umidade

A andlise do teor de umidade em base umida foi realizada, em duplicata, com
aproximadamente um grama de amostra em cada réplica, em analisador de umidade
(SHIMADZU MOCG63u). O funcionamento desse analisador baseia-se no método
gravimeétrico, em que a agua existente na amostra € evaporada rapidamente por meio
do aquecimento de uma lampada de halogénio e a porcentagem de umidade da

amostra é lida diretamente ao final da medicéao.

Deve-se salientar que a umidade das amostras foi medida para observagdao do
comportamento da umidade definida no inicio da fermentacdo e para calculo da
atividade enzimatica da tanase, que foi expressa em unidade de atividade enzimatica

por grama de massa seca (U.gms™).

4.8. Extracdo da Enzima

Para a realizacdo da extracdo da tanase, cerca de 5,0 gramas do fermentado foi
adicionado em Erlenmeyers de 125 mL, com 50 mL de solu¢éo tampéao citrato de sodio
(0,05 M, pH 5,0) e uma gota de surfactante Tween 80. Os frascos foram submetidos
a agitacdo de 200 rotacBes por minuto (rpm) em mesa agitadora (SPLabor SP-180/A)

por uma hora, em temperatura ambiente.

Em seguida, a mistura foi filtrada em gaze para remocéo dos sélidos e o extrato foi
centrifugado (Centrifuga Nova Instruments, NT 810) a 4000 rpm, por 30 minutos. O
filtrado, denominado extrato enzimatico, foi acondicionado em frascos tipo Falcon de
50 mL e preservados a 4°C para as analises posteriores da atividade enzimatica
(BATTESTIN; MACEDO, 2007; SABU et al., 2005; SALOMAO, 2017).
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4.9. Determinacdo da Atividade Enzimatica da Tanase

A determinacéo da atividade enzimatica da tanase foi realizada a partir da reacdo com
o acido tanico, conforme o método de Sharma, Bhat e Dawra (2000), modificado. Esse
método baseia-se na formacédo de um cromogeno entre o acido galico (liberado pela

acao da tanase no acido tanico) e a rodanina (2-thio-4-ketothiazolidine).

Para determinar o &cido galico, soluc¢des de substrato (0,2% (m:v) de &cido tanico em
tampdo citrato de sédio 0,05 M, pH 5,0), de extrato enzimatico e tampéao citrato de
sédio (0,05 M, pH 5,0) foram previamente incubadas a 30°C por 5 minutos em banho
termostatico (QUIMIS Q3334M-28).

” o«

Em seguida, tubos de ensaio foram denominados “tubo teste”, “tubo controle” e “tubo
branco”. O tubo teste foi utilizado como a base do experimento (onde ocorreu a reagao
enzimatica), o tubo controle para o controle dos acuUcares presentes no extrato

enzimatico e o tubo branco para zerar o espectrofotdmetro.

Um esquema dos processos envolvidos na determinacdo da atividade enzimatica da
tanase esta apresentado na Figura 6. Deve-se salientar que tanto o tubo teste quanto
o tubo controle tiveram seus tubos branco para zerar o espectrofotobmetro, e nesses
tubos, denominados “tubo branco teste” e “tubo branco controle”, o extrato enzimatico
foi substituido por solucdo tampéo citrato de sodio (0,05 M, pH 5,0). O valor da
absorbéancia foi calculado de acordo com a Equacao 3, segundo Sharma, Bhat e
Dawra (2000).

AAs20 = (Ateste - Abranco) - (Acontrole - Abranco) (3)

Na qual, AAsz2o € a absorbancia da enzima, Ateste € a absorbancia do tubo teste, Abranco

€ a absorbancia do tubo branco e Acontrole € a absorbancia do tubo controle.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata. De acordo com Sharma, Bhat e
Dawra (2000), uma unidade de atividade de tanase é considerada como a quantidade
de enzima necessaria para produzir um micromol de acido géalico por minuto sob as
condicOes descritas. A atividade enzimética foi avaliada por meio de uma curva de
calibracdo de &cido galico em tampéo citrato de sédio (0,05 M, pH 5,0) e foi expressa

em U.gms™.
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{ TUBO TESTE ] [TUBO CONTROLE]
I .,
250 pL solugdo | 250 pL extrato 250 pL solugdo
de substrato ]| enzimatico de substrato
5 minutos, a 30°C, 5 minutos, a 30°C,
em banho termostatico em banho termostatico
A 4
300 pL rqd_amna 300 pL rodanina
metandlica L
metanolica
5 minutos, a 30°C, 5 minutos. a 30°C
em banho termostatico em banho termostatico
v
v

200 uL hi_drc’)gido 200 pL hidroxido
de potassio de potassio

5 minutos, a 30°C, 5 minutos. a 30°C.
em banho termostatico ! :

em banho termostatico

- ( Y
4 mL agua 250 UL extrato | 4 mL agua
deionizada L enzimatico deionizada

10 minutos, a 30°C,
em banho termostatico

Leitura das absorbancias
em espectrofotémetro a

520 nm

Figura 6 - Esquema das etapas de determinacgdo da atividade enzimatica da tanase.
Fonte: prépria autora.

A curva de calibragédo de acido galico foi construida conforme o método Melo et al.
(2005), modificado. Para tanto, uma solucdo de 10 mg de acido géalico em tampao
citrato de sédio (0,05 M, pH 5,0) foi preparada em um bal&do volumétrico de 100 mL e
utilizada como solucdo padrédo para a constru¢do da curva de calibracao. Aliquotas
desta solucdo de acido galico contendo 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,1 g.L! foram
adicionadas a baldes volumétricos de 10 mL e o volume de cada balédo foi completado

com o tampao.

Um esquema dos processos envolvidos na determinacdo das absorbancias das
solucdes de acido galico, utilizado para construcdo da curva de calibracdo, consta na
Figura 7. O valor da absorbancia foi calculado de acordo com a Equacéo 3. Deve-se
ressaltar que no tubo branco a solucao preparada de acido galico foi substituida por
solucao tampdo citrato de sodio (0,05 M, pH 5,0).
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TUBO CURVA DE
CALIBRAGAO

I

"

i

200 pL solugdo
de acido galico

5 minutos, a 30°C,
em banho termostatico

300 pL rodanina
metandlica

i

5 minutos, a 30°C,
em banho termostatico

200 pL hidroxido
de potassio

t5l [
i

5 minutos, a 30°C,
em banho termostatico

4,3 mL agua
deionizada

k2]
k)

10 minutos, a 30°C,
em banho termostatico

Leitura das absorbancias
em espectrofotémetro a

520 nm

Figura 7 - Esquema da curva de calibragdo de &cido gélico.
Fonte: propria autora.

4.10. Andlises Estatisticas

Apods a selecdo do melhor fungo e substrato para a producdo de tanases, para
melhoria das condigbes da FES, trés parametros, denominados variaveis
independentes, incluindo teor de umidade; proporgéo de casca de eucalipto e farelo
de trigo; e concentracao de acido tanico, foram avaliados por meio de Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR). O estudo dessas variaveis foi realizado por
esse tipo de delineamento, pois, segundo Mateus, Barbin e Conagin (2001), quando
comparado ao Delineamento com Fatorial Completo, o DCCR apresenta a vantagem
de possuir um menor nimero de tratamentos, acarretando um menor tempo de

producéo dos resultados e custo final.

O DCCR foi realizado com oito tratamentos, mais seis pontos axiais e trés repeticdes
no ponto central para estimar o erro experimental, dando um total de dezessete
experimentos. Cada fator foi estudado em cinco niveis diferentes (-1,682, -1, 0, +1,
+1,682) (Tabela 3) e atividade da tanase foi definida como variavel dependente
(MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-COOK, 2016).
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Tabela 3 - Niveis das variaveis estudadas no delineamento composto central rotacional.

. Niveis
Variaveis 11,682 1 0 1 +1,682
Umidade (%) 50,00 56,08 6500 73,92 80,00
CE:FT (%) 3070  38,11:61,89 50:50 61,89:38,11  70:30
Acido tanico (g.LY) 10,00 16,08 2500 33,92 40,00

CE: casca de eucalipto; FT: farelo de trigo.

Para avaliar a significancia dos principais efeitos e interacdes, a analise de variancia
(ANOVA) foi realizada para cada parametro. O ajuste do modelo de regresséo foi
determinado pelo coeficiente de determinacéo (R?) e pelo coeficiente ajustado (R?ad))
e a significancia do modelo apropriado foi definida pelo teste de Fischer (teste F). Os
graficos tridimensionais e seus respectivos graficos de contorno foram determinados
pela interacdo da variavel dependente com as independentes (GHOSH,;
CHAKRABORTY; RAYCHAUDHURI, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Micro-organismos Testados

Os fungos Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger, Penicillum sp. e
Fusarium oxysporum cresceram em meio BDA e em meio sélido, e na Figura 9 consta

os fungos nos dois momentos citados.

Figura 8 - Cultivos das linhagens (a) P. chrysosporium, (b) A. niger, (c) Penicillium sp. e (d)
F. oxysporum em placas de Petri e 0s seus respectivos estoques em frascos Erlenmeyers.
Fonte: propria autora.

Foi realizada a quantificacdo dos esporos formados nos estoques em meio solido para
determinar a quantidade de esporos iniciais que seria inoculado nos frascos das
fermentacdes subsequentes. A concentragdo de esporos da suspenséo de cada fungo

consta na Tabela 4.

Tabela 4 - Concentracdo de esporos da suspensdo para cada fungo testado.
Concentracao de esporos da suspensao

Fungos (esporos.g?)
Phanerochaete chrysosporium 2,20 x 101t
Aspergillus niger 1,00 x 10°
Penicillium sp. 6,38 x 10%?

Fusarium oxysporum 1,04 x 1011
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Assim, os cultivos em frascos, com 10 g de meio sélido, continham 0,1 g de inéculo
dos fungos P. chrysosporium, Penicillium sp., F. oxysporum e A. niger, obtendo-se,

dessa forma, um inéculo com cerca de 108 esporos por grama de substrato.

5.2. Selecéo Qualitativa dos Fungos Produtores de Tanases

Os fungos com potencial para producdo de tanases foram avaliados por meio do
método de ensaio em placas de Petri, ha qual a tanase hidrolisa o acido tanico
presente no meio de cultura e um halo claro € formado ao redor da col6nia fungica em

funcdo da degradacao desse acido (KUMAR et al., 2010).

Pode-se observar na Tabela 5 que todos os fungos avaliados apresentaram halo de
degradacdo em funcdo da hidrélise do acido tanico. Nao foi possivel visualizar

formacéao de halo ao redor das colénias nas primeiras 48 horas de cultivo.

Tabela 5 - Selecdo de fungos produtores de tanases pelo método de ensaio em placa de Petri.

Halo de hidrélise do acido

Fungo tanico (mm)/Dia
3 4 5
Phanerochaete chrysosporium 7,1 13,4 21,9
Fusarium oxysporum 11,3 17,2 28,4
Penicillium sp. 27,2 35,0 47,1
Aspergillus niger 38,0 77,9 86,2

Segundo Pinto et al. (2001), o método de selecéo qualitativa em placa de Petri é um
procedimento simples e rapido e, além disso, é considerado eficiente para indicar a
capacidade dos micro-organismos em usar o acido tanico como fonte de carbono em
funcdo da sintese e atividade de tanase no meio. De acordo com Murugan,
Saravanababu e Arunachalam (2007), a relacdo entre o diametro da colénia e a
producdo da enzima € significativa e, portanto, esse método pode ser aplicado

preliminarmente para detectar potenciais micro-organismos produtores de tanases.

Amplamente aplicado, esse método foi utilizado por Jana et al. (2012b) para verificar
a capacidade taninolitica de leveduras, bactérias e fungos; por Melo et al. (2013) que

avaliaram fungos de cavernas brasileiras; por Kumar et al. (2015) que verificaram
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bactérias isoladas de solos; e por Talukdar, Ringg e Ghosh (2016) que testaram

bactérias do sistema digestivo de peixes de agua doce.

Entretanto, segundo Melo et al. (2013), a triagem em placas de Petri deve ser
associada a uma selecdo quantitativa para analise completa da eficiéncia do micro-
organismo na producdo de tanases. Deste modo, como os fungos avaliados
apresentaram capacidade qualitativa de producdo de tanases, todos foram
submetidos a uma avaliagdo quantitativa por FES, a partir do uso da combinacéo de

casca de eucalipto e farelo de trigo como substratos.

5.3. Determinacgdo da Influéncia do Teor de Extrativos na Atividade Enzimatica da
Tanase Produzida por FES

O teor de extrativos € um parametro importante, visto que, mediante os resultados
obtidos desta variavel, torna-se possivel identificar o tratamento que possui
quantidades superiores de extrativos, dado que os taninos, produtos de interesse

deste estudo, € um dos compostos presentes na casca.

Na Figura 10 consta a producéo de tanases com cascas de eucalipto dos ambientes
A e B, e partir dos resultados foi possivel verificar a influéncia do teor de extrativos na
producéo de tanases.

16,00 15,71
'”g 14,00 | 12,75
an
* 12,00 10,93 10,42
£ 10,00
b
E 800 6,49 6,75
= S
E oL 5,51
@
2 200 3,52
3
= 2,00
< 0,00 0,00

0,00

24 48 72 96 120
Tempo (h)
® Ambiente A Ambiente B

Figura 9 - Comparacéo entre as cascas de eucalipto de Nova Almeida (Ambiente A) e de
Montezuma (Ambiente B) na producéo de tanases.

Fonte: prépria autora

E possivel observar na Figura 10 que a producido de tanases com as cascas de

eucalipto do ambiente A se destacou em relagdo aquela com as cascas do ambiente
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B, pois apresentou atividade enziméatica maxima de 15,71 U.gms™, enquanto no
experimento com as cascas do ambiente B a produ¢do maxima foi de 10,93 U.gms™.
E importante ressaltar que o experimento com as cascas do ambiente A produziu
tanase desde o primeiro dia de cultivo, enquanto aquele com as do ambiente B
comecou a produzir a enzima apenas apos 72 horas de fermentacao.

Diante desses resultados, confirmou-se que o teor de extrativos influencia na atividade
enzimética da tanase, pois as CE do ambiente A possuem quantidade superior de
extrativos, quando comparadas as do ambiente B, e produziu maior quantidade de

enzima.

Segundo Jacobson et al. (2005), arvores provenientes de ambientes com maior
precipitacdo produzem maior quantidade de taninos, justificando-se os melhores
resultados apresentados pelo ambiente A, que possui um historico de precipitacdo
superior ao do ambiente B.

Ndo foram encontradas outras pesquisas com analise da influéncia do teor de
extrativos de casca de eucalipto na producdo de tanases, logo, ndo ha dados
disponiveis para corroborar com os resultados obtidos. Portanto, o clone 2 proveniente
do ambiente A foi o material selecionado como substrato para as fermentacdes

posteriores.

5.4. Producédo de Tanases por Fermentacdo em Estado Sélido

Foram realizados experimentos preliminares para avaliar o potencial dos quatro
fungos para produzir tanases por fermentacdo em estado sélido (FES) e determinar o
melhor produtor da enzima. Os resultados obtidos na andlise da atividade enzimatica
indicaram que todos os fungos avaliados foram capazes de sintetizar a enzima tanase,

conforme consta na Tabela 6.

Tabela 6 - Atividade enzimatica maxima produzida pelos fungos em estudo.

Atividade Tempo de L
" ~ Produtividade
Fungo enzimatica fermentacéo (U.gms.h?)
(U.gms™) (h) gms =
P. chrysosporium 13,72 24 0,57
Penicillium sp. 12,75 24 0,53
F. oxysporum 19,35 48 0,40

A. niger 11,67 120 0,10
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De acordo com Suseela e Nandy (1985) apud Sabu et al. (2005), uma caracteristica
conferida as tanases é a producdo desta enzima durante a fase primaria de
crescimento do fungo, ocorrendo, posteriormente, a diminui¢cdo da atividade devido a
reducdo na producgdo ou a inibicdo e desnaturacdo da enzima. Esta caracteristica
pode ser observada nas fermentagdes do presente trabalho, conforme pode ser visto
na Tabela 6, pois, independente do fungo aplicado, a producdo enzimatica ocorreu

em até 120 horas de cultivo.

Estudos realizados com diferentes fungos, visando a producéo de tanases por FES,
indicaram producdo maxima da enzima em tempos de até 120h de fermentacéao,

conforme pode ser visto na Tabela 7.

Tabela 7 - Producéo de tanases por diferentes fungos em até 120 horas de fermentacao.

TEMPO DE

FERMENTACAO FUNGO SUBSTRATO REFERENCIA
(h)
P6 da semente
A il da tamara da SABU et al. (2005)
24 SPErgiius india
nIger P6 da espuma
0 da esp MATA-GOMEZ et al. (2015)
de poliuretano
Penicillium ASemente’da_ JANA et al. (2012a)
48 purpurogenum tamara da India
Aspergillus P6 da semente
oryzae de Achachairu LIV etal. (2017)
Penicillium Residuo de LIMA et al. (2014)
79 montanense acerola
Aspergillus Farelo de trido MALGIREDDY; NIMMA
terreus 9 (2015)
Aspergillus Residuo de
berg jacaranda do BENIWAL et al. (2013c)
heteromorphus b
96 norte da India
Asafég'r”us Folhas de cha SHARMA et al. (2014)
Paecilomyces = Casca de café & g rregrN: MACEDO (2007)
variotii farelo de trigo
120
Aspergillus ¢ e cha XIAO et al. (2015)

tubingensis
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Como todos os fungos produziram a enzima tanase, a selecao foi realizada por meio
da analise da atividade enzimatica juntamente com a produtividade. Apesar do F.
oxysporum ter apresentado maior atividade enzimatica de tanase entre os analisados,
em termos de produtividade, os fungos P. chrysosporium e Penicillium sp. se
destacaram (Tabela 6). O Penicillium sp. foi selecionado para ser aplicado nas
fermentacdes posteriores, pois ocorreram problemas de contaminacao no estoque do

P. chrysosporium.

E importante ressaltar a importancia da combinacéo entre as andlises qualitativa e
guantitativa para determinar o melhor fungo produtor, conforme descrito por Melo et
al. (2013), pois, de acordo com os resultados apresentados (Tabela 8), o A. niger foi
o fungo que formou o maior halo de degradacéo do acido tanico na selecdo qualitativa,

mas nao foi 0 maior produtor da enzima tanase.

Tabela 8 - Comparacdo entre as analises qualitativa e quantitativa dos fungos.

Fungo Halo de hidrdise do dcido Auvidade
anico (mm) (U.gms1)
P. chrysosporium 21,9 13,72
F. oxysporum 28,4 19,35
Penicillium sp. 47,1 12,75
A. niger 86,2 11,67

5.5. Avaliagdo da Influéncia do Substrato na Producéo de Tanases

A selecao do substrato é um dos fatores que influenciam na producdo enzimatica,
pois, dependendo do fungo e do substrato, a enzima, apds a inducdo, pode ser
expressa em diferentes niveis de atividade enzimética e mostrar diferentes padrdes
de producéo (AGUILAR et al., 2007).

Avaliou-se a influéncia do substrato na atividade enzimatica da tanase por meio da
comparacao entre os experimentos com casca de eucalipto (CE) e farelo de trigo (FT),
e casca de café (CC) e FT. Consta na Tabela 9 as atividades enzimaticas maximas

obtidas nos experimentos com 0s respectivos substratos.
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Tabela 9 - Atividades enzimaticas obtidas nos experimentos com as cascas de eucalipto e de
café.

At|y|d§(_je Temp_o de Produtividade
Substrato enzimatica cultivo (U.gms-L.h)
(U.gms™) (h) oms
Casca de eucalipto 12,75 24 0,53
Casca de café 13,13 96 0,14

Diante dessa comparacdo, constatou-se que as atividades enzimaticas variaram de
acordo com o substrato utilizado e os resultados apontaram a influéncia do tipo de

substrato na producéo enzimatica.

Observou-se que o cultivo sélido com CC apresentou um rendimento enzimatico maior
do que o obtido com a CE, porém, em termos de produtividade, a CE se destacou pois
produziu maior quantidade de tanase por hora (Tabela 9). Esse dado tornou-se
relevante, pois para as industrias produtoras de enzimas € importante que o micro-
organismo alcance a maxima produtividade, ja que este € um fator que minimiza os

custos de producao.

Pesquisas sobre a producdo de tanases por espécies do género Penicillium a partir
de casca de eucalipto em fermentacdo em estado soélido (FES) ndo foram encontradas

na literatura cientifica.

Estudos sobre a producado de tanases por outros tipos de fungos com esse substrato
sdo escassas, sendo apenas um relacionado a FES e outro a fermentagdo submersa
(FS). Kumar et al. (2009) estudaram a producao de tanases por Aspergillus ruber a
partir de cascas de eucalipto utilizando FES e apresentaram uma produ¢cao menor que
5 U.gms™. Lokeswari (2010) estudou a producéo de tanases por Aspergillus oryzae
utilizando cascas de eucalipto em FS e observaram uma producéo de 0,17 U.mL* de

tanase.

A producdo enzimatica obtida a partir de casca de eucalipto por Penicillium sp. em
FES foi superior as relatadas nos trabalhos citados acima (12,75 U.gms™ = 46,52
U.mL1). Logo, a produgédo enzimatica por Penicillium sp. a partir de casca de eucalipto
mostrou-se satisfatoria, e o substrato foi selecionado para a otimizacéo da producao

de tanases.
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5.6. Otimizacao da Producgéo de Tanases

Analises estatisticas foram realizadas em um software para avaliar a influéncia dos
fatores do planejamento e de suas combinac¢des na atividade enzimética de tanase.
Essas andlises foram realizadas para o tempo de fermentacao fixo em 72 horas, uma
vez que a maior parte das atividades maximas de tanase foi obtida nesse tempo de

cultivo.

A Tabela 10 apresenta o delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
respostas da atividade de tanase, com valor em destaque para a maxima atividade
obtida experimentalmente de 26,57 U.gms™, nas condicdes de 80,0% de umidade,
proporcao de 50% de casca de eucalipto e 50% de farelo de trigo, e concentracao de

25,0 g.L* de &cido tanico (tratamento 10).

Tabela 10 - Atividades enzimaticas de tanase obtidas no planejamento experimental para a
fermentacdo em 72 horas de cultivo.

Proporcéo de Concentracéo

Atividade

Tratamento Umidade (%) Cascade de Acido Tanico Enzimatica
Eucalipto (%) (g.LD (U.gms™)
1 56,08 (-1) 38,11 (-1) 16,08 (-1) 7,00
2 73,92 (+1) 38,11 (-1) 16,08 (-1) 6,25
3 56,08 (-1) 61,89 (+1) 16,08 (-1) 10,34
4 73,92 (+1) 61,89 (+1) 16,08 (-1) 1,31
5 56,08 (-1) 38,11 (-1) 33,92 (+1) 4,57
6 73,92 (+1) 38,11 (-1) 33,92 (+1) 12,88
7 56,08 (-1) 61,89 (+1) 33,92 (+1) 4,25
8 73,92 (+1) 61,89 (+1) 33,92 (+1) 16,47
9 50,00 (-1,682) 50,00 (0) 25,00 (0) 5,46
10 80,00 (+1,682) 50,00 (0) 25,00 (0) 26,57
11 65,00 (0) 30,00 (-1,682) 25,00 (0) 4,39
12 65,00 (0) 70,00 (+1,682) 25,00 (0) 8,05
13 65,00 (0) 50,00 (0) 10,00 (-1,682) 6,78
14 65,00 (0) 50,00 (0) 40,00 (+1,682) 5,83
15 65,00 (0) 50,00 (0) 25,00 (0) 6,79
16 65,00 (0) 50,00 (0) 25,00 (0) 7,06
17 65,00 (0) 50,00 (0) 25,00 (0) 11,97

OBS: Valores entre parénteses sdo as variaveis codificadas no DCCR.

Inicialmente, foi proposto um modelo composto pelos fatores individuais lineares e
guadraticos, bem como as interacdes entre eles, para ajuste dos dados. Os efeitos

foram sendo removidos do modelo um a um, iniciando por aqueles que possuiam
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maior p-valor, até que se obteve o valor maximo do coeficiente de determinagéo
ajustado (R?ad). Optou-se por utilizar o R?%adj para definir o modelo de regresséo porque
o coeficiente de determinacdo (R?) sempre aumenta a medida que sdo adicionados
termos ao modelo, ja 0 R?adj geralmente diminui quando variaveis desnecessarias sdo
adicionadas, e isso contribui para a escolha de um modelo de regressdo Otimo
(MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-COOK, 2016).

Na Tabela 11 constam os coeficientes de regressao, o erro padrao, o teste t para cada
coeficiente e o p-valor, que mostra a significancia (p<0,05) dos coeficientes da

regressao.

Tabela 11 - Tabela dos efeitos dos fatores e da interacdo mantidos no modelo estatistico.

Coeficiente de Erro

Fatores Efeitos ~ ~ Test t p-valor
Regressao Padrao

Média* 8,72103 8,721025 2,579835 3,380459 0,011751
Umidade (L)*  6,77404 3,387020 2,424442 2,794062 0,026752
Umidade (Q)"  4,49594 2,247971 2,670953 1,683273 0,136199
CE (Q)"s -2,44594  -1,222972 2,670953 -0,91576 0,390251
Ac Tanico (L) 1,71294 0,856468 2,424442 0,706528 0,502692
Ac Tanico (Q™ -2,38293  -1,191466 2,670953 -0,89217 0,40193
Interacdo 1L x 3L* 7,58080 3,790399 3,166288 2,394223 0,047871

*significativo (p<0,05); ns: nao significativo; L: linear; Q: quadratico.

Os fatores estatisticamente significativos a um nivel de confianca de 95% foram a
meédia dos valores de atividade enzimatica, o teor de umidade linear e a interacao
entre a umidade e concentracdo de &cido tanico. Isso significa que essas variaveis

foram os principais fatores de influéncia em relacdo a atividade da tanase.

As variaveis teor de umidade quadratica, proporcao de casca de eucalipto quadrética
e concentracdo de &cido tanico linear e quadratica ndo apresentaram significancia
estatistica, porém permaneceram no modelo, dado que assim se obteve o valor de
0,5698 para 0 RZagj, indicando que os termos lineares, quadraticos e de interacdo
ajustados foram capazes de elucidar 56,98% da variacéo das respostas de atividade

de tanase. Além disso, o modelo apresentou um R? de 73,11% (Hu et al., 2018).

Segundo Rumsey (2014), o valor do R?dj deve ser maior ou igual a 0,70 para ser
satisfatério, e, portanto, 0 RZ%dj do modelo de regressdo estd abaixo daquele
considerado bom. O baixo valor do coeficiente de determinacéo ajustado do modelo
obtido (R?adj = 56,98%) indica que esse modelo de regressdo nédo é adequado para

atingir a atividade enzimatica maxima de tanase e, nesse caso, seria indicado o ajuste
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do modelo. Apesar disso, avaliou-se a significancia estatistica do modelo de regresséo

por meio da andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 12).

Tabela 12 - ANOVA resultante do planejamento experimental para otimizacédo da atividade da
tanase.

Soma Média
Fatores GL Quadrética Quadrética Fcalculado Ftabelado
Regr a 71,0642 1,844032
g t?ssao 6 371,06 61,84403 3,30* 3,22
Residuo 10 187,4761 18,747609
Falta de Ajuste 8 133,1651 16,645638
1,96 19,37
Erro Puro 2 17,0239 8,5119348
Total 16 558,5403

*Significativo (p<0,05); ns: N&o significativo (p>0,05); GL: graus de liberdade.

Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (2001), no teste F, ao nivel de significAncia
de 5%, o modelo de regressao e a falta de ajuste do modelo sdo considerados
estatisticamente significativos se o valor de Fcaiculado for maior que o de Ftabelado. LOQO,
o0 modelo de regressao foi estatisticamente significativo, pois o valor do Fcaculado fOi
maior que Frabelado (3,30 > 3,22) e a falta de ajuste do modelo foi ndo significativa, uma
vez que 0 Fcalculado fOi menor que 0 Frabelado (1,96 < 19,37) (Tabela 12).

O modelo estatistico explanou de maneira satisfatoria os dados experimentais e, a
partir disso, foi possivel a constru¢cdo do modelo da superficie de resposta ajustado,
representado pela Equacéao 4.

y = 8,72 + 3,39X1 + 2,25 X12 — 1,22X2? + 0,87X3 — 1,19X32 + 3,79X1X3 4)

Na qual, y é o valor codificado da variavel resposta, que corresponde a atividade
enziméatica da tanase, X1, X2 € X3 sdo os valores codificados da umidade, da proporgéo

de casca de eucalipto e da concentracdo de &cido tanico, respectivamente.

Nas Figuras 11 e 12 constam a superficie de resposta e a curva de nivel,
respectivamente, geradas para analise da interacdo entre as variaveis umidade e

proporcao de casca de eucalipto (CE), fixada a variavel concentragéo de acido tanico.
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Figura 10 - Superficie de resposta para avaliagdo da atividade enzimatica em fungéo da
interac@o entre as variaveis umidade e propor¢éo de casca de eucalipto (CE).
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Figura 11 - Curva de nivel para avaliacao da atividade enzimatica em funcéo da interacao
entre as variaveis umidade e proporcao de casca de eucalipto (CE).

Apés a analise da superficie de resposta juntamente com a curva de nivel, verificou-
se que a proporcgéao de casca de eucalipto (CE) e farelo de trigo (FT) influenciou pouco
na atividade enzimatica da tanase, independente do teor de umidade inicial. No
entanto, quando o teor de umidade foi elevado, a atividade da enzima aumentou

consideravelmente e atingiu o maior valor (26,57 U.gms™) no nivel maximo do
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planejamento para a umidade e no ponto central para a proporgao de CE (X1 = +1,682
e X2 =0), ou seja, 80,0% de umidade inicial e propor¢éo 50,0% de CE e 50,0% de FT.

Verificou-se nas Figuras 11 e 12 que ensaios com teores de umidade maiores do que
80,0% podem propiciar a obtencdo de atividades enzimaticas de tanase superiores
aguelas observadas nos experimentos realizados. Isso se confirmou de acordo com o
efeito positivo dessa variavel (Tabela 11).

Em relacédo a proporcdo de CE observou-se que a atividade enzimatica se mostrou
superior em concentracdes intermediarias de CE. No entanto, com base no efeito da
Tabela 11 e na tendéncia das Figuras 11 e 12, ndo hé& indicios de que diminuir ou
aumentar a proporcdo de CE no meio sdlido causaria um aumento significativo da

atividade da tanase, visto que o teor de umidade apresentou uma influéncia bem
superior.

Nas Figuras 13 e 14 é possivel observar a superficie de resposta e a curva de nivel,
respectivamente, geradas para avaliacdo da interacdo entre as variaveis umidade e

concentracéo de acido tanico, fixada a variavel proporcao de casca de eucalipto.

40 [

30 |
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Figura 12 - Superficie de resposta para avaliacdo da atividade enzimatica em funcéo da
interacdo entre as variaveis umidade e concentragédo de acido tanico.
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Figura 13 - Curva de nivel para avaliacdo da atividade enzimatica em fung¢éo da interacao
entre as variaveis umidade e concentracdo de &cido tanico.

Verificou-se nas Figuras 13 e 14 que quando analisados simultaneamente os fatores
teor de umidade e concentracdo de acido tanico, a producdo de tanases por
Penicillium sp. aumentou de acordo com o aumento do teor de umidade e da

concentracdo de acido tanico.

De acordo com os resultados obtidos, a maior atividade enzimatica foi obtida no nivel
méaximo do planejamento para a umidade e no ponto central para a concentracéo de
acido tanico (X1 = +1,682 e X3 = 0), ou seja, 80,0% de umidade inicial e 25,0 g.L* de
acido tanico. Porém, observando-se as Figuras 13 e 14 e o efeito positivo da interacéo
entre a umidade e a concentracdo de acido tanico que consta na Tabela 11, ensaios
com teor de umidade maior que 80,0% e concentracdo de acido tanico maior que 40,0
g.L' podem propiciar uma produgdo de tanase superior aquela obtida nos

experimentos realizados.

Silva (2013) cultivou Penicillium rolfsii URM 6216 em residuo de manga para produzir
tanases por fermentacédo em estado sélido (FES) e estudou a influéncia da proporgéo
de substrato, da umidade inicial e da concentragdo de &cido tanico na producédo de
tanases por FES. Apoés delineamento experimental, a produgdo maxima de tanase de
(96,22 U.mL™?) foi alcancado com 7,5 g de residuo de manga, umidade inicial de 50%
e 20,0 g.L* de acido tanico.

Lima et al. (2014) cultivaram Penicillium montanense URM 6286 em residuo de
acerola e avaliaram a influéncia do teor de umidade inicial do meio solido e da

concentracdo de &cido tanico na atividade enzimatica. De acordo com o modelo
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estatistico obtido, verificou-se que as duas variaveis influenciaram significativamente
na producéo de tanase e obteve-se a atividade maxima de tanase (41,64 U.mL1) em

meio sélido umedecido a 70% e suplementado com 35,0 g.L* de acido tanico.

Bhoite e Murthy (2015) realizaram um cultivo de Penicillium verrucosum em polpa de
café e estudaram a influéncia, dentre outros fatores, da umidade inicial na atividade
enzimética da tanase. O teor de umidade apresentou influéncia na producdo da
enzima e a atividade méaxima (115,995 U.g') foi obtida no ponto central do

planejamento estatistico, correspondente a 50% de umidade inicial.

Diante dos dados apresentados comprovou-se que a umidade € um fator de grande
influéncia na producéo de tanases por fermentacdo em estado solido, pois o teor de
umidade 6timo depende tanto do substrato sélido quanto do micro-organismo utilizado
no processo. Em relacao ao acido tanico verificou-se que a sua aplicagdo no processo
fermentativo é importante na inducdo da tanase que, por sua vez, cliva os taninos e
propicia fornecimento continuo de carbono (FARINAS, 2015; SAMPAIO; HADDAD;
WIENDL, 2018).

Além da analise relacionada a umidade e a concentracdo de acido tanico, vale
salientar que a atividade enzimatica maxima de tanase obtida neste trabalho (26,57
U.gms? =526,61 U.g! = 53,08 U.mL™?) esta proxima daquelas citadas acima. Dessa
forma, pode-se afirmar que a utilizacdo de casca de eucalipto como substrato na FES
para producdo de tanases por Penicillium sp. apresentou resultados satisfatérios e
mostrou-se como um potencial substituto para as fontes de taninos mais comuns na

producao de tanases.
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6 CONCLUSOES

Os fungos Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e
Penicillium sp. foram capazes de utilizar o acido tanico como fonte de carbono em
funcdo da sintese e atividade de tanase no meio. Na selecao quantitativa dos fungos
produtores de tanases, o Penicillium sp. foi selecionado para a otimizacdo da

producéo de tanases.

Apos a aplicacdo do delineamento composto central rotacional, a melhor condicéo de
fermentacédo para producéo de tanases tanase foi com uma concentragéo de 25 g.L*
de acido tanico e 80% de umidade inicial em propor¢des de casca de eucalipto e farelo
de trigo de 50:50. Com a otimizacéao, foi possivel dobrar a producdo da enzima em
relacdo aos testes iniciais do trabalho (de 12,75 U.gms™ para 26,58 U.gms™?) que
tinham como condicgéo fixa de cultivo uma concentragdo de 10 g.L™* de acido tanico e
60% de umidade inicial em proporcdes de casca de eucalipto e farelo de trigo de
60:40.

Os fatores estatisticamente significativos na producao de tanases foram a média dos
valores de atividade enzimética, o teor de umidade linear e a interacdo entre a
umidade e concentracdo de &cido tanico. De acordo com o teste F, o modelo de

regressao mostrou-se significativo e a falta de ajuste néo significativa.

A casca de eucalipto mostrou-se como um substrato promissor para a producao de
tanases por fermentacdo em estado sélido. E importante salientar que o uso de cascas
de eucalipto como substrato para producéo de tanases € escasso, em especial 0 uso
desse residuo lignocelulésico com fungos da espécie Penicillium, o que comprova a

relevancia da pesquisa.
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