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RESUMO

A tanase é uma enzima caracterizada pela hidrélise de ésteres e ligacdes laterais de taninos
hidrolisaveis produzindo glicose e acido galico, é encontrada em uma gama de espécies
vegetais assim como na mucosa dos ruminantes, intestino dos bovinos, entretanto, 0s
principais produtores e a maioria dos estudos concentram-se nos micro-organismos, como
fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Essa enzima possui inumeras aplicacdes como
producdo de acido gélico, utilizado na industria farmacéutica, producédo de chas instantaneos,
clarificacdo de sucos, cervejas e processamento de vinhos, no pré-tratamento de racGes
animais, no tratamento de efluentes de curtume e na industria de couros. Apesar de inUmeras
aplicacdes a producdo da tanase ainda é considerada um processo de alto custo industrial, por
passar por um longo periodo de processos biotecnologicos além da falta de organismos que
viabilizem uma maior producgéo. O conhecimento da biodiversidade e bioprospeccédo de novos
organismos tornaram-se um dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a utilizacao
destes organismos na busca de solu¢des nas mais diversas areas como na de alimentos, salde,
meio ambiente e inddstria vem crescendo de forma acelerada, tendo em vista disso, 0 objetivo
do projeto é a bioprospec¢do micro-organismos com potencial para producdo de tanase a
partir de fontes naturais vegetais. Foi realizado a bioprospeccdo de fontes vegetais como
cascas de acécia, banana, farelo e casaca de arroz, folha de erva mate e marmelo para
isolamento de micro — organismos com potencial producdo de tanase. Estas amostras foram
higienizadas e incubadas a 25°C em &gar batata por quatro dias, ap0s 0S micro-organismos
que se desenvolveram foram isolados em meio especifico Cezapek Dox e incubados, 0s
organismos que apresentaram a formacéo de halo inibitdrio sdo identificados como produtores
de tanase. Foram identificados sete fungos com potencial para produzir a tanase,
demonstrando a viabilidade de fontes vegetais para bioprospec¢do de organismos produtores

de tanase.

Palavras chave: selecdo de micro-organismos, enzimas, taninos



ABSTRACT

The tannase is an enzyme characterized by the hydrolysis of esters and lateral connections
glucose hydrolysable tannins and gallic acid, is found in a range of plant species as well as in
the mucosa of the ruminant intestines of cattle, however, the main producers and most studies
focus on micro-organisms, such as filamentous fungi, yeasts and bacteria. This enzyme has
many applications such as production of gallic acid, used in the pharmaceutical industry,
production of instant teas, clarification of juices, beers and wine processing, pre-treatment of
animal feed, in the treatment of effluents from tannery and leather industry . Despite
numerous applications of tannase production is still considered a process of high
manufacturing cost, by going through a long period of biotechnological processes and the lack
of bodies that enable greater production. Knowledge of biodiversity and bioprospecting of
new bodies have become a major focus of the biotechnology era, since the use of these
organisms in the search for solutions in several areas such as in the food, health, environment
and industry is growing at an accelerated rate in view of this, the objective of the project is the
micro-organisms with potential for production of tannase from natural plant sources
bioprospecting. Organisms with potential production of tannase - bioprospecting of plant
sources such as bark acacia, banana, rice bran and tails, leaf yerba mate and quince for
isolating micro was performed. These samples were cleaned and incubated at 25 ° C on potato
agar for four days after the microorganisms have been isolated that have developed specific
Cezapek Dox medium and incubated bodies which showed the formation of inhibitory halo
are identified as producers of tannase . Seven manufacturers of tannase fungi were identified,

demonstrating the viability of plant sources for bioprospecting of tannase-producing.

Keywords: selection of micro-organisms, enzymes, tannins.
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1 INTRODUCAO

A tanase ou tanino acil hidrolise (E.C: 3.1.1.20), € uma enzima que se caracteriza pela
hidrolise de ésteres e ligacOes laterais de taninos hidrolisaveis produzindo glicose e &cido
galico (BANERJEEzet al., 2001). Esta enzima pode ser encontrada em uma gama de espécies
vegetais como das familias Choripetalae das dicotileddneas, dicotiledéneas herbaceas e
lenhosas (MELLO; SANTOS, 2001), no rumen dos ruminantes e intestino dos bovinos,
entretanto, os principais produtores e a grande maioria dos estudos concentram-se nos micro-
organismos, na sua grande maioria fungos filamentosos, leveduras e bactérias, uma vez que as
enzimas produzidas por estes organismos sdo mais estaveis do que aquelas produzidas por
outras fontes (BANERJEE et al., 2000).

Tanase possui uma série de aplicagbes industriais incluindo a producdo de acido
galico, utilizado na industria farmacéutica para producdo de drogas antibacterianas, producéao
de chas instantaneos, clarificacdo de sucos, cervejas e processamento de vinhos. A aplicacédo
da tanase em alimentos e bebidas contribui de maneira contundente no processo de remover
os efeitos indesejados dos taninos (BELUR et al.,2011).

Essa enzima ainda pode ser empregada no pré-tratamento de ragBes animais, no
tratamento de efluentes de curtume e na industria de couros, essa ampla utilizacdo se deve em
grande parte a estabilidade que esta enzima possui (MUKHERJEE; BANERJEE, 2006).

Os taninos sao classificados em dois tipos, hidrolisaveis e condensados, os taninos que
sofrem hidrolise por acdo da tanase, na qual sdo denominados taninos hidrolisaveis, sdo
caracterizados por apresentarem ligacdes esterasicas e depsidasica, além de serem compostos
toxicos e bacteriostaticos, no qual protegem as partes mais vulneraveis das plantas de ataques
de micro-organimos como fungos e bactérias (BELURet al.,2011). Ainda segundo Beluret
al.(2011), embora as propriedades antimicrobianas dos taninos, alguns fungos, leveduras e
bactérias sdo resistentes a acdo dos taninos, inclusive vindo a crescer e se desenvolver neles
(BHAT et al., 1998).

A tanase € uma enzima induzivel, ou seja, é produzida em maior quantidade na
presenca de &cido tanico ou do seu produto final, que é o &cido gélico (COSTA, 2012), ou
seja, a utilizacdo do acido tanico ou outro indutor como fonte carbono se torna fundamental

para que 0 micro-organismo produza a tanase, entretanto outras fontes de carbono até podem
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estar presentes no meio, mas a concentra¢do de cido tanico se torna fator predominante na
producéo da E.C: 3.1.1.20 (BATTESTIN, 2007).

Apesar de inimeras aplicacfes industriais da tanase, a sua produgdo ainda €
considerada um processo de alto custo industrial, por passar por um longos processos
biotecnologicos (BELUR et al., 2011), além do seu elevado custo de producdo, fatores com
matéria prima como fonte de substrato e micro-organismos que viabilizem uma producéo

continua séo percal¢os que ainda necessitam serem abolidos.

Uma das alternativas para contornar essa situacdo seria a utilizagdo de subprodutos
agricolas para servir de substrato para o crescimento de micro-oganismos, em face disso a
Regido da Campanha, na qual compreende municipios do sul do Rio Grande do Sul, entre
eles, Bagé. Estes municipios sdo caracterizados pela vasta producdo agroindustrial e
consequentemente pela geracdo de subprodutos agricolas, estes, possuem grande potencial de

servirem como substrato para a producéo de organismos que possam produzir a tanase.

Outro fator de extrema importancia é a selecdo de micro-organismos produtores de
tanase. O conhecimento da biodiversidade e bioprospec¢do de novos organismos tornaram-se
um dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a utilizacdo destes organismos na
busca de solucbes nas mais diversas areas como na de alimentos, salde, meio ambiente e

indUstria vem crescendo de forma acelerada no cenario mundial (DELABONA, 2011).

Tendo em vista do exposto acima, tem-se o objetivo de realizar a bioprospeccéo
micro-organismos com potencial para producdo de tanase a partir de fontes naturais vegetais,
para compor um banco de micro-organismos do Laboratério de Microbiologia e Toxicologia

de Alimentos da Universidade Federal do Pampa, Campus Bagé.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioprospecgao

O Brasil é reconhecido internacionalmente por ter uma biodiversidade extremamente
alta, sendo considerada a mais rica do planeta, no territério nacional ha duas regides
consideradas Hotspot, a Mata Atlantica e o Cerrado, este conceito criado pelo ecélogo
Norman Myers, para determinar as areas mais importantes para a preservacdo da
biodiversidade da Terra. Esta diversidade bioldgica tem sido extensivamente explorada desde
0s primordios da ocupacéo do territorio sul-americano, ha pelo menos 15.000 anos (FUSELLI
et al., 2003).

O homem sempre explorou os recursos naturais, utilizando-os para as mais diversas
finalidades primeiramente como alimento, protecdo entre outros. Essa utilizagdo se tornou
cada vez mais avancada surgindo desta maneira, por exemplo, muitos medicamentos,
inseticidas, cosméticos etc. Isso se deve ao fato do homem conseguir domesticar inUmeras
espécies, e com isso surgiu a probabilidade de um maior conhecimento e consequentemente a
possibilidade de utilizacdo, resultando incondicionalmente inclusive, na evolugdo de nossa
espécie. Com isso a bioprospeccdo € a mais antiga atividade humana ja registrada
(BERLINCK, 2012).

Contudo, o termo bioprospeccdo é relativamente novo, de acordo com Berlinck
(2012), ele foi descrito primeiramente em 1993, sendo descrito como “a exploragdo da
biodiversidade para a descoberta de recursos genéticos e substancias bioguimicas
comercialmente uteis” (LAIR, 2002).

No Brasil o termo bioprospecgdo foi definido conforme inciso VII, artigo 7° da
medida proviséria n°2186/2001, (Brasil, 2001), “bioprospec¢do é qualquer atividade
exploratéria que visa identificar componente do patriménio genético e informacdo sobre
conhecimento tradicional associado com potencial de uso comercial”. Ainda segundo Saccaro
Junior (2011), é a busca sistematica por organismos, genes, enzimas, CoOmpostos, processos e
patentes provenientes de seres vivos, que tenham potencial econdmico, e eventualmente,
levam ao desenvolvimento de um produto.

Estes sdo apenas alguns de muitos conceitos envolvendo o termo bioprospeccéo,
porém, vale ressaltar que o meio ambiente externo assim como as relagfes entre seres vivos

alteram suas relacdes e atitudes, este por consequéncia influencia de maneira significativa o
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metabolismo, e estas relagdes e resultados ainda n&o sdo contemplados pelo termo
bioprospeccéo.

Os micro-organismos sdo fundamentais para 0 meio ambiente, desempenhando
funcbes Unicas e cruciais como a manutencdo dos ecossistemas, atuando inclusive nos ciclos
biogeoquimicos assim como nas cadeias troficas (DELABONA, 2001), contudo, o
conhecimento sobre o padréo de biodiversidade dos micro-organismos sejam eles fungos e
bactérias ainda sdo escassos. Estima-se que o conhecimento da biodiversidade dos micro-
organismos nao ultrapasse os 10% (BURKE et al., 2011), no caso dos fungos, séo conhecidos
aproximadamente cerca de 5% a 15% da estimativa global que gira em torno de 100.000
espécies (KIRK et al., 2008), porém, estimativas propde que este numero seja de pelo menos
1,5 milhdes de espécies (HAWKSWORTH, 2006).

Como indicam os dados expostos acima, a probabilidade de um nimero bem maior de
fungos produtores da tanase se torna evidente, justificando desta maneira o acréscimo de
pesquisas que identifiguem mais organismos produtores desta enzima. S&o mdaltiplos outros
exemplos que confirmam o emprego dos recursos microbianos pelo homem, exposto sua
importancia de utilizacdo nos mais diversos campos, como na producdo de compostos
comerciais seja na induastria alimenticia, como por exemplo, em alimentos funcionais
denominados pré-bidticos e pré-bidticos, na inddstria farmacéutica, como no proprio caso da
tanase, que ao quebrar o tanino hidrolisavel em glicose e acido galico, este ultimo é utilizado
para a formulacdo de droga anti-malarica, e producdo de enzimas, importantissimos
catalisadores bioldgicos.

Essa exploracdo dos micro-organismos pela industria gera bilhdes de délares ao ano
(SANCHEZ, 2009). Em relagio ao valor dos micro-organismos, como cita Delabona (2001),
geralmente estes sdo avaliados de acordo com o potencial de aplicacdo direta nos processos
biotecnologicos, ou o valor de mercado dos produtos derivados (OLIVEIRA; SETTE;
FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006, SINGHANIA et al., 2010).

Tendo em vista os dados aqui descritos, a bioprospeccao se torna uma ferramenta de
extrema importancia e necessidade, para que novas pesquisas nas mais diversas areas possam

avancar ainda mais.

2.2 Taninos
O termo “tanino” remonta a antiguidade, segundo relatos foi introduzido por M.

Seguin em 1876, e foi 0 nome dado a infusdo de cascas de algumas arvores, na qual as peles



de animais eram tratadas para obtencdo de couros maleaveis e de grande durabilidade
(CARVALHO, 2011).

De origem vegetal os taninos sdo encontrados em uma grande gama de vegetais tanto
nas angiospermas como nas gimnospermas, principalmente em plantas lenhosas (MELLO;
SANTOS, 2001), sdo considerados compostos metabdlicos secundarios ou especiais das
plantas, exercem importantes fungbes no que diz respeito nas interacbes planta - meio
ambiente, agindo de diferentes maneiras, seja como antimicrobiano ou atuando como

fagoinibidores de seres que praticam herbivoria.

Os taninos sdo compostos fenolicos de grande interesse econdmico e ecoldgico,
apresentam solubilidade em agua e peso molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton,
possuindo a habilidade de formar complexos insolUveisem agua com proteinas, gelatinas e
alcal6ides (MELLO; SANTOS, 2001). Tais compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de
muitos frutos e produtos vegetais, devido a precipitacdo de glucoproteinas salivares, o que
ocasiona a perda do poder lubrificante (BRUNETON, 1991). Quimicamente os taninos sdo

classificados como condensados e hidrolisaveis.

2.2.3 Utilizacdo dos taninos

Inimeros estudos apontam a importancia e utilizacdo dos taninos nas mais diversas
areas, sejam na industria farmacéutica, no tratamento de efluentes, na industria alimenticia
entre outras. Castejon et al. (2011), aponta a importante acdo antibacteriana na reparagédo de
tecidos, regulacdo enzimatica e protéica, entre outros. Estes efeitos dependem da dose, tipo de
tanino ingerido e periodo de ingestdo. Atividades bactericidas e fungicidas ocorrem por trés
caracteristicas gerais comuns aos dois grupos de taninos: complexacdo com ions metalicos;
atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres; habilidade de complexar com outras
moléculas, principalmente proteinas e polissacarideos (MELLO; SANTOS, 2001).

Na area farmacéutica, os taninos sdo utilizados como antidotos em intoxicagdes
ocasionadas por metais pesados e alcaléides, como cicatrizante, hemostéatico, antidiarréicos,
antioxidantes, anti-sépticos (GUEDES, 2012). Ainda segundo Guedes (2012), a utilizagdo dos
taninos na industria quimica é ampla, como na fabricacdo de tintas, producdo de espumas de
uretano, juntamente com outros compostos ocorre a producdo de agentes floculantes e

coagulantes agindo no tratamento da agua.



2.2.4 Taninos condensados

Os taninos condensados, ou proantocianidinas, sdo encontrados em diversos vegetais,
principalmente em plantas lenhosas, e sdo mais vastamente distribuidos no reino vegetal que
0s taninos hidrolisaveis, também mais comuns na dieta humana do que o0s taninos
hidrolisaveis, e estdo presentes em concentracdes relativamente importantes em alguns frutos
(uvas, magés, etc.) e suas bebidas derivadas, no cacau e chocolate (SANTOS-BUELGA,
SCALBERT, 2000).

Essa classe de taninos é constituida de polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol,
como pode ser visualiza na Figura 1. As proantocianidinas sdo assim denominadas,
provavelmente pelo fato deapresentarem pigmentos avermelhados da classe das
antocianidinas, como cianidina e delfinidina (MELLO; SANTOS, 2001). Os flavonoides séo a
maior classe de polifendis, constituidos de dois anéis aromaticos ligados por um anel
heterociclico e podem ser divididos em subclasses como: flavondides, flavonas e flavanonas
(FARIA, 2005).

Figura 1 — Polimeros de flavan que constitui os taninos.

R = (flavan=3-ol)

Fonte: Lekha & Losane (1997).

Taninos condensados possuem estrutura quimica compacta e complexa, sdo resistente

a hidrolise, porem sollveis em solventes orgénicos aquosos, dependendo da estrutura



(BATTESTIN, 2007). Em virtude de suas estruturas quimicas, sem a presenca de ligagdes
éster e depsidica, as proantocianidinas ndo sdo susceptiveis a hidrélise pela enzima tanase
(PINTO, 2003).

2.2.5 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis estdo presentes nas familias Choripetalae das dicotileddneas,
dicotileddneas herbaceas e lenhosas (MELLO & SANTOS, 2001). Esses taninos sdo unidos
por ligacOes esterasicas (ligacdo entre o grupo anel aromatica e glicose) e depsidasica
(ligagdes entre anéis aromaticos), constituidos por poliésteres de acido galico e diferentes
carboidratos, sendo de imediato hidrolisado por acidos, bases e enzimas, como a tanase,

dando origem a aguUcares, alcodis e acidos carboxilicos fenolicos (MELO, 2008).

A unidade estrutural basica deste tipo de tanino € um poliol, usualmente glicose, com
grupos hidroxilas esterificados pelo acido galico ou pelo hexahidroxidifénico (BATTESTIN,

2007). Na Figura 2, pode ser visualizado a estrutura de um tanino hidrolisavel.

Figura 2 - Estrutura quimica de um tanino hidrolisavel.

HC
OH

OH
(lim,n=0,1.2 ou 3)

Fonte: Nakamura et al. (2003).



Esses taninos sendo hidrolisaveis por &cidos, bases e enzimas, como no caso da tanase,
sdo também divididos em suas unidades formadoras sendo classificados em galotaninos e

elagitaninos.

Galotaninos sdo os taninos hidrolisaveis mais simples em ocorréncia de sua estrutura
basica corresponde a um nucleo poliol ligado a moléculas de acido galico, compostos por
unidades de &cido galico unidas por ligagdes depsidicas entre elas, como se pode observar na
Figura 3. Segundo Clifford et al. (2000), esses taninos sdo considerados extremamente raros
na dieta humana. Esse tipo de tanino € comumente encontrado em pétalas de rosas vermelhas,
castanheiras, carvalhos, tara, amamélis, cravo e na maioria dos frutos como caqui e banana
(BENAVIDES, 2011), e atuam como um intermediario para a biossintese de taninos
hidrolisaveis mais complexos (CARVALHO, 2010).

Figura 3 - Ligacdo depsidica formada entre o grupo fendlico superior e 0 grupo
inferior de uma unidade de &cido galico.

aclcar

parte superlor
acldo galico
OH
(8]
OH -
LIGacao depsidiCa i o (o) —
parte Inferlor
acldo galico
H
© oH _|
OH

Fonte: Harvey (2001).

Ja os taninos denominados elagitaninos, oriundos do metabolismo secundario das
espécies dicotileddneas das angiospermas (QUIDEAU, 1996), sdo formados a partir dos
galotaninos, mais precisamente da pentagaloilglicose originando polifendis no qual os grupos
fenolicos utilizados s@o moléculas de acido hexahidroxidifénico que podem se desidratar

espontaneamente para formar sua dilactona estavel, o acido elagico (MELO, 2008).
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Segundo Castejon, (2011), na alimentagdo humana os elagitaninos séo encontrados
apenas em grupos restritos de alimentos tais como framboesa, morango, castanha, aveld, caju
e pistache. Estes taninos foram encontrados, também, em partes ndo comestiveis de plantas,
como as folhas. E possivel encontrar taninos elagicos em vinhos envelhecidos em barricas de
madeira de carvalho, como resultado da sua difusdo da madeira durante o estagio de producéo
em barricas (CLIFFORD et al., 2000).

2.3 Tanase

O primeiro relato envolvendo indicios da enzima tanase ou tanino acil hidrolase (E.C:
3.1.1.20), se deu no ano de 1786, quando Scheele observou a presenca de &cido galico em um
extrato aquoso de améndoas (KNUDSON, 1913). Ainda segundo Knudson (1913), a partir
desta descoberta, outro cientista chamado Robiquet, em 1837, suspeitou que um micro-
organismo liberasse acido galico durante o processo fermentativo, posteriormente Loraque em
(1841), considerou a producdo de acido galico a partir do &cido tanico atraves de um processo
fermentativo ou oxidativo (BELUR, et al.,2011). Em 1867, Van Teighem, finalmente
demonstrou que a formacdo do &cido galico era devido a acdo de fungos, um deles se tratava
do Penicillium glaucum e um novo organismo no qual denominou de Aspergillus niger
(KNUDSON, 1913).

Todavia, 0s primeiros ensaios extensos sobre as caracteristicas da tanase como
aplicacdes, mecanismo de reacdo, especificidade e fontes se deram no inicio do século XX.
Tais estudos ainda revelaram que a tanase é uma enzima induzivel a partir da fermentacdo em
estado solido por fungos filamentosos como Aspergillus e Penicillium (BELUR, et al., 2011).
Com o avancos desses estudos e pesquisas envolvendo producdo, e isolamento de organismos
produtores de tanase, assim como as aplicacdes, resultaram em um grande ndmero de
publicaces cientificas e patentes (AGUIAR, et al., 2007).

Estes estudos elucidaram entre outros fatores as propriedades da tanase, comprovando-
se a sua atuacdo sobre os taninos hidrolisaveis, decompondo-os e produzindo a partir disso,

acido galico e glicose.

Até o fim da década de setenta acreditava-se que somente os fungos tinham a
capacidade de produzir a enzima tanase, porém, no inicio dos anos oitenta constatou-se que
algumas bacterias também produziam a enzima em questdo (DECHAMPS et al., 1983), mais

tarde houve a constatacdo de que alguns animais ruminantes também tinham a capacidade de



produzir a tanase (LEKHA; LOSANE, 1997). No caso dos animais, pesquisas posteriores
indicaram que os micro-organismos colonizadores desses animais sdo 0s produtores reais, e
ndo os animais (BELUR, et al., 2011).

Em um estudo realizado em 2011 pelos pesquisadores Belur e Mugeraya (2011),
apontaram 35 fungos filamentosos, a maioria dos géneros Aspergillus e Penicillium
produtores de tanase, além de listarem 32 isolados de estirpes de bactérias e quatro espécies
de leveduras produtores de tanase.

Ainda na década de setenta teve inicio a concessdo de diversas patentes a respeito do
potencial de aplicacdo da tanase na industria de alimentos e bebidas, sendo que algumas
aplicacOes ja sdo exploradas comercialmente, devido ao elevado custo da enzima (VAN DE
GEMAAT; PYLE, 2006), empresas como a Biocon (india), Kikkoman (Japdo) e AAS
Specilaenzyme Gmbh (Alemanha) ja produzem em escala comercial a tanase (BELMARES et
al., 2004), além de ja existirem inimeras publicac@es referenciando a producéo e aplicacdo da

tanase bem como a bioprospeccao de organismos produtores da enzima.

Com a intensificacdo dos estudos, logo se reconheceu a producdo de &cido galico a
partir de materiais que continham tanino (BELUR, et al., 2011). Toth e Barsony (1943)
demonstraram que a producdo do acido galico era proveniente da atividade esterasica e
depsidasica.

Enzimas sdo catalisadores orgénicos produzidos por células vivas, que participam das
reacbes quimicas nos processos vitais. Estas moléculas sdo capazes de atuar em todas as
principais macromoléculas bioldgicas, como as proteinas, carboidratos, lipidios e &cidos
nucléicos, assim como em moléculas menores, como 0s aminoacidos, 0s agucares e as
vitaminas (SOUZA et al., 2001).

A tanase é uma enzima do tipo hidrolase, pois se caracteriza pela acdo hidrolitica em
complexos polifendlicos, tendo a capacidade de hidrolisar ligacdes éster e ligacGes depsidicas
em substratos como acido tanico, epicatequinagalato, epigalocatequinagalato, &cido
clorogénico entre outros (BATTESTIN, 2007). Esta enzima pode ser encontrada em uma
gama de espécies vegetais como das familias Choripetalae das dicotiledoneas, dicotileddneas
herbaceas e lenhosas (MELLO & SANTOS, 2001), embora o0s taninos apresentem
propriedades antimicrobianas, muitos fungos filamentosos, bactérias e leveduras séo bastante

resistentes a taninos, podendo crescer e a desenvolver-se neles (BATH et al. 1998). Embora a



tanase possa ser encontrada na mucosa dos ruminantes e intestino dos bovinos, os principais
produtores e a grande maioria dos estudos concentram-se nos micro-organismos, na sua
grande maioria fungos filamentosos, leveduras e bactérias, uma vez que as enzimas
produzidas por estes organismos sdo mais estaveis do que aquelas produzidas de outra
maneira (BANERJEE et al., 2000).

Como os taninos fazem parte do sistema de defesa, sendo um composto de origem
secundaria nas plantas, Pinto et al. (2005), consideram que a producdo de tanase também é
considerada como parte do contra-ataque microbiano. A atuacdo da tanase se da quando
ocorre a invasdo da planta hospedeira, por parte da hidrolise dos compostos fendlicos, que
ocorrem em tecidos vivos ou em decomposi¢cdo, mais precisamente nos taninos hidrolisaveis
(SCALBERT, 1991). Pesquisas desenvolvidas por Lekha e Losane (1997), assinalam que
micro-organismos que habitam o solo e sdo produtores de tanase, desempenham um papel
ativo na decomposicdo e reciclagem de materiais organicos ricos em taninos, sendo assim,
estas especies de micro-organismos apresentam uma vantagem competitiva frente a
determinados habitats (PINTO et al., 2005).

Tanase é uma enzima ligada & membrana (intracelular) ou extracelular (GOUVEIA et
al., 2012), induzivel, produzida na presenca de acido tanico, que catalisa a hidrolise de
ligacGes éster e depsidicas em taninos hidrolisaveis, produzindo glicose e &cido galico
(DESCHAMPS et al., 1983). A inducdo se da pela presenca do &cido tanico como fonte
principal de carbono,apesar de outras fontes de carbono, a concentracdo de acido tanico
constitui um fator preponderante na producao de tanase (BATTESTIN, 2007).

A tanase aplica-se sobre os taninos hidrolisaveis decompondo-o0s. Beverini e Metche
(1990), conseguiram isolar duas isoformas de tanase fungica, denominadas | e Il. A tanase
denominada | apresenta atividade sobre a ligacdo éster (entre o grupo anel aromatico e residuo
de glicose) enquanto a Il atua na ligacdo depsidica (entre os anéis aromaticos), conforme
Battestin (2007). Entretanto estudos realizados por Haslam e Stragroom (1996), indicam que a
proporcao entre as duas atividades pode variar de acordo com as condigdes de cultivo, assim

como as duas isoformas podem ser responsaveis pelas duas atividades.

Em relagdo ao pH 6timo da enzima, se apresenta na faixa de 5,5 - 6,5, porém apresenta
estabilidade na faixa de 3,5 a 8,0, com temperatura de estabilidade entre 30°C a 70°C, com
faixa otima de 30°C a 50°C, e massa molecular entre 70kDa e 300kDa (BATTESTIN, 2007).



Tais fatores estdo intrinsecamente relacionados com as condigOes de cultivo empregado, bem

como a linhagem utilizada para a producéo da tanase.

Abaixo, a Figura 4, demonstra a reacdo da enzima tanase (EC 3.1.1.20) sobre 0 &cido
tanico, no qual origina &cido galico e glicose, os dois outros radicais sdo dois ésteres galoil e
digaloil.

Figura 4 - Hidrolise do &cido tanico pela tanase.

COOH

CH,OR, CH,OH
EC 3.1.1.20
1 1
OR} OR, 9 + OH OH
OR, o o OH
OH
Acido Tanico Acido Galico Glicose

Fonte: Aguilar et al., 1999

2.3.1 AplicacGes da tanase
Apesar das inimeras aplicacdes da tanase nas mais diversas areas, sua utilizacdo ainda

é bastante restrita devido basicamente, ao alto custo de produg&o.

Essa enzima possui uma série de aplicagdes industriais incluindo a producdo de acido
galico, no qual é utilizado pela industria farmacéutica na producdo de drogas antibacterianas e
também na fabricacdo de uma droga com efeito antimalarico denominado trimetropina, na
producdo de chas instantaneos, clarificacdo de sucos, cervejas e processamento de vinhos na
indlstria de alimentos. Essa enzima pode ser usada também no pré-tratamento de ragdes
animais e no tratamento de efluentes de curtume da industria de couros (MUKHERJEE;
BANERJEE, 2006).

A seguir estdo descritas algumas aplicagdes da enzima tanase.



l. Producdo de &cido galico: a principal utilizacdo do acido gélico é direcionada a
indlstria farmacéutica, seu uso se da na sintese de trimetropina, um antibacteriano
normalmente utilizado juntamente com sulfonamida, as duas substancias juntas apresentam
um amplo espectro de acdo (PINTO et al., 2005), sendo bastante comum no tratamento da
malaria.

Il. Clarificacdo de sucos: a aplicacdo industrial da tanase em alimentos e bebidas
contribui para remover os efeitos indesejados dos taninos, como a adstringéncia, além de atuar
na diminuicdo da turbidez de alguns sucos de frutas e bebidas geladas a base de café,
conforme Lekha e Losane (1994) o uso desta enzima atua na remocao de compostos fenolicos
que se fazem presentes no material vegetal, a fim de evitar a complexagdo e precipitacéo.

I Estabilizacdo de vinhos: assim como na utilizacdo de sucos de frutas, a tanase tem
sido empregada na fabricacdo de vinhos para a remocdo dos compostos fenolicos,
assim fornece estabilizacdo e incrementa a qualidade dos vinhos (LEKHA,;
LOSANE, 1997). A coloracdo dos vinhos se deve a cerca de 50% a presenca de
taninos, e sua oxidacdo pode gerar quinonas, podendo causar turbidez indesejada o
que afeta consequentemente a qualidade da bebida. A tanase age na reducdo da
turbidez, pois evita a oxidagdo dos taninos.

IV.  Fabricagdo de chas instantdneos: o cha é considerado uma das bebidas mais

consumidas em todo o mundo, isso se deve a seus padres de aroma, sabor e efeitos
medicinais (KHOKHAR; MAGNUSDOTTIR, 2002). Um dos principais problemas
envolvendo chds instantaneos ¢ a formagao de um “creme” (precipitado insoltivel em
agua na qual se forma naturalmente em bebidas a base de cha a 4°C ou temperaturas
inferiores). Este creme é um complexo de polifendis poliméricos presentes nos chas.
Na preparacdo do cha instantdneo pelo método convencional, o extrato solivel em
agua quente é resfriado sob agitacdo e posteriormente centrifugado para a remocao
do creme, este usualmente é descartado, representando uma perda consideravel no
que diz respeito aos componentes do sabor (PINTO et al., 2005).
Muitos consumidores evitam a utilizacdo de p6 de chas instantaneos justamente pela
perda de sabor ou mesmo por considerar uma bebida com qualidade inferior
(BELETINE et al., 2002), pois 0 método quimico para a solubilizagdo do creme
envolve a utilizagdo de sulfito, oxigénio molecular e substancias alcalinas (SMITH,
1968; SANDERSON et al., 1974; LEKHA; LOSANE, 1997).

A implementacdo da tanase no processamento de fabricacdo do cha promove a

reducdo da turbidez assim como aumenta a extracdo de compostos fendlicos e de volateis



fazendo com que a bebida final (seja ela quente ou fria) apresente uma qualidade superior &
obtida pelo método tradicional (TAKINO, 1976; TSAI, 1987). A utilizacdo da enzima na

manufatura de chas instantaneos apresenta uma reducao de até 82% no teor de solidos nédo-

solaveis, conforme pesquisas realizadas por Lekha e Losane (1997).

V.

VI.

VII.

VIII.

Fabricacdo de cerveja: como descrito anteriormente, a tanase pode ser empregada
para diminuir a turbidez em bebidas que contenham compostos fendlicos, assim, o
desenvolvimento da turbidez da cerveja durante a estocagem assim como a
descoloracdo podem ser evitados com a hidrélise dos polifendis do malte com a
utilizacdo da tanase (LEKHA; LOSANE, 1997).

Tratamento de efluentes: no tratamento de efluentes oriundos do processamento de
couro e acido tanico, esses afluentes possuem uma grande quantidade de taninos,
principalmente polifendis, que sdo poluentes considerados perigosos e de
altoimpacto ao meio ambiente além de ser nocivo a salde. O uso da tanase com o
objetivo de decompor os taninos constitui-se um tratamento de reduzido custo e alta
eficacia na remocdo destes compostos (BATTESTIN, 2007).

Detanificacdo de alimentos e racdes animais: 0 emprego de enzimas em racles €
comumente utilizado para possibilitar um aumento na assimilagdo dos nutrientes
contidos na formulacdo de racgdes, facilitando a digestibilidade de componentes na
qual o animal ndo digeriria facilmente. Os efeitos antinutricionais dos taninos sao
muito bem conhecidos, como reducdo da digestibilidade de proteinas, carboidratos e
sais minerais, assim como promover a diminuicdo da atividade de enzimas
digestivas, podendo causar danos a mucosa do sistema digestivo além da causar
efeitos toxicos sisttmicos (SREERAMA et al., 2010). A utilizacdo da tanase para
reduzir de maneira significativa os efeitos antinutricionais dos taninos, tanto nas
racGes animais como na propria alimenta¢do humana traz beneficios como aumento
da digestibilidade e consequentemente facilitando a assimilagdo do alimento, como
Lekha e Losane (1997) descreveram, pois a tanase age hidrolisando os polifendis,
assim evitando a polimerizacdo indesejada (BATTESTIN, 2007).

Producéo de antioxidantes:a oxidacgdo dos alimentos constitui uma preocupagao tanto
para a inddstria alimenticia como para os consumidores. Os metodos mais difundidos
e empregados para se evitar a oxidacdo lipidica, por exemplo, é 0 uso de
antioxidantes sintéticos, no qual é bastante utilizado para estabilizar 6leos de fritura,
gorduras, flocos de batata, emulsbes carneas, cereais pré-cozidos, produtos de

panificacdo, leite de soja, produtos de frango, pizza congelada, queijos e alimentos
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para animais (MAI et al., 1990). Poucos sdo 0s compostos sintéticos permitidos para
0 consumo humano como o BHT (butilhidroxitolueno) o PG (propilgalato), porém,
mesmo 0s antioxidantes permitidos pela legislacdo, estdo sendo examinados por
agencias reguladoras (PINTO et al., 2005), em contra partida os antioxidantes de
fontes naturais tem recebido mais atengdo, com pesquisas aumentando de maneira
expressiva. O acréscimo da tanase nas mais diferentes etapas do processo faz com
gue aumente a caracteristica antioxidante em razdo da maior liberacdo do &cido
galico nos extratos (PINTO et al., 2005). Ainda segundo Pinto et al. (2005), os
estratos sdo incorporados em proporcdes variadas, de acordo com o tipo de alimento

suscetivel a oxidacéo lipidica.

2.3.2 Fontes de tanase

A tanase pode ser encontrada em uma gama de espécies vegetais como das familias
Choripetalae das dicotileddneas, dicotiledéneas herbaceas e lenhosas (MELLO & SANTOS,
2001), embora os taninos apresentando propriedades antimicrobianas, muitos fungos,
bactérias e leveduras sdo bastante resistentes a taninos, podendo crescer e a desenvolver-se
neles (BATH et al., 1998). Embora a tanase possa ser localizada na mucosa dos ruminantes e
intestino dos bovinos, os principais produtores e a grande maioria dos estudos concentram-se
nos micro-organismos, na sua grande maioria fungos filamentosos, leveduras e bactérias, uma
vez que as enzimas produzidas por estes organismos sdo mais estaveis do que aquelas
produzidas de outra maneira (BANERJEE et al., 2000).

A producdo e aplicacBes de tanase tém sido extensivamente estudadas, investigacGes
relacionadas com a estirpe, isolamento de micro-organismos melhora no desenvolvimento do
processo e as aplicacbes de tanase resultaram em um grande nimero de publicacdes
cientificas e patentes (AGULIAR et al., 2007).

Embora a tanase possa estar presente em uma gama de plantas, animais e micro-
organismos, ela é produzida principalmente por este ultimo, como se pode verificar na Tabela
1.

Quanto a producdo de tanase e aplicagdo, os fungos filamentosos do género
Aspergillus e bactérias do género Bacillus tém sido amplamente utilizados para produgédo
desta enzima (MONDAL et al., 20014, b,. PINTO et al., 2001).
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A Tabela 1 apresenta os micro-organismos produtores de tanase, sendo eles de fontes
fungicas e bacteriana.

Tabela 1 - Micro-organismos produtores de tanase.

Micro-organismos

Micro-organismo (fungos filamentosos) Referéncia

Aspergillus niger

Aspergillus japonicus
Aspergillus gallonyces
Aspergillus awamori
Aspergillus fumigatus
Aspergillus versicolor
Aspergillusf lavus
Aspergillus caespitosum
Aspergillus oryzae
Aspergillus aculeatus
Aspergillus aureus
Aspergillus fischeri
Aspergillus rugulosus
Aspergillus terreus
Aspergillus foetidus
Penicillium notatum
Penicillium islandicum
Penicillium chrysogenum
Penicillium digitatum
Penicillium acrellanum
Penicillium carylophilum
Penicillium citrinum
Penicillium charlessi
Penicillium variable
Penicillium glaucum
Penicillium crustosum
Penicillium restrictum
Penicillium glabrum

Trichoderm aviride

Bradoo et al. (1996); Rana and Bhat (2005); Cruz-
Hernandez et al. (2006); Trevifio-Cueto et
al.(2007); Murugan et al. (2007)

Bradoo et al. (1997)

Belmares et al. (2004)

Bradooet al. (1996); Mahapatra et al. (2005)
Batra and Saxena (2005)

Batra and Saxena (2005)

Yamada et al. (1968); Batra and Saxena (2005)
Batra and Saxena (2005)

Bradoo et al. (1996)

Banerjeeet al. (2001)

Bajpaiand Patil (1997)

Bajpaiand Patil (1997)

Bradooet al. (1996)

Bajpai and Patil (1997)

Banerjee et al. (2005)

Ganga et al. (1977)

Ganga et al. (1977)

Bradooet al. (1996)

Bradooet al. (1996)

Bradooet al. (1996)

Bradooet al. (1996)

Bradooet al. (1996)

Bradoo et al. (1996); Batra and Saxena (2005)
Batra and Saxena (2005)

Lekha and Lonsane (1997)

Batra and Saxena (2005)

Batra and Saxena (2005)

Van de Lagemaat and Pyle (2005)

Bradoo et al. (1996)



Trichoderm ahamatum
Trichoderm aharzianum
Fusarium solani
Fusarium oxysporium

Mucor sp.
Paecilomyces variotii

Rhizopus oryzae
Cryphonectria parasitica
Heliocostylum sp.
Cunnighamella sp.
Syncephalastrum racemosum

Neurospora crassa
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Bradoo et al. (1996)

Bradoo et al. (1996)

Bradoo et al. (1996)

Bradoo et al. (1996)

Belmares et al. (2004)

Mahendran et al. (2005); Battestin and Alves-
Macedo (2007)

Hadi et al. (1994); Purohit et al. (2006)
Farias et al. (1994)

Bradoo et al. (1996)

Bradoo et al. (1996)

Bradooet al. (1996)

Bradooet al. (1996)

Micro-organismo (bactérias)

Referéncia

Achromobacter sp
Bacillus cereus

Bacillus lichiniformis
Bacillus polymyxa
Bacillus pumilus

Bacillus thuramgiences BN2
Citrobacter freundii
Citrobacter freundii
Corynebacterium sp.
Enterococcus faecalis
Klebsilla planticola
Klebsilla pneumoniae
Lactobacillus acidilactici
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus animalis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus murinus
Lactobacillus paraplantarum

Lactobacillus pentosaceus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus sp. ASR-S1
Leuconostoc fallax

Leuconostoc mesenteroides

Lewis and Starkey (1969)

Mondal et al. (2001b)

Mondal et al. (2000)

Deschamps et al. (1983)

Deschamps et al. (1983)

Belur et al. (2009)

Belmares et al. (2004)

Kumar et al. (1999)

Deschamps et al. (1983)

Goel et al. (2005)

Deschamps et al. (1983)

Deschamps et al. (1983)

Nishitani et al. (2004)

Nishitani et al. (2004); Sabu et al. (2006)
Nishitani et al. (2004)

Guzman-Lopez et al (2009)

Guzman-Lopez et al (2009)

Nishitani et al. (2004)

Nishitani and Osawa (2003); Nishitani et al.
(2004)

Nishitani et al. (2004)

Nishitani et al. (2004); Kostinek et al. (2007)
Ayed and Hamdi (2002); Kostinek et al. (2007)
Sabu et al. (2006)

Kostinek et al. (2007)

Kostinek et al. (2007



Microbacterium terregens
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Providencia rettgeri
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas solanaceanum
Selenomona sruminantium
Serratia ficaria

Serratia marcescens
Streptococcus bovis
Streptococcus gallolyticus
Weissella confusa

Weissella paramesenteroides
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Belur et al. (2010a)
Nishitani et al. (2004)
Nishitani et al. (2004)
Belur et al. (2010a)
Sewal et al. (2010)
Deschamps et al. (1983)
Belmares et al. (2004)
Belur et al. (2010a)
Belur et al. (2010a)
Belmares et al. (2004)
Sasaki et al. (2005)
Guzman-Lopez et al (2009)
Kostineket al. (2007)

Micro-organismo (leveduras)

Referéncia

Candida sp.
Saccharomyces cerevisiae
Mycotorula japonica
Pichia spp.

Debaryomyces hansenii

Aoki et al. (1976)
Zhong et al. (2004)
Belmares et al. (2004)
Deschamps et al. (1983)
Deschamps et al. (1983)

Fonte: Belur et al. (2011), Aguilar et al. (2007).

Como se pode constatar na Tabela 1, até o presente momento foram identificadas

cerca de 41 fontes de tanase de fungos filamentosos, 38 de bactérias e 5 de leveduras. Estes

nimeros indicam atualmente aquantidade de organismos produtores da acil hidrélise (E.C:

3.1.1.20), porém este numero pode estar muito aquém do verdadeiro nimero de micro-

organismos produtores de tanase, uma vez que as espécies conhecidas de fungos, bactérias e

leveduras giram em torno de centenas de milhares, condizendo com a necessidade de mais

estudos nesta area.



3. Metodologia

3.1. Selecéo das fontes vegetais
Todas as fases do projeto foram realizadas no Laboratério de Microbiologia e

Toxicologia de Alimentos da Universidade Federal do Pampa, Campus Bagé.

A primeira etapa para a bioprospecgéo foi a escolha das fontes vegetais, no qual se deu
de maneira aleatéria e de acordo com a disponibilidade das mesmas.

Para a selecdo dos micro-organismos foram escolhidas fontes vegetais como cascas,
ramos e frutos onde podem ser localizados naturalmente organismos com potencial para
produzir a enzima, como fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Neste projeto foram
utilizadas cascas de Acacia sp. (acacia), Carya illinoensis (noz pecd), Musa sp. (banana)
madura, ramos e frutos de Olea sp. (oliveira), folhas de llex paraguaensis (erva-mate) e
cascas e farelo de Oryza sp.(arroz), frutos de Cydonia oblonga (marmelo), florescéncia de

Achyrocline satureioides (macela) e borra de suco de uva.

Primeiramente foi realizada a assepsia do material organico visando diminuir a sua
microbiota. A técnica incidiu em uma série de lavagens conforme protocolo descrito por Neto

et al. (2002), conforme fluxograma a seguir.

Figura 5 - Fluxograma da primeira etapa, higienizacdo da amostras.

Depositar as amostras em uma solucéo de
etanol 70% por 60 segundos

Imergir as amostras em uma solugdo de
hipoclorito de sédio a 3% por 180 segundos

etanol 70% por mais 30 seaundos

Enxaguar as amostras com &gua destilada
estéril

Secagem das amostras com papel filtro estéril

|
{ Novamente lavar as amostras em solucéo de
Fonte: autor {
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3.2 Bioprospeccao de micro-organismos produtores de tanase

Apds o processo de assepsia, as amostras foram depositadas em placas de petri
contendo &gar batata dextrose no qual foram acrescentados &cidos nalidixico e ampicilina, 2,5
mL de cada. Todo o material utilizado foi devidamente esterilizado em autoclave por 15 min a
121°C.

As amostras foram incubadas em estufa bacteriologica a 25°C por um periodo de 4
dias. Esta primeira etapa foi designada como 1° selecdo, pois o objetivo desta fase foi de

selecionar micro-organismos presentes nas amostras vegetais.

Apbds a primeira selecdo, 0s micro-organismos que se desenvolveram foram
transferidos para outro substrato contendo (g/L): glicose 30, nitrato de sddio 2, fosfato de
potéssio bibasico 1, sulfato de magnésio 0,5, cloreto de potassio 0,5, sulfato ferroso 0,01, agar
15, e &cido tanico 1% as amostras forma incubadas em estufa bacterioldgica por 4 dias a
25°C. Todo o material utilizado foi devidamente esterilizado em autoclave por 15 min a
121°C com excecdo do acido tanico no qual foi esterilizado por filtracdo utilizando membrana
de 47 mm de diametro e 0,22 um de porosidade.

Esta etapa se denominou como sendo a 2° selecédo, cuja finalidade foi de realizar a
triagem do micro-organismo com maior potencial para produzir a enzima de interesse, no

caso a tanase.

O método utilizado para selecdo do micro-organismo produtor de tanase seguiu o
ensaio sugerido por Bradoo et al. (1996), que apresenta uma rapida resposta na identificacao

do organismo produtor de tanase, através da formacao de halo de degradacéo do &cido tanico.

A metodologia de selecdo dos micro-organismos com potencial para producdo da

enzima tanase esta representada de forma resumida como ilustra a Figura 6.

29



30

Figura 6, metodologia para selecdo dos micro-organismos.

FNiAni7AnS Etanol 70% e
Higienizacao
[ g ¢ hipoclorito de sédio 3% }
[ 1° Selegao }—‘ Crescimento dos micro-organismos Meio agar batata dextrose
Condicoes: 25°C por 4 dias

produtores de tanase

[ 2° Selecdo Selecéo de micro-organismos Meio agar seletivo Cezapek Dox
suplementado com acido tanico

Segundo ensaio de
BRADOO et al. (1996)

Formagcé&o de halo de
degradacéo

Positivo Negativo
[ Vo N

Banco de micro- [ Descarte ]
organismos do
LM.T.A

Fonte: autor



Os organismos selecionados foram posteriormente acondicionados sob-refrigeragdo
em agar batata dextrose inclinado, em seguida foi acrescentado 6leo mineral a fim de diminuir
0 metabolismo dos micro-organismos. Todos 0s micro-organismos selecionados estdo
compondo o banco de micro-organismos do Laboratério de Microbiologia e Toxicologia de

Alimentos, da Universidade Federal do Pampa, Campus Bage, Rio Grande do Sul.
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4. Resultados e discussao

Foram utilizadas para a realizagdo deste projeto as seguintes fontes vegetais: cascas de
Acacia sp. (acécia), Carya illinoensis (noz pecd), Musa sp. (banana), ramos e frutos de Olea
sp. (oliveira), folhas de llex paraguaensis (erva-mate) e cascas e farelo de Oryza sp.(arroz),
frutos de Cydonia oblonga (marmelo), florescéncia de Achyrocline satureioides (macela) e

borra de suco de uva.

O processo de bioprospeccgdo, apos a escolha das fontes vegetais, foi dividido em 1°

selecéo e 2° selecéo.

A primeira selecdo incidiu no emprego das fontes vegetais em &gar batata dextrose,
para que ocorresse 0 desenvolvimento de micro-organismos existentes naturalmente nas
referidas fontes. Como se pode observar na Figura 7, no qual foram incubadas ramos e folhas

de oliveira.

Figura 7 - Representa a 1° selecdo com ramos de oliveira em agar batata dextrose, com

crescimento fangico.

Fonte: autor

Logo apos a 1° selecdo, os micro-organismos que se desenvolveram foram removidos
e acondicionados em meio especifico Cezapeck Dox, a fim de verificar o potencial dos micro-

organismos para a producédo da enzima.
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A constatacdo da producdo da tanase, por parte do micro-organismo, é verificada
quando ocorre a formacdo de um halo ao seu redor, isso se deve a degradacéo do cido tanico

como Unica fonte de carbono, no qual pode se identificar de acordo com a Figura 8.

Figura 8 — Placas de Petri contendo colbnias desenvolvidas a partir da 2° selecdo, e

constatacdo de halo ao redor de um fungo (indicado pela seta).

4‘. 7 j
Fonte: autor.

A Figura 8 proporciona a visualiza¢do da incubacdo de ramos de oliveira e cascas de

noz pecd. O micro-organismo que apresentou halo foi oriundo de cascas de noz peca.

No total foram analisadas 56 amostras, de 11 fontes vegetais distintas, como a Tabela

2 ilustra:

Tabela 2 - Representa as fontes e respectivas amostras.

Fonte Numero de amostras
Acacia sp.(acécia) - cascas
Carya illinoensis (noz pecd) - cascas
Musa sp.(banana) - cascas
Olea sp.(oliveira) - ramos
Olea sp.(oliveira) - frutos
llex paraguaensis (erva-mate) - folhas
Oryza sp.(arroz) - cascas
Oryza sp.(arroz) - farelo
Cydonia oblonga (marmelo) - frutos
Achyrocline satureioide s(macela) - florescéncia
Borra de suco de uva
Total
Fonte: autor
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A quantidade de micro-organismos isolados das amostras ndo apresentou 0 mesmo

namero em relagéo as fontes analisadas, devido a disponibilidade das mesmas.

Do total de amostras, foram selecionados 7 micro-organismos com potencial para
producdo da enzima E.C: 3.1.1.20. Destes, a fonte que mais apresentou micro-organismos de
interesse para producdo da tanase foram as folhas de erva mate (llex paraguaensis) com trés
micro-organismos selecionados, seguido de cascas de acacia (Acacia sp.) com dois, e tanto 0s
frutos de azeitona (Olea sp.) quanto casca de noz peca (Carya illinoensis) ambos
apresentaram um micro-organismos cada, com potencial para producdo da enzima, como se
verifica na Tabela 3.

Tabela 3 - Fontes vegetais que apresentaram micro-organismos com potencial para
producdo de tanase.
Numero de isolados com potencial para
producdo de tanase

Fonte vegetal

Ilex paraguaensis (erva-mate) — folhas
Acacia sp.(acécia) — cascas
Olea sp.(oliveira) — frutos
Carya illinoensis (noz pecd) — cascas
Total

Fonte: autor

UL S OV)

De todos os micro-organismos selecionados com potencial para producdo da enzima
tanase, todos os 7 possuem caracteristicas de fungos filamentosos. Como descrito
anteriormente, a selecdo dos micro-organismos com potencial para producao de tanase, seguiu
0 ensaio proposto por Bradoo et al. (1996), indicando que aquele organismo que produz um
halo ao seu redor é caracterizado como provavel produtor da enzima. O halo € resultado da
degradacdo do &cido tanico, sendo este a Unica fonte de carbono, como podemos verificar na
Figura 9.

Figura 9 - Fungo filamentoso com formacéo de halo de degradacéo, oriundo de uma

amostra de noz pecé.

Fonte: autor
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Ainda segundo Bradoo et al. (1996), o tamanho do halo produzido pelo micro-
organismo tem co-relagdo com a quantidade de producéo da enzima tanase pelo mesmo.

N&o foi isolado nenhum micro-organismo com potencial para produzir tanase das
fontes de Musa sp.(banana) ramos de Olea sp.(oliveira), cascas e farelo de Oryza sp.(arroz),
frutos de Cydonia oblonga (marmelo), florescéncia de Achyrocline satureioides (macela) e
borra de suco de uva.

Soares, Ishimoto, Batestin (2013) isolaram e testaram 30 linhagens fangicas, isoladas
de diferentes fontes naturais como solo, madeiras, cascas e folhas de arvores, quanto a
producdo da enzima tanase. Estes autores observaram que 27% das linhagens fungicas
produziram a enzima tanase, 56% dos fungos nédo sintetizaram a enzima e 17% dos fungos
foram inibidos na etapa de pré-inoculacdo, quando se utilizou o meio PDA com 0,2% (p/v) de
acido tanico, comprovando o efeito de inibicdo que os taninos podem exercer sobre o
crescimento de micro-organismos.

Os micro-organismos selecionados com potencial para produzir a tanase foram
acondicionados sob refrigeracdo, em torno de 4°C, em agar batata dextrose inclinado, com
cobertura de 6leo mineral. Todos os isolados estdo em duplicata, e estdo compondo o banco
de micro-organismos do Laboratério de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos da
Universidade Federal do Pampa, Campus Bagé, com o intuito de futuras pesquisas que irdo
identificar os micro-organismos selecionados assim como a producdo e verificacdo da

atividade da enzima tanase.

Na Figura 10, pode-se visualizar os fungos filamentosos com potencial para producéo

de tanase.

Figura 10— Micro-organismos com potencial para produzir tanase.

Fonte: autor
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A maior parte dos estudos envolvendo a tanase seja como fonte, producgéo,
estabilizacdo envolve a utilizacdo de micro-organismos de bancos de referéncia, o que torna o
processo de informacdo um tanto restrito a estas instituicdes de pesquisa. Com isso a
construcdo de um banco de micro-organismo com potencial para a producdo da tanase se
apresenta como a uma alternativa promissora para que mais estudos sejam realizados, nos
mais diversos campos sejam na escolha da fonte que maior produz a enzima, seja no estudo da
estabilizacdo assim como um substrato que facilite a sua producdo e na identificacdo dos

micro-organismos.
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5. Considerac0es finais

Apesar de o termo bioprospeccéo ter recebido atencdo recentemente, a atividade em si
é tdo ou mais antiga quanto a prépria existéncia humana, este tipo de atividade nos
proporcionou inimeras informagfes e avangos nas mais diversas areas do conhecimento
humano. No caso da biotecnologia, area do conhecimento humano que abrange a utilizacdo de
organismos vivos e/ou produtos do seu metabolismo, nos mais diversos processos, sejam eles
na industria alimenticia, farmacéutica, quimicas entre outras, o emprego principalmente de
micro-organismos assim como 0s metabdlitos produzidos por estes, principalmente o uso de
enzimas, tem se destacado.

A partir disso a bioprospeccdo de micro-organismos que tenham potencial para a
producdo da tanase, enzima considerada de extrema importancia, uma vez que possui
inimeras aplicacBes e que a principal fonte produtora é inclusive, 0s micro-organismos, se
tornou de extremo interesse.

A escolha da utilizacdo de fontes naturais vegetais para a selecdo de micro-organismos
com potencial para produzir a tanase se mostrou promissor, uma vez que foram isolados 7
micro-organismos, todos eles com caracteristicas de fungos filamentosos, corroborando com
0s inumeros trabalhos ja realizados.

Com os resultados apresentados, tem-se uma premissa para estudos mais avancados a

partir dos micro-organismos ja selecionados com potencial para produzir a enzima tanase.
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