
UNIVERSIDADE CATÓLICA DE PERNAMBUCO 

PRÓ-REITORIA DE PÓS-GRADUAÇÃO E PESQUISA 

   MESTRADO EM DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS AMBIENTAIS 

 

 

 

 

José Bezerra de Paiva 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO DE TANASE POR CUNNINGHAMELLA ECHINULATA UCP 

1305 ATRAVÉS DE FERMENTAÇÃO SUBMERSA UTILIZANDO MEIOS 

ALTERNATIVOS CONTENDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2019 



José Bezerra de Paiva 

 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO DE TANASE POR CUNNINGHAMELLA ECHINULATA UCP 

1305 ATRAVÉS DE FERMENTAÇÃO SUBMERSA UTILIZANDO MEIOS 

ALTERNATIVOS CONTENDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Alves da Silva 

 

 

 

Recife 

2019 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Desenvolvimento em Processos Ambientais Universidade 

Católica de Pernambuco como pré-requisito para obtenção 

do título de Mestre em Desenvolvimento de Processos 

Ambientais.  

Área de Concentração: Desenvolvimento em Processos 

Ambientais 

Linha de Pesquisa: Biotecnologia e Meio Ambiente. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         P149p           Paiva, José Bezerra de      

                                     Produção de tanase por Cunninghamella echinulata UCP 1305  

através de fermentação submersa utilizando meios alternativos                               

contendo resíduos agroindustriais / José Bezerra de Paiva, 2019  

            63 f. : il. 

 

                                     Orientador: Carlos Alberto Alves da Silva 

                                     Mestrado (Dissertação) - Universidade Católica de Pernambuco.  

Programa de Pós-graduação em Desenvolvimento de Processos Ambientais. 
Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais, 2019. 

 

                                     1. Enzimas microbianas - Produção. 2. Mucolares. 3. Resíduos   

                               agroindustriais. I. Título.                             

                                 

                                                                                     CDU 574.6 

 

Ficha catalográfica elaborada por Catarina Maria Drahomiro Duarte - 

CRB/4-463 
  



PRODUÇÃO DE TANASE POR CUNNINGHAMELLA ECHINULATA UCP 

1305 ATRAVÉS DE FERMENTAÇÃO SUBMERSA UTILIZANDO MEIOS 

ALTERNATIVOS CONTENDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

 

 

José Bezerra de Paiva 
 
 

 
 

 

 
Examinadores: 

 

 

 

 
______________________________________________ 

Prof. Dr. Carlos Alberto Alves da Silva (Orientador) 
Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP 

 
 
 

___________________________________________ 
Dra Rosileide Fontenele da Silva Andrade (Membro Interno) 

Universidade Católica de Pernambuco – UNICAP 
 
 
 

_______________________________________________ 
Profa. Dra. Luciana de Oliveira Franco (Membro Externo)  

Universidade Federal de Pernambuco – UFRPE 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

i 

 

AGRADECIMENTOS 
 
 

A Deus, que me concedeu as graças necessárias que culminam com a conclusão 

do curso de mestrado no Programa de Pós-Graduação em Desenvolvimento em 

Processos Ambientais Universidade Católica de Pernambuco, na linha pesquisa de 

Biotecnologia e Meio Ambiente; 

          Ao orientador do trabalho, o professor Dr. Carlos Alberto Alves da Silva, que 

dispões do seu precioso tempo e com satisfação me indicou os passos e o caminho a 

ser percorrido para execução desse trabalho, contribuindo para a minha formação 

acadêmica, abrindo horizontes aos meus conhecimentos em prol dos ideais 

profissionais e humanos; 

        Aos meus pais, Maximiano Bezerra de Paiva e Maria José de Paiva que se 

tornaram instrumentos de Deus para me conceder a vida, agradeço o orgulho dos 

mesmos em me ter por filho, o amor, os cuidados, e o apoio que sempre recebi durante 

minha trajetória nesse mestrado;  

            A minha esposa Maria Iraneide dos Santos Paiva e aos meus filhos, Maria 

Karollyne dos Santos Paiva e José Bruno dos Santos Paiva os quais me apoiaram e me 

entenderam quando muitas vezes tive que optar pelos estudos ao invés de um lazer 

com eles ou atenção especial, 

Aos meus irmãos, Josenilson Bezerra de Paiva, Zacarias José de Paiva e Maria José 

de Paiva Filha por todo apoio que recebi deles. Aos meus familiares em geral que 

torceram por mim, mesmo os mais distantes;  

      A todos os professores, as quais foram para mim motivo de orgulho e referência. 

Ao Dr. Marcos Luna do laboratório NPCIAMB que me acompanhou nos experimentos.   

     Aos meus colegas, em especial Armando José Gomes e Israel Gonçalves que 

foram meus parceiros de caminhada e nos ajudamos mutualmente. 

   

              

  

 

 
 

  



   

  

ii 

 

SUMÁRIO  

 

LISTA DE FIGURAS .................................................................................................................... iv 

LISTA DE TABELAS ..................................................................................................................... v 

RESUMO ..................................................................................................................................... vi 

ABSTRACT ................................................................................................................................. vii 

CAPÍTULO I .................................................................................................................................. 8 

1. INTRODUÇÃO .......................................................................................................................... 9 

2. OBJETIVOS ............................................................................................................................ 11 

2.1 Objetivo Geral ....................................................................................................................... 11 

2.2 Objetivos Específicos ........................................................................................................... 11 

3. REVISÃO DA LITERATURA .................................................................................................. 12 

3.1 enzimas ................................................................................................................................. 12 

3.2 Tanase .................................................................................................................................. 14 

3.3 Fermentação submersa ........................................................................................................ 14 

3.4 Bioma caatinga ..................................................................................................................... 17 

3.5 Resíduos agroindustriais ...................................................................................................... 19 

3.5.1 Casca da laranja ................................................................................................................ 21 

3.5.2 Resíduos da uva ................................................................................................................ 23 

3.5.3 Resíduos do café ............................................................................................................... 24 

1.4 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................................... 27 

CAPÍTULO II ............................................................................................................................... 33 

AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE TANASE EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA POR 

ESPÉCIES DE Cunninghamela echinulata   .............................................................................. 34 

Resumo ....................................................................................................................................... 35 

1 INTRODUÇÃO ......................................................................................................................... 36 

2. MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................................................... 37 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO.............................................................................................. 37 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS ................................................................................................... 38 

5. REFERENCIAS ...................................................................................................................... 38 

CAPÍTULO III...........................................................................................................................................44 

PRODUÇÃO DE TANASE POR Cunninghamella echinulata EM MEIOS ALTERNATIVOS 

UTILIZANDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS........................................................................ 45 

Resumo ....................................................................................................................................... 46 

1 Introdução ................................................................................................................................ 47 

2. Material e Métodos ................................................................................................................. 48 



   

  

iii 

 

3. Resultados e discussões ........................................................................................................ 49 

4. Conclusões ............................................................................................................................. 55 

5. Referencias ............................................................................................................................. 55 

CAPÍTULO IV .............................................................................................................................. 60 

CONCLUSÕES GERAIS ............................................................................................................ 61 

ANEXO ........................................................................................................................................ 62 

 

 



   

  

iv 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

CAPÍTULO I 

 

Figura 1. Estrutura química da  enzima tanase ......................................................................... 14 

Figura 2. Bioma caatinga ............................................................................................................ 18 

Figura 3. Imagens da Laranja (Citrus)......................................................................................22 

Figura 4. Casca da laranja.......................................................................................................... 23 

Figura 5. Cacho de uva (Vitis sp)..............................................................................................23 

Figura 6. Resíduos da uva.......................................................................................................... 24 

Figura 7. Cafeeiro.....................................................................................................................25 

Figura 8. Casca do café ........................................................................................................... 266 

 

 

CAPÍTULO II 

 

Figura 2. Produção de biomassa por Cunninghamella echinulata (A) UCP 1305 e (B) UCP 1308 

em diferentes meios de cultura durante o período de 120 horas de cultivo.............................. 37 

 

Figura 3. Produção da enzima tanase por Cunninghamella echinulata (A) UCP 1305 e (B) UCP 

1308 em diferentes meios de cultura durante o período de 120 horas de cultivo..................... 47 

 

 

CAPÍTULO III 

 

Figura 1. Produção de biomassa por C. echinulata (A) UCP 1305 com uso os resíduos uva (A), 

casca de laranja (B) e café (C) em diferentes concentrações 1, 2, 3% no meio de cultura durante 

120 horas de cultivo.................................................................................................................. 50 

 

Figura 2. Produção da enzima tanase por C. echinulata UCP 1305 com uso os resíduos uva 
(A), casca de laranja (B) e café (C) em diferentes concentrações 1, 2, 3% no meio de cultura 
durante 120 horas de cultivo..................................................................................................... 51 
 

Figura 3. Diagrama de Pareto para análise do substrato nas concentrações e tempo de cultivo 

das amostras com resíduo da uva (A), casca de laranja (B) e casca de café (C).......................54 

 

 



   

  

v 

 

LISTA DE TABELAS 
 

CAPÍTULO II 

 

Tabela 1 – Atividade tanase por amostras de Cunninghamella echinulata UCP 1305 e UCP 

1308 em diferentes condições de pH e temperatura em 120 h................................................. 37 

 

Tabela 2. Variação do pH em diferentes meios de cultura por cepas Cunninghamella echinulata 

em 120h de cultivo.....................................................................................................................38 

 
 

 

CAPÍTULO III 

 

Tabela 1. Variação do pH em diferentes meios de cultura por cepas Cunninghamella echinulata 

em 120h de cultivo.................................................................................................................... 51 

 

Tabela 2- Planejamento fatorial-matriz codificada 22 de utilização de resíduos.......................  53 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

vi 

 

RESUMO 
  

As enzimas microbianas têm aumentado sua produção nas últimas décadas, devido a sua 

enorme versatilidade em diversos processos industriais. Tanino acil hidrolase (EC 3.1.1.20) 

ou tanase, é uma enzima que apresenta uma grande versatilidade e está envolvida 

diretamente na hidrolise de ésteres e ligações laterais de taninos. Esta enzima é produzida 

principalmente por diversos gêneros de fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Foram 

realizados estudos envolvendo amostras de Cunninghamella echinulata (UCP 1305 e 1308), 

isoladas de amostras de solo da Caatinga da cidade de Serra Talhada no Estado de 

Pernambuco, onde inicialmente foram testadas diferentes temperaturas (28 e 37 ºC) e pH 

(4.5, 5.5, 6.5, 7.0 e 8.0) em meio sólido durante 120 horas, com acompanhamento diário. Após 

a seleção da melhor amostra produtora, foram realizados estudos de produção enzimática 

através de fermentação submersa, utilizando quatro meios de composição química 

diferenciada, durante 120 horas, 37 oC e 150 rpm. Nesses ensaios foram avaliados a curva 

de crescimento microbiano, variação do pH e a determinação enzimática das amostras a cada 

24 hs, Após a seleção do melhor meio de produção, foram realizados ensaios envolvendo 

planejamento fatorial de 22 com meios contendo resíduos agroindustriais (resíduo de uva, 

cascas de laranjas e café) nas mesmas condições do meio controle realizado previamente. 

Os resultados obtidos revelaram que a amostra Cunninghamella echinulata UCP 1305 

demonstrou a produção de tanase em meio sólido através do aparecimento do halo 

característico da enzima testada (4,5 cm), com valores de pH de 7,0 e temperatura de 37 oC. 

Nos ensaios de fermentação submersa, os melhores resultados da atividade enzimática foram 

obtidos no meio denominado 3, pH de 6.58 e atividade de 0,413 U/mL, sendo denominado de 

meio controle.  Os ensaios utilizando meios alternativos contendo resíduos agroindustriais, 

demonstraram que o meio contendo resíduo da uva à 3%, apresentou máximo de atividade 

da tanase (0,357 U/mL) quando comparado aos demais meios testados nas mesmas 

condições. Verifica-se que a utilização de meios utilizando resíduos agroindustriais ricos em 

taninos surgem como uma alternativa promissora nos processos fermentativos, pois reduzem 

a poluição ambiental e geram produtos biotecnológicos de alto valor agregado para as 

indústrias. 

 

Palavras-Chave: enzima microbiana, substratos agroindustriais, fungos mucorales. 
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ABSTRACT 

  

Microbial enzymes have increased their production in the last decades, due to their enormous 

versatility in several industrial processes. Tannin acyl hydrolase (EC 3.1.1.20) or tannase is 

an enzyme that exhibits great versatility and is directly involved in the hydrolysis of esters 

and side-links of tannins. This enzyme is produced mainly by several genera of filamentous 

fungi, yeasts and bacteria. Studies involving samples of Cunninghamella echinulata (UCP 

1305 and 1308), isolated from Caatinga soil samples from the city of Serra Talhada in the 

State of Pernambuco, Brazil, where different temperatures (28 and 37 ºC) and pH (4.5, 5.5) 

were initially tested , 6.5, 7.0 and 8.0) in solid medium for 120 hours, with daily monitoring. 

After the selection of the best production sample, enzymatic production studies were carried 

out using submerged fermentation using four different chemical composition media for 120 

hours, 37 oC and 150 rpm. In these tests, the microbial growth curve, pH variation and the 

enzymatic determination of the samples were evaluated every 24 hours. After the selection 

of the best production medium, tests were carried out involving factorial planning of 22 with 

media containing agroindustrial residues (grape residue , peels of oranges and coffee) under 

the same conditions of the previous control medium. The results showed that the sample 

Cunninghamella echinulata UCP 1305 demonstrated the production of tannase in solid 

medium through the appearance of the halo characteristic of the enzyme tested (4,5 cm), 

with values of pH of 7.0 and temperature of 37 oC. In the submerged fermentation 

experiments, the best results of the enzymatic activity were obtained in the medium named 

3, pH of 6.58 and activity of 0.413 U / mL, being denominated control medium. The assays 

using alternative media containing agroindustrial residues, showed that the medium 

containing grape residue at 3% presented maximum tanase activity (0.371 U / mL) when 

compared to the other media tested under the same conditions. It is verified that the use of 

means using agroindustrial residues rich in tannins appears as a promising alternative in the 

fermentative processes, because they reduce the environmental pollution and generate 

biotechnological products of high added value for the industries. 

 

Keywords: microbial enzyme, agroindustrial substrates, mucoral fungi. 
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1. INTRODUÇÃO 

A biotecnologia tem evoluído expressivamente nos últimos anos, devido aos 

avanços da biodiversidade microbiana, através do isolamento de novos micro-

organismos com elevado potencial biotecnológico, de ambientes pouco conhecidos 

como a Caatinga.  Com isso, existe um incremento no desenvolvimento econômico de 

pesquisas visando novos bioprodutos de alto valor agregado, produzidos por novos 

micro-organismos que ainda não foram nem identificados a nível de gênero e espécie 

desses ambientes, valorizando assim um crescente interesse das indústrias que 

desenvolvem novos processos, para geração de produtos com maior qualidade, menor 

consumo energético e que causem menos impactos no meio ambiente (JULLESSON et 

al. 2015; CAVALCANTI et al, 2017; JAGTAP, RAO, 2018). 

O mercado enzimático é considerado extremamente lucrativo e crescente, pois 

a sua utilização vem conquistando um espaço maior devido a sua vasta aplicação 

industrial, pois o potencial enzimático apresenta uma versatilidade comprovada devido 

a série de vantagens apresentadas, superando assim os processos químicos 

convencionais e contribuindo para a produção de novos compostos  e gerar benefícios 

para o meio ambiente, por meio da biodegradabilidade e pelo menor consumo de 

energia (MALAFAIA et al.,2016; SINGH, et al., 2016; D'ESTE, ALVARADO-

MORALES, ANGELIDAKI, 2018). Porém um dos maiores obstáculos enfrentados na 

competição com a síntese química são: o alto custo dos processos com 

biocatalisadores e sua baixa estabilidade térmica (MORAES et al, 2017; D'ESTE, 

ALVARADO-MORALES, ANGELIDAKI, 2018).  

As enzimas são compostos químicos que apresentam uma alta eficiência 

catalítica, alto grau de especificidade e uma grande capacidade em acelerar reações 

específicas, na maioria das vezes, sem a formação de subprodutos residuais 

indesejáveis, reduzindo assim a probabilidade de grandes focos de poluição ambiental 

(GUSMÃO, SILVA, MEDEIROS, 2017), e são mais específicas em sua ação do que 

as substâncias químicas sintéticas e esses aspectos contribuem para o emprego 

acelerado destes biocatalisadores em todos os campos industriais atualmente (SILVA, 

MALTA, 2017; PATEL, SINGHANIA, PANDEY, 2017;  SHRESTHA et al., 2018).  

Os taninos são moléculas solúveis em água com diferentes pesos moleculares 

(500-3000 Da) e alto teor de polifenóis, que ocorrem em certas partes de plantas, tais 

como casca, madeira, folhas, frutos, raízes e sementes (LATA, RANI, 2016; GARCIA 

et al. 2016; AMAROWICZ, PEGG, 2018).  
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Os taninos são classificados em três grupos: condensados, complexos e 

hidrolisáveis. Esta última classe apresenta em sua estrutura química um núcleo de 

açúcar ligado por esterificação de ácido gálico (galotaninos) ou ácido elágico 

(elagitaninos) (PRASAD et al, 2012).  

Tanino acil hidrolase  ou tanase (EC 3.1.1.20) é uma enzima extracelular que 

hidrolisa ésteres e ligações laterais de taninos hidrolisáveis como o ácido tânico, 

liberando glicose e ácido gálico (CAVALCANTI, GUIMARÃES, 2018). É uma enzima 

induzível para fins industriais na produção de diversos produtos, sendo a grande 

maioria produzida por micro-organismos, devido sua excelente facilidade de 

crescimento, controle de diferentes parâmetros (pH, temperatura, aeração e umidade), 

além de ser de fácil recuperação por serem enzimas extracelulares (ORLANDELLI et 

al, 2012; DHIMAN, MUKHERJEE, SINGH, 2018). 

A utilização de diversos gêneros de micro-organismos, principalmente os fungos 

filamentosos, em processos fermentativos submersos para produção industrial de uma 

grande maioria de bioprodutos microbianos, principalmente as enzimas microbianas 

(WANG, et al., 2016; PLEISSNER, VENUS, 2016; CHAMBERGO, VALENCIA, 2016; 

SILVA, MALTA, 2017; SHARMA et al., 2017; SUN et al., 2018; LADICS, SEWALT, 2018).   

Essa classe de micro-organismos é considerada biotecnologicamente como 

excelentes biodegradadores, pois o crescimento micelial fúngico confere uma 

vantagem sobre as células unicelulares (bactérias e leveduras), especialmente no que 

concerne à colonização em substratos insolúveis, além de tolerar maiores 

concentrações de produtos tóxicos que os outros micro-organismos (BARATTO et al, 

2011; ASINA et al., 2016; COLLADO et al., 2018). O gênero Cunninghamella têm se 

destacado pela produção de diversos bioprodutos de origem microbiana nos últimos 

anos (KARATAY, DONMEZ, 2014; SOUZA et al., 2016; DA COSTA LIMA et al., 2017; 

ANDRADE et al., 2018).  

O reaproveitamento de resíduos agroindustriais para formulação de meios para 

produção de diversos bioprodutos economicamente viáveis, têm sido relatado na 

literatura, devido a sua grande quantidade de micro e macronutrientes presentes em 

sua composição química, que podem facilmente serem assimilados por diversos 

gêneros de micro-organismos e biotransformados em produtos de alto valor agregado, 

além de redução de custos na produção desses meios e da poluição ambiental  

(GOUVEIA et al., 2015; MOURA et al., 2016; GÜNEŞER et al., 2016;  FONSECA et al., 2018; 

TADDIA, BOGGIONE, TUBIO, 2018) 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 

Produzir e detectar a atividade enzimática da tanase utilizando uma amostra de 

Cunninghamella echinulata através da formulação de meios alternativos 

contendo substratos agroindustriais ricos em taninos.   

 

2.2 Objetivos Específicos 

1 Selecionar amostras de Cunninghamella echinulata em meio sólido, 

produtoras de tanase através de diferentes valores de temperatura e pH; 

2 Avaliar e selecionar meios tradicionais de produção de tanase utilizando 

fermentação submersa em condições pré-estabelecidas; 

 

3 Testar diferentes substratos agroindustriais ricos em taninos (resíduo da uva, 

cascas de laranja e café) na produção de tanase através da formulação de 

meios alternativos; 

 
4 Investigar a influência da presença dos substratos nos diferentes meios 

através da cinética de crescimento, determinação do pH e na produção 

enzimática;  

 
5 Validar os resíduos por métodos estatísticos, utilizando planejamento fatorial 

completo 22 

. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1 Enzimas  

As enzimas são moléculas de caráter proteico, biocatalisadoras com capacidade 

de acelerar e/ou retardar reações químicas específicas e diminuir a energia de 

ativação para formação de um novo produto. Sua ação possibilita uma boa 

digestibilidade de diversos nutrientes, favorecendo assim o aproveitamento do fósforo, 

cálcio e aminoácidos, resultando numa melhor eficiência produtiva. Essas reações que 

catalisam as enzimas, podem ser divididas em seis classes distintas: oxidorredutases, 

transferases, hidrolases, lipases, isomerases e ligases (CAMPOS et al. 2017).   

Essas moléculas estão envolvidas em inúmeras reações bioquímicas existentes 

e em muitos processos biológicos realizados por organismos vivos, catalisando essas 

reações e favorecendo assim a degradação dos nutrientes envolvidos e consequente 

conservação e transformação da energia química das macromoléculas biológicas 

sintetizadas a partir de moléculas precursoras simples (BATISTA et al., 2012; HYSTER, 

WARD, 2016).  

O mercado industrial mundial de produção de enzimas é crescente devido a sua 

grande utilização em diversos setores industriais e/ou ambientais, principalmente pelos 

avanços da biotecnologia e da engenharia genética, pois o aparecimento de novos 

estudos envolvendo a biodiversidade e prospecção de novos micro-organismos vem 

crescendo de forma acelerada no cenário mundial, e se tornando um dos focos 

principais da era biotecnológica atual, porque os estudos de isolamento e a utilização 

dessa biodiversidade, podem apresentar soluções futuras em diversas áreas 

(alimentícia, saúde, meio ambiente e industrial) (GOHEL et al., 2006; SANTOS et., al. 

2013; ARORA, BEHERA, KUMAR, 2015; PEIL et al., 2016;  DANILOVICH et al., 2018). 

 

O alto custo envolvido nos diversos processos com utilização de biocatalisadores 

enzimáticos, reflete de forma negativa na descoberta de novos micro-organismos para 

produção de diversos produtos de alto valor agregado, pois os custos são 

considerados elevados, e os investimentos das alternativas utilizadas para redução 

desses custos, torna-se fundamental para o favorecimento de novas aplicações 

industriais, e consequentemente (SANTOS et., al. 2013).  

Enzimas de origem microbiana são consideradas de grande aplicabilidade 

industrial quando comparadas as de origem animal e vegetal, em virtude da facilidade 

de manuseio genético, especificidade, estabilidade, e apresentam um mercado 
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industrial de aplicação crescente devido ao desenvolvimento de novas tecnologias 

durante a produção e o aparecimento de novos campos de aplicação (LYND et al., 

2002; REINEHR et al., 2014; IMRAN et al., 2015; RAVEENDRAN et al., 2018; DOS 

SANTOS AGUILAR, SATO, 2018).  

A demanda de produção de enzimas industriais em economias consideradas 

estabilizadas, como os EUA, Europa Ocidental, Japão e Canadá foi relativamente 

estável durante as últimas décadas, enquanto que as regiões com economia em 

desenvolvimento como Oriente Médio, Ásia-Pacífico, Europa Oriental e África, 

emergiram como mercados que mais crescem para indústrias de enzimas (DIETZ, et 

al., 2018). O Brasil não apresenta um perfil atuante na área de produção enzimática, 

mas várias pesquisas têm sido relatadas envolvendo a bioprospecção microbiana na 

produção de diferentes tipos de enzimas (NAIR et al., 2008; ORLANDELLI et al., 2012; 

DA SILVA et al., 2012; JESUS et al., 2013; TALLAPRAGADA, VENKATESH, 2017; DE 

SALES et al., 2017; SRIVASTAVA et al., 2018) 

A ampla aplicabilidade enzimática em diferentes setores industriais na fabricação 

de produtos biotecnológicos através do tratamento de resíduos, torna a produção de 

enzimas é um dos setores primordiais da indústria biotecnológica e sua introdução em 

processos industriais torna-se um negócio lucrativo e atrativo do ponto vista 

econômico, além de serem vantajoso, pois são específicas, naturais e geralmente não 

apresentam toxicidade, características favoráveis para a indústria (COSTA et al., 

2012).  

Várias enzimas são utilizadas nas industriais, dentre elas: a tanase, lacase, 

lípase, amilase, e etc. Elas são mais específicas em sua ação do que as substâncias 

químicas sintéticas e diversas são processos químicos e biotecnológicos envolvendo-

as e podem substituir substâncias químicas sintéticas contribuindo para processos de 

produtivos além de gerar benefícios para o meio ambiente, por meio da 

biodegradabilidade e pelo menor consumo de energia (SANTOS et al., 2012).  

A ampla utilização das enzimas são consequências do vasto perfil de atuação 

sob o mesmo substrato através de variações no pH, temperatura e concentrações, e 

nos processos que empregam enzimas microbianas resultam em produção com 

menos subprodutos residuais, para a obtenção de produtos de melhor qualidade, 

diminuindo a probabilidade de poluição ambiental (OYELEKE et al., 2012).  

Enzimas de origem microbiana são melhores aproveitadas em sua aplicabilidade 

industrial em virtude da facilidade de manuseio genético, especificidade e estabilidade, 
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e o mercado industrial de aplicação cresce devido ao desenvolvimento de novas 

tecnologias durante a produção e o aparecimento de novos campos de aplicação 

(REINEHR et al., 2014).  

3.2 Tanase 
 

Tanino acil hidrolase ou tanase (EC 3.1.1.20), é uma enzima que pertence à classe 

das hidrolases , e que se caracteriza pela ação hidrolítica em complexos polifenólicos, 

tendo a capacidade (Figura 1) de hidrolisar ligações éster e ligações depsídicas de 

taninos hidrolisáveis como ácido tânico, galato de metilo, ácido digálico, epicatequina 

galato, epigalocatequina galato, liberando após as reações, produtos como glicose e 

ácido gálico em substratos como ácido tânico, epicatequinagalato, 

epigalocatequinagalato, ácido clorogênico entre outros compostos químicos, apresenta 

ponto isoelétrico de 4.0-4.5 e massa molecular entre 180kDa e 300kD (BATTESTIN, 

2007; BENIWAL et al., 2013; RAGHUWANSHI et al., 2014; DE LIMA, 2014; MAKELA et 

al., 2015; PANESAR et al., 2016; AHARWAR, PARIHAR, 2018).  

 

Figura 1. Estrutura química da  enzima tanase 

 

Fonte:https://www.google.com.br/enzima+tanase 

 

 

As tanases são consideradas enzimas extracelulares podendo serem obtidas por 

diferentes fontes como plantas e micro-organismos (leveduras, fungos filamentosos e 

bactérias), sendo os fungos dos gêneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, 

Fusarium e Rhizopus (PINTO et al., 2001; LIU, et al. 2016; DHIMAN et al., 2017; 

ANDRADE et al., 2018) e as bactérias como Bacillus, Staphylococus, Serratia, Ewinia e 

Pseudomonas, (MONDAL et al., 2001; MATSUDA et al., 2016; KIVANÇ et al., 2016; DE 

LAS RIVAS et al., 2018) leveduras dos gêneros Kluyveromyces, Candida, 

Saccharomyces (CHERITA et al., 2016; MALAK, BARONIAN, KUNZE, 2016; CHERITA 

et al., 2017; MAHMOUD et al., 2018), as fontes mais adequadas de produção da enzima 

descritas na literatura . As tanases produzidas por fungos filamentosos e leveduras 
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apresentam em sua maioria estruturas protéicas com elevada massa molecular, 

podendo ser superiores a 300 KDa (PRIGIONE, et al., 2018). 

Os taninos são compostos que estão distribuídos em diferentes espécies de 

vegetais, são encontrados principalmente em espécies gimnospermas e 

angiospermas ocorrem em certas partes de plantas, tais como casca, madeira, folhas, 

frutos, raízes e sementes, fazem parte do metabolismo secundário das plantas e 

apresentam um elevado teor de polifenóis (PRASAD et al., 2012). São definidos 

quimicamente como polifenóis e devido à presença de anéis fenólicos em sua 

estrutura, apresentam massa molecular variando entre 500 a 3000 g/mol 

aproximadamente, sendo classificados quimicamente como taninos hidrolisáveis e 

taninos condensados (VIEIRA, LELIS, RODRIGUES, 2014). Os hidrolisáveis são 

divididos em galotaninos que são caracterizados pela presença de moléculas de 

ácidos orgânicos como: gálico e digálico esterificados a uma molécula de glicose e 

elagitaninos que são compostos por unidades de ácidos elágico ligadas a glicosídeos 

(MELLO, 2012).  

As tanases produzidas através de processos fermentativos necessitam da 

presença de um indutor, sendo o ácido tânico esse indutor ou mesmo única fonte de 

carbono presente na composição do meio de produção, pois mesmo na presença de 

outras fontes de carbono, a concentração de ácido tânico, é um fator predominante para 

produção dessa classe enzimática (BELMARES et al., 2004; RUDRA et al., 2015; 

JANISSEN, HUYNH, 2018). Verifica-se que diferentes fontes de nitrogênio inorgânicas e 

orgânicas (sulfato de amônio, nitrato de sódio e peptona) têm sido utilizadas para a 

produção da tanase. Foi descrito que a presença de íons de ferro, zinco e cobre na 

composição do meios de produção são essenciais para a produção da enzima 

(BELMARES et al, 2004; BELUR, MUGERAYA, 2011; DHIMAN, MUKHERJEE, SINGH, 

2018). 

 

A produção dessa classe de enzimas apresenta características importantes, pode 

ser produzida numa ampla faixa de pH (3,0-8,0), tendo como pH ótimo 6,5 e temperatura 

de atividade ótima em 70°C, podendo atingir a estabilidade térmica na faixa entre 30°C e 

80°C. As tanases podem serem inibidas pela presença de íons metálicos (Ba2+, Ca2+, 

Zn2+, Mn2+e Ag2+), além de tiossulfato, carbonato, bissulfato de sódio, EDTA, 2-

mercaptoetanol, ácido 4-aminobenzoico, azida sódica, n-bromo succinato, cisteína, tween 

80 e tween 20 (AGUILAR et al., 2007; SRIVASTAVA, KAR, 2009; LAL, GARDNER, 2012; 

MALGIREDDY, NIMMA, 2015; FARAG et al., 2018). 
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Quimicamente as tanases apresentam a capacidade em hidrolisar taninos e 

sintetizar ésteres dependendo do solvente utilizado nos processos, os solventes polares 

(água e tampões) são os mais indicados para as reações, porém solventes apolares 

(hexano e benzeno) também podem ser utilizados, pois o processo de catálise pode ser 

ativado em meio orgânico, visto que existe um aumento das interações moleculares entre 

os grupos integrantes no processo enzimático, favorecendo assim o meio reacional 

(AGUILAR et al, 2007; PANESAR et al., 2016; KAUR et al, 2018). 

Esta classe enzimática pode ser encontrada numa grande variedade de vegetais 

(famílias Choripetalaedas dicotiledôneas, dicotiledôneas herbáceas e lenhosas porém 

as de origem microbiana são consideradas mais estáveis (ROBERTO et al., 2016). As 

tanases produzidas por fungos filamentosos e leveduras são em sua maioria estruturas 

protéicas com elevada massa molecular, podendo ser superiores a 300 KDa, sendo 

caracterizadas como glicoproteínas. O conteúdo de carboidratos pode variar de 25,4 

a 66,2% do peso total da enzima (JANA et al., 2014; ZHANG et al., 2016; DHIMAN, 

MUKHERJEE, KUMAR, 2017).  

As tanases apresentam um grande número de aplicações industriais (produção 

de ácido gálico, chás instantâneos, estabilização da cor do vinho, processo de tratamento 

de couros, detanificação de alimentos, produção de antioxidantes e para tratamento de 

efluentes na indústria de couros. Além disso, tem sido utilizada na remoção de taninos 

dos gêneros alimentares e rações para animais, uma vez que esses alimentos 

apresentam concentrações elevadas de taninos ligados a hidratos de carbono, proteínas 

e sais minerais ((BELMARES et al., 2004; AGUILAR et al., 2007; CHANDINI et al., 2011; 

BENIWAL et al., 2013; YAO et al., 2014; AGUILAR-ZÁRATE et al., 2014; AHARWAR, 

PARIHAR, 2018; PRIGIONE et al., 2018; KUMAR, SREEKUMAR, SABU, 2019). 

A enzima vem sendo comercializada por empresas como Biocon (Índia), 

Kikkoman (Japão), ASA specilaeznyme GmbH (Alemanha), JFC GmbH (Alemanha) e 

Amano (Japão) com diferentes unidades catalíticas, dependendo da finalidade do 

produto (KUMAR et al., 2014; DE VASCONCELLOS TEIXEIRA et al., 2018). 

Apesar de suas inúmeras aplicações industriais, a produção de tanase é ainda 

considerada um processo de elevado custo industrial, por passar por um longos 

processos biotecnológicos (BELUR et al., 2011). Além do seu elevado custo de produção, 

fatores com matéria prima como fonte de substrato e os micro-organismos que viabilizem 

uma produção contínua, ainda são problemas que necessitam serem resolvidos. Uma 

das alternativas para contornar essa situação, seria a utilização de subprodutos agrícolas 
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para formulação de meios de produção, para servir de substrato para o crescimento de 

micro-organismos produtores (PODRIGUES et al., 2003; WANG et al., 2013; MADEIRA 

JR et al., 2015; MOURA et al., 2016; KAPOOR, PANWAR, KAIRA, GUTIERREZ-

MACIAS, 2016; DE JESUS, BARRAGAN-HUERTA, 2017; KUMAR, SWAPNA, SABU, 

2018; SAMPAIO, et al., 2018¸ AHARWAR, PARIHAR, 2019; BINOD et al., 2019). 

 

3.3 Fermentação Submersa 

Os processos submersos são aqueles em que os micro-organismos se 

desenvolvem em meio de cultura com agitação constante. Na fermentação submersa, 

o crescimento do micro-organismo ocorre com uma suspensão em meio liquido, no 

qual vários nutrientes são dissolvidos (FAHEINA JUNIOR, 2012). Muitas espécies de 

micro-organismos tem sido alvo para investigação da potencialidade industrial, 

principalmente como fontes enzimas (OYELEKE et al., 2012). Na fermentação 

submersa usa-se o microrganismo e os incentiva ao crescimento por intermédio na 

inserção do mesmo no meio de cultura.  

A fermentação com micro-organismos nos processos biotecnológicos industriais 

e ambientais tem sido uma das alternativas mais viáveis empregadas nos últimos 

anos, devido a suas inúmeras vantagens apresentadas como: a sua elevada 

capacidade fisiológica de reprodução, produção de diversas substâncias em diferentes 

temperaturas, pH e meios de cultivo (SILVA et al, 2012).  

Dentre os micro-organismos os fungos filamentosos se destacam devido à sua 

facilidade de cultivo, é a classe de micro-organismos mais valorizados porque 

produzem uma extensa gama de enzimas extracelulares, o que facilita a recuperação 

destas no meio fermentativo, por secretarem suas enzimas diretamente no meio em 

que se encontram não necessitando de ruptura celular para sua liberação, podem ser 

cultivados em larga escala e um curto período de tempo, levando a produção de tanase 

em altas quantidades, porem somado aos custos associado ao meio de cultivo, 

inviabiliza a transposição do processo para escala industrial (GOMES et al., 2016).  

3.4 Bioma caatinga 

 A Caatinga compreende cerca de 55% dos 1.548.672 km2 da área da região 

Nordeste do Brasil, ocupa áreas dos Estados do Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, 

Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Piauí, Bahia e de Minas Gerais. É considerado um 

dos mais conservados que os demais biomas, mesmo assim sofre ameaças à sua 

conservação devido à prática de atividades como contínuos desmatamentos para 
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estabelecer pastagens e utilização de técnicas de irrigação inadequadas. Essas 

práticas intensificam a desertificação, o assoreamento dos rios e aceleram ainda mais 

o desgaste do solo que poderá levar o mesmo a um processo irreversível de 

degradação (JUNIOR et al., 2013). 

O bioma Caatinga está inserido no semiárido brasileiro e representa 

aproximadamente 11% do território nacional é exclusivamente brasileiro é 

caracterizado pelo clima quente, sendo um dos biomas considerado mais 

representativo e heterogêneo dos biomas brasileiros (GIONGO et al., 2012). Apresenta 

uma enorme biodiversidade de organismos e micro-organismos, que são ainda pouco 

conhecidos e descritos na literatura. (DE MELO et al., 2015; CAVALCANTI et al, 2017).  

Com índice pluviométrico relativamente baixo, distribuídos por um período de 

três a seis meses, apresenta uma vegetação com deficiência hídrica (Figura 2) e que 

ainda pode ser agravada por períodos de secas (SILVA, SANTA IZABEL, GUSMÃO, 

2014).  

 

Figura 2. Bioma caatinga 

 

Fonte:https://www.google.com.br/caatinga+flora 

          A Caatinga é considerado como um ambiente rico em biodiversidade, o 

solo desse bioma armazena organismos vivos e proporciona altas taxas metabólicas 

por existirem raízes e decomposição da matéria orgânica, abrigando um número 

considerável de espécies de animais e plantas endêmicas contradizendo a teoria de 

que esse bioma era improdutivo e pobre em diversidade (NASCIMENTO et al., 2014). 

        A matéria orgânica fornecida por essa vegetação assim como as demais, são 

compostas por folhas, cascas, galhos, flores e frutos que são levadas para os 

ambientes aquáticos através de chuvas, ventos, escoamentos de águas superficiais e 
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assoreamentos e esse material é de relevância para a vida dos organismos existente 

nesse bioma, onde os fungos, através da colonização e decomposição, os 

transformam em importante fonte de energia e de nutrientes. Abordando a 

biodiversidade, predominância e importância dos fungos neste bioma consideraram 

que esse grupo é baseado nos aspectos morfológicos e modo de vida desses 

organismos nas características do ambiente em destaque (SILVA et al., 2014). 

3.5 Resíduos agroindustriais 

A economia brasileira é fortemente baseada no agronegócio, o que leva o país a 

apresentar/produzir elevadas quantidades de resíduos agroindustriais diariamente, os 

quais representam algumas das fontes mais ricas de energia renovável do planeta. Porém 

o acúmulo dessa biomassa, ainda mais em grandes quantidades, traz prejuízos ao meio 

ambiente e também resulta na perda de materiais que ainda são considerados 

potencialmente valiosos, pela grande quantidade de nutrientes que possui em sua 

composição química. Essas razões, aliadas ao baixo custo de tais matérias-primas, têm 

aumentado o interesse na utilização desses resíduos em processos biotecnológicos 

(ROSA et al., 2011; DO NASCIMENTO FILHO, FRANCO, 2015; AUAD et al., 2016). 

Os resíduos agroindustriais são gerados em diversos processamentos de 

alimentos, fibras, couros, madeiras, produção de açúcar e álcool, etc., sendo sua 

produção, geralmente, sazonal, condicionada pela maturidade da cultura ou oferta da 

matéria-prima. A produção de águas residuárias (oriundas de lavagens de produtos, 

escaldamentos, cozimentos, pasteurização, resfriamento e lavagem do equipamento de 

processamento e das instalações (CRAVO et al., 2015; GOUVEIA et al., 2015; 

GUIMARÃES et al., 2018). Na maioria dos casos, os resíduos oriundos das 

agroindústrias, normalmente não são tratados e apresentam uma disposição 

ambientalmente inadequada, com potenciais ricos de contaminação em solos e águas 

(PEDROSA et al., 2013; CURY et al.,2017). 

A geração diária de elevadas quantidades de resíduos, os quais representam 

algumas das fontes mais ricas de energia renovável do planeta, gera a formação de 

biomassa. O acúmulo dessa biomassa, ainda mais em grandes quantidades, traz 

prejuízos ao meio ambiente e também resulta na perda de materiais biotecnologicamente 

de alto valor agregado. Essas razões, aliadas ao baixo custo de tais matérias-primas, têm 

aumentado o interesse na utilização desses resíduos em processos biotecnológicos 

utilizando processos fermentativos (DE SIQUEIRA et al., 2010; DO NASCIMENTO 

FILHO, FRANCO, 2015; DOS SANTOS et al., 2018). 
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Resíduos e subprodutos agroindustriais são fontes abundantes de compostos 

orgânicos e são passíveis de recuperação e aproveitamento, por apresentarem elevado 

potencial de utilização como matéria prima em processos industriais envolvidos com a 

produção de alimentos, combustíveis, insumos químicos, enzimas e bens de consumo 

diversos (SOCCOL et al., 2006; DOS SANTOS ROCHA, ALMEIDA, DA CRUZ, 2017).  

Nos diferentes processos fermentativos utilizados atualmente, as matérias-primas 

consideradas complexas (apresentam sua composição química variada, porém nem 

sempre definida) oriundas do agronegócio, podem ser utilizadas na preparação de meios 

de produção (bagaço de cana-de-açúcar, polpa de beterraba, resíduo de uva, soro de 

queijo, água de maceração de milho, casca de arroz, casca de café, cascas de frutas 

cítricas, farinha de pena). Com isso, diversos processos têm sido desenvolvidos com a 

utilização desses resíduos para a produção de etanol, cogumelos, enzimas, ácidos 

orgânicos, aminoácidos e metabólitos secundários ativos (PELIZER, PONTIERI, DE 

OLIVEIRA MORAES, 2007; OLIVEIRA et al., 2013; DE MENDONÇA COSTA et al., 2016; 

SALGADO et al., 2019). 

A geração de resíduos e subprodutos é inerente a implementação de qualquer 

setor produtivo. O aumento de uma maior conscientização ecológica, foi iniciado no final 

do Século XX, deixando evidente que o grande desafio da humanidade para as próximas 

décadas, será o equilíbrio da produção de bens e serviços, o crescimento econômico, a 

igualdade social e sustentabilidade ambiental. Os resíduos gerados pelas diferentes 

atividades humanas, atualmente constituem o grande desafio a ser enfrentado pelos 

municípios, principalmente nos grandes centros urbanos (LAZARO et al., 2015; 

GUIMARÃES et al, 2018).  

Durante os últimos 30 anos, o impacto ambiental das atividades agroindustriais, 

tornou-se uma preocupação constante de ambientalistas, legisladores, clientes, 

autoridades públicas e sociedade em geral (PORTUGAL-PEREIRA et al., 2015; 

SILVEIRA, 2017). 

  A utilização adequada dos resíduos agroindustriais gerados, pode ajudar não 

somente a redução da poluição ambiental, mas também agregar valor às indústrias 

processadoras, promovendo a redução dos custos de produção de metabólitos de alto 

valor agregado. (WOICIECHOWSKI et al., 2013; SANTOS, GUARNIERI, BRISOLA, 

2018). 

Apesar da grande diversidade metabólica presente nos diversos micro-

organismos existentes, nem sempre estes resíduos são de fácil utilização. Essas 

http://profissaobiotec.com.br/biotecnologia-industrial-onde-tudo-comecou/


   

  

21 

 

matérias-primas são, em sua grande maioria são muito resistentes e menos susceptíveis 

a ação de enzimas. Assim, muitas vezes se tornam necessários pré-tratamentos desses 

resíduos, incluindo técnicas de natureza física (moagem, térmica), química (tratamento 

alcalino) ou enzimática. Estes tratamentos podem ser necessários para promover uma 

maior disponibilização dos nutrientes que serão utilizados pelos micro-organismos 

presentes nos resíduos a serem utilizados (DE ARAÚJO et al., 2019). 

Considerando que a maioria desses resíduos são de origem vegetal, os mesmos 

podem apresentar diferenças na composição de nutrientes, em função de mudanças no 

solo, na variedade do vegetal, na safra, no clima, no processamento durante a colheita e 

na estocagem. Assim, vários estudos pilotos são necessários para otimizar as melhores 

condições de uso desses resíduos antes de aplicá-los nos bioprocessos. Além disso, 

análises bromatológicas (estudo da composição química, como fibras, minerais, 

carboidratos, proteínas, umidade) prévias são necessárias, para determinar a 

composição de nutrientes dos mesmos, permitindo um melhor acompanhamento de 

possíveis mudanças em diferentes lotes da matéria-prima (TOLMASQUIM, 2012; 

PERIMENIS et al., 2018). 

A obtenção de novos materiais, produtos, co-produtos e substâncias químicas a 

partir de resíduos agroindustriais tem encontrado espaço e vem sendo desenvolvida. 

Além da ampliação do mercado, pela disponibilização e valorização de novos produtos, 

o desenvolvimento de novos usos de produtos agropecuários e de tecnologias que 

revertam o conceito de resíduo para o de matéria-prima para a produção de novos 

materiais é imprescindível para otimizar a eficiência do agronegócio além de reduzir o 

impacto ambiental (BORGES et al., 2017). 

 

3.5.1 Casca da laranja 
 

A laranja é o fruto da laranjeira (Citrus × sinensis)(figura 3), uma árvore da família 

Rutaceae. É um fruto híbrido que teria surgido na antiguidade a partir do cruzamento da 

cimboa com a tangerina. O sabor da laranja varia do doce ao levemente ácido, mas na 

natureza existem também as laranjas extremamente ácidas, que pertencem a outra 

espécie, a Citrus aurantium (NEGREIROS et al., 2014). 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81rvore
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rut%C3%A1ceas
https://pt.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADbrido_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Antiguidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citrus_maxima
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citrus_reticulata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citrus_aurantium
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Figura 3 – Imagens da Laranja (Citrus) 

 

Fonte: http://www.chacarasantista.com.br/produtos/laranja/ 

A laranja está entre as frutas mais produzidas e consumidas no mundo. O Brasil 

está entre os três maiores produtores de frutas ocupando a terceira posição, existindo 

em seu mercado interno indústrias de sucos com grandes potências de produção, além 

de apresentar frutas em sua biodiversidade com características que são utilizadas 

pelas indústrias de cosméticos, farmacêuticas, alimentícias (NASCIMENTO FILHO; 

FRANCO, 2015). 

O Brasil produz em torno de 53% da produção mundial de suco de laranja sendo 

responsável por 80% do comércio internacional desse produto. A laranja representa 

aproximadamente 49% da produção brasileira de frutas, gerando assim uma grande 

quantidade de resíduos (GOBBI et al., 2014). 

A valorização de resíduos inicia com a caracterização dos mesmos, a casca da 

laranja contém 16,9% de açúcares solúveis, 9,21% de celulose, 10,5% de 

hemicelulose e 42,5% de pectina como o componente mais importante (figura 4). Os 

açúcares solúveis da casca de laranja são glicose, frutose e sacarose.  Devido à sua 

composição rica em carboidratos solúveis e insolúveis, esse subproduto apresenta 

grande potencial para ser utilizado em produtos de alto valor agregado obtidos através 

da hidrólise química ou enzimática e posterior conversão biológica (RIVAS et al., 2008; 

COSTA et al., 2014). 
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Figura 4. Casca da laranja 

  

Fonte:https://www.pensamentoverde.com.br 

 

Esses resíduos também apresentam um alto valor energético, e podem contribuir 

para reduzir a dependência de energia comprada para geração de calor, vapor ou 

eletricidade na maiorias das indústrias. Apesar da ampla possibilidade de utilização, 

existem poucos trabalhos na literatura referindo-se ao uso de resíduos da agroindústria 

da laranja para fins energéticos (NEGREIROS et al., 2014). 

3.5.2 Resíduos da uva 
 

A uva é o fruto da videira (Vitis sp.) Figura 5, uma planta da família das Vitaceae. 

É utilizada frequentemente para produzir sucos, doces (geleia), vinhos e passas, podendo 

também ser consumida ao natural (BOTELHO, PIRES, TERRA, 2006). 

 

Figura 5. Cacho de uva (Vitis sp) 

 

Fonte: www.nagumo.com.br/uva 

 

A uva é formada de 6 a 12% de casca, 29% de semente e 85 a 92% de polpa, 

que constitui a principal parte da uva, sendo constituída por 65 a 85% de água, 12 a 

25% de açúcares redutor, 0,6 1,4% de ácidos orgânicos, 0,25 a 0,5% de substâncias 

minerais, 0,5 a 0,1% de compostos nitrogenados, além de diversas vitaminas 

hidrossolúveis e lipossolúveis, é constituída de 48% de massa seca, 16,44% de 

proteína bruta, 51,20% de fibra de detergente neutro, 11,24% de extrato etéreo e 

3,72% de matéria mineral. (PENNA, HECKTHEUER, 2004; GRAEBIN, 2014). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Fruto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Planta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vitaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vinho
https://pt.wikipedia.org/wiki/Passa
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No processo de fabricação do vinho, a cada 1000g de uvas colhidas, após o 

esmagamento, são gerados cerca de 350g de resíduos (cascas, engaços e sementes), 

que geralmente são jogados nos solos dos parreirais das indústrias vinícolas, servindo 

apenas como matéria orgânica para fertilização. O bagaço da uva é um abundante 

subproduto da nossa indústria vitivinícola (BORGHEZAN, 2017).  

 

O bagaço (Figura 6) é o principal subproduto da vinificação, é definido como o 

resíduo da prensagem das uvas frescas, fermentado ou não. Diversas tecnologias são 

utilizadas para o aproveitamento energético da biomassa: a combustão, gaseificação, 

geração de biogás e pirolise utilizam o bagaço de uva e outros resíduos vegetais 

energéticos em quantidade suficiente para assegurar a viabilidade deste tipo de 

instalações (ROSSI, MOURA, 2014; SANTOS, 2014). 

Esse sub-produto apresenta quantidades significativas de substâncias 

fotoquímicas que conferem características como cor, aroma e adstringência a vinhos 

além das propriedades benéficas a saúde humana. Sementes e cascas de uva são 

boas fontes de taninos ricas em compostos bioativos como ácido gálico, catequina, 

epicatequina, carotenoides e tocoferóis. A casca é rica em pigmentos, como 

antocianidinas e antocianinas pertencentes ao grupo dos flavonoides, apresentando-

se como matérias-primas adequadas à produção de ingredientes e suplementos 

alimentares antioxidantes. As pesquisas buscam-se formas de reaproveitar a 

biomassa residual gerada durante a produção de vinho e sucos de uvas (ROBERTO, 

COLOMBO, ASSIS, 2011; ASSUNPÇÃO, 2014).  

Figura 6. Resíduos da uva 

 

Fonte: https://www.alamy.com/residue 
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3.5.3 Resíduos do café 
 

 

O café pertence à família das Rubiáceas. Atualmente duas espécies são 

produzidas comercialmente no Brasil: a Coffea arábica (arábica) e a Coffea Canephora 

(conilon ou robusta). É uma bebida produzida a partir dos grãos torrados do fruto do 

cafeeiro (Figura 7). É servido tradicionalmente quente, mas também pode ser consumido 

gelado. O café é um estimulante, por possuir cafeína — geralmente 80 a 140 mg para 

cada 207 ml dependendo do método de preparação (OLIVEIRA, CARVALHO, SILVEIRA, 

2001; DURÁN, et al., 2017; DE FREITAS MOURA, BUENO, 2018).  

 

Figura 7. Cafeeiro 

 

 

Fonte: www.jornaleconomico.sapo 

 A cafeicultura dá origem a um volume elevado de resíduos, principalmente a casca 

de café (Figura 8). A crescente preocupação com os problemas ambientais, tem elevado 

o número de pesquisas sobre a destinação desses resíduos gerados no processamento 

agroindustrial do café. Após a colheita, apontam a polpa, a mucilagem, o pergaminho e a 

casca como resíduos originados de formas diferentes de beneficiamento do café. No 

Brasil, a forma mais comum de preparo de café ocorre por via seca (fruto de café seco 

ao sol ou em pré-secadores e secadores artificiais), resultando em resíduos formados por 

casca e pergaminho, com rendimento de aproximadamente 50% do peso colhido 

(MOREIRA, TRUGO, DE MARIA, 2000; CRISÓSTOMO, 2014; FOSCACHES, SAES, 

VACARI, 2016; RIBEIRO, RIBEIRO FILHO, RUFINO, 2017; COTI-ZELATI, COPPINI, 

GHOBRIL, 2018).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Bebida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cafeeiro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estimulante
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cafe%C3%ADna
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Figura 8. Casca do café 

 

 

Fonte:https://www.google.com.br/cascara+do+cafe 

A casca é considerada um subproduto disposto na natureza com característica 

tóxica e seu descarte inadequado é um grande problema para o meio ambiente, 

normalmente é utilizada como fertilizante para ração animal e biocomposto, porém 

uma alternativa é o uso como fonte de carbono para o cultivo de micro-organismos em 

diferentes bioprocessos industriais por apresentar altos teores de matéria orgânica e 

quantidade satisfatória de açúcares fermentescíveis (GUSMÃO et al., 2014; PONTES 

et al., 2018). 

Além de criar potenciais problemas ambientais, os resíduos representam perdas 

de matérias-primas e energia, exigindo investimentos significativos em tratamentos para 

controlar a poluição. Muitos dos tratamentos não eliminam realmente os resíduos 

gerados, apenas os transferem para outro meio (TIMOFIECSYK; PAWLOWSKY, 2000; 

BASTOS, AMAURO, BENITE, 2017). 

O café apresenta uma considerável quantidade de cafeína e taninos. A presença 

de bactérias, leveduras e fungos filamentosos durante as etapas de pré e pós-colheita 

mostram a importância da microbiota presente, através do seu papel no processo de 

fermentação dos frutos, que é de grande importância para qualidade do produto final, 

pois esses micro-organismos possuem influenciam diretamente na degradação dos 

compostos presentes nos grãos ou através da excreção de metabólitos que difundem 

para o interior dos grãos. (DE MARIA, MOREIRA, 2007; CRISÓSTOMO, 2014; 

FOSCACHES, SAES, VACARI, 2017). 
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Tanino acil hidrolase ou tanase (EC 3.1.1.20) é uma enzima que apresenta uma grande versatilidade, sendo 
produzida principalmente por diversos gêneros de fungos filamentosos, possui vasta aplicação em diversos 
setores das industriais de sucos e bebidas, como também das indústrias químicas e farmacêuticas. Foram 
realizados estudos com amostras de Cunninghamella echinulata isoladas de solo da Caatinga da cidade de 
Serra Talhada no Estado de Pernambuco, para detecção da tanase em meio sólido com 2 amostras de C. 
echinulata UCP 1305 e 1308, nas temperaturas de 28 e 37oC e diferentes valores de pH 4.5, 5.5, 6.5, 7.0 e 8.0. 
Em seguida, após a seleção da melhor amostra e condições de produção, foram realizados ensaios de 
fermentação submersa utilizando 4 diferentes meios, durante 120 horas, 150 rpm, 37oC e pH 7,0 para 
determinação da curva de crescimento através da biomassa microbiana, variação do pH e determinação 
enzimática. Os resultados obtidos evidenciaram que a amostra denominada UCP 1305 apresentou a formação 
do maior halo característico da atividade enzimática de 4,5 cm na temperatura de 37oC e pH 7,0. Nos ensaios 
de fermentação submersa, o meio denominado de 3 com a amostra UCP 1305, obteve uma produção 0,413 
U/mL de tanase. Ensaios envolvendo a biodiversidade microbiana de ambientes pouco explorados 
biotecnologicamente, se revelam eficazes no sentido de isolarem, identificarem organismos com elevado 
potencial na produção de substâncias de elevado valor agregado. 

  PALAVRAS-CHAVE: Detecção enzimática, seleção de micro-organismos, fungos Mucorales. 

 

   
 INTRODUÇÃO  

 
A biodiversidade microbiana está ligada diretamente à 

atividade metabólica dos micro-organismos presentes na 
natureza principalmente no solo, através da participação 
direta em processos ecológicos (fotossíntese, geração de 
oxigênio, reciclagem de matéria orgânica, ciclos 
biogeoquímicos, manutenção da fertilidade e da estrutura de 
solos) (GRIEBLER, LUEDERS, 2009; ZEGLIN, 2015; 
BELLO et al., 2018; BACH et al., 2018). O isolamento de 
micro-organismos de ambientes pouco conhecidos como a 

Caatinga Nordestina, se torna indispensável para o 
desenvolvimento de estudos envolvendo a produção de 
metabólitos de alto valor agregado utilizando essa 
microbiota, principalmente as enzimas (LIMA et al., 2014; 
RAMOS et al., 2015; PACCHIONI et al., 2014; BISWAS, 
SARKAR, 2018). 

As enzimas microbianas têm sido muito utilizadas nas 
últimas décadas devido participarem de inúmeros processos 
industriais e/ou ambientais, e por apresentarem uma série 

African Journal of Biotechnology  
ISSN 1684–5315 © Academic Journals   
  

 

  
Author(s) retain the copyright of this article 
http://www.academicjournals.org/AJB  

African Journal of Biotechnology  



   

  

36 

 

de vantagens frente as produzidas por plantas e animais 
(OGAWA, SHIMIZU, 1999; ADRIO, DEMAIN, 2014; 
CHRAST, CHALOUPKOVA, DAMBORSKY, 2017; 
RAVEENDRAN et al., 2018.). 

Tanino acil hidrolase (tanase, EC 3.1.1.20) é uma enzima 
que hidrolisa ésteres e ligações de taninos, liberando glicose 
e ácido gálico. Quimicamente é uma glicoproteína formada 
por moléculas de ácido gálico, esterase e depsidase, 
(PRASAD et al., 2012), sendo produzida por diversos 
gêneros de micro-organismos, principalmente por fungos 
dos gêneros Aspergillus e Penicillium. Nos processos 
fermentativos são produzidas pela presença de um indutor 
na composição do meio de produção, que normalmente é o 
ácido tânico (BELMARES et al., 2004; AGUILAR et al., 2007; 
GOVINDARAJAN et al., 2016; AHARWAR, PARIHAR, 2018; 
KUMAR, SREEKUMAR, SABU, 2019).  
     O gênero Cunninghamella apresenta em torno de 12 
espécies descritas na literatura, apresentando as seguintes 
características morfológicas:  forma filamentosa de 
crescimento rápido, colônias formadas por vesículas 
piriformes e/ou globais, com diversos esporângíolos, 
coloração branca ou cinza. Apresentam a capacidade em 
metabolizar uma ampla diversidade de xenobióticos 
existentes e são encontrados em solos e plantas de zonas 
mediterrâneas e subtropicais (BAIJAL, MEHROTRA, 1980; 
SHIOSAKI et al., 2001; PISKA et al., 2016; NAYAK, 2018; 
PRENAFETA-BOLDÚ, DE HOOG, SUMMERBELL, 2018). 
         O presente trabalho teve como objetivos a seleção de 
amostras através da fermentação sólida, a seleção de meios 
de cultivo e a produção de tanase através da fermentação 
submersa, utilizando amostras de Cunninghamella 
echinulata, isoladas de solo provenientes da Caatinga de 
Pernambuco. 

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
Micro-organismos  
   Foram utilizados amostras de Cunninghamella echinulata, 
(UCP 1305 e UCP 1308, catalogadas no Banco de Culturas 
da Universidade Católica de Pernambuco), localizado no 
Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais e 
Biotecnologia (NPCIAMB). As culturas foram mantidas em 
Meio Sabouraud, a 4oC. 
 
Seleção com amostras produtoras de tanase em meio 
sólido 

Para a seleção e detecção da atividade tanase, foi 
utilizada a metodologia descrita por Hankin, Anagnostaki 
(1979).  As amostras cresceram em meio Sabouraud 
suplementado com ácido tânico (0,2%). O meio de detecção 
utilizado foi Peptona (1%); Glicose (4%); Agar (2%); Ácido 
tânico (1%) e água destilada. O meio foi distribuído em 
placas de Petri, e após solidificação, foram feitos furos no 
centro das placas de 0,8 cms Foi inoculada 100 μL uma 
suspensão espórica de 107 esporos/mL. Os ensaios foram 
realizados em diferentes condições de temperatura (28ºC e 
37ºC), e de pH (4.5; 5.5; 6.5; 7.0 e 8.0), durante 120 horas, 
com acompanhamento diário.  A verificação da atividade 
enzimática foi detectada através da formação de um halo 
característico da enzima testada e expressa em 
centímetros. 

 
Seleção de meios para a produção de tanase por 
Fermentação Submersa 

Após a seleção da melhor amostra produtora de tanase 
em meio sólido e das condições de temperatura e pH, foram 

realizados ensaios de produção através de fermentação 
submersa, utilizando os seguintes meios com soluções de 
sais soluções de sais em (g/L) nas seguintes composições 
em quatro diferentes meios:  
M1 KH2PO4 (1,0); NH4NO3 (2,0); MgSO4.7H2O (0,2); 
CaCl2.2H2O (0,02); MnCl2.4H2O (0,004); Na2MoO4.2H2O 
(0,002); FeSO4.7H2O (0,0025), ácido tânico (10) (MACEDO 
et al., 2005) 
M2 NaNO3, (6,0); KH2PO4 (1,52); KCl (0,52); MgSO4. 7H2O 
(0,52); FeSO4. 7H2O (0,01); ZnSO4. 7H2O (0,01); Acido 
tânico (10) (EL-REFAI et al., 2017)  
M3 NaNO3 (6,0); KH2PO4 (1,52); KCl (0,52); MgSO4. 7H2O 
(0,52); FeSO4. 7H2O (0,01); ZnSO4. 7H2O (0,01); Cu(NO3)2. 
3H2O (0,01); Acido tânico (10) (SRIVASTAVA, KAR, 2009).  
M4 NaH2PO4.2H2O (1,0); KH2PO4 (2,0); CaCl2 (0,025); 
MnSO4. 7H2O (0,015); FeSO4. 7H2O (0,005); ZnSO4. 7H2O 
(0,03); (NH4)2SO4 (1,0); Frutose (1,0); Ácido tânico (10) 
(MOURA et al., 2015)  

Os ensaios foram realizados em frascos de 
Erlenmeyers de 250 mL inoculados com 10% de uma 
suspensão de conídios (107/mL). e incubados em rotação 
orbital de 150 rpm a 37º C, por 120 horas. 
Foram retiradas alíquotas de 5 mL dos meios de cultivos a 
cada 24 h, para detecção da curva de crescimento pela 
biomassa (g/L), da variação do pH e da produção da 
enzimática.  
 
Determinação da atividade enzimática 

Foi utilizada a metodologia descrita por Hankin, 
Anagnostakis (1975). Os ensaios foram realizados utilizado 
uma solução contendo 150 μL de uma solução de ácido 
tânico (0,7% p/v) em tampão acetato com pH 5,5 - 0,2 M), 
adicionado a 0,025 mL de extrato enzimático bruto e 
incubados à 40ºC por 10 minutos em banho maria. A reação 
foi paralisada com a adição de 1,5 mL de solução de 
albumina de soro bovino (tampão acetato pH 5,0 – 0,2 M, 
contendo 0,17 M de NaCl), logo em seguida, as amostras 
foram centrifugadas a 7000 x g por 15 min à temperatura de 
4ºC. O precipitado foi ressuspenso com adição de 1,5 mL de 
solução de SDS-Trietanolamina (SDS 1% (p/v) adicionada 
de 5% (v/v) de Trietanolamina em água destilada), e de 0,5 
mL de FeCl3 (0,01 M de FeCl3 em 0,01 M de ácido 
clorídrico). As soluções foram deixadas em repouso durante 
15 min. As leituras da absorbância foram realizadas a 530 
nm em espectrofotômetro modelo Biochrom S21.  

Para o branco foi feito um teste contendo todos os 
reagentes, mas utilizando água destilada no lugar do extrato 
enzimático. 

A atividade enzimática foi calculada através da diferença 
da leitura de absorbância medida a 530 nm entre amostra e 
tubo controle, e calculada através da seguinte equação: 
Absfinal = Abscontrole – Absteste   

      Onde uma unidade de atividade de tanase foi definida 
como a quantidade de ácido tânico hidrolisado por mL de 
enzima empregada por minuto de reação (U = μmol/min.mL 
de enzima). 
  
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
      Na seleção dos micro-organismos para a detecção da 
atividade enzimática tanase em meio sólido sob diferentes 
condições de temperaturas (28 e 37oC) e pH (4.5, 5.5, 6.5, 
7,0 e 8.0) estão descritos na Tabela 1.  
 

TABELA 2 – Atividade tanase por amostras de Cunninghamella 

echinulata UCP 1305 e UCP 1308 em diferentes condições de pH e 
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temperatura durante 120 h. 

. 

        

      Os resultados da produção da enzima tanase por 
Cunninghamella echinulata (UCP 1305 e 1308), em 
diferentes meios de produção estão apresentados nas 
figuras 1 A e B.  

Constata-se que o melhor resultado da produção da 
enzima ocorreu no meio denominado M3 após 72 h de 
cultivo para a Cunninghamella echinulata UCP 1305 
apresentando uma atividade enzimática de 0,413 U/mL, 
superando o resultado da amostra de Cunninghamella 
echinulata UCP 1308 que apresentou o valor de 0,228 U/mL 
no meio denominado M1, após 96 h de cultivo. 

 

 

 

FIGURA 1. Produção da enzima tanase por Cunninghamella echinulata 
(A) UCP 1305 e (B) UCP 1308 em diferentes meios de cultura durante 
o período de 120 horas de cultivo.  

 
Os resultados obtidos corroboram com os dados 

descritos por Purohit et al., (2006); Aharwar, Parihar (2018) 
relatam que a tanase é uma enzima extracelular produzida 
na presença de um indutor, o ácido tânico, por fermentação 
líquida, submersa ou sólida, através de fungos filamentosos, 
bactérias e ou leveduras.  

Estudos realizados por Moura et al (2015) com 
Aspergillus niger em fermentação submersa na mesma 
temperatura (37ºC), em 120 horas foram obtidos índices 
enzimáticos (0,180 U/mL).  

Os valores de biomassa obtidos através da curva de 
crescimento nos diferentes meios de cultivo para as amostra 
de Cunninghamella echinulata UCP 1305 e UCP 1308, 
estão descritas na figura 2 (A e B).  

Verifica-se, que houve uma maior produção de biomassa 
no meio M3 com 0,453 g/L de cultivo, após 72 horas para 
UCP 1305 e de 0,398 g/L no meio denominado M1 para a 
UCP 1308 após 96 horas.  

Os valores obtidos nos ensaios de biomassa corroboram 
com os obtidos por Moura et al, 2015, que estudaram 
biomassa de Aspergillus para o mesmo meio denominado 
M3 e obteveram valores de 0,310 g/L em 96 h. 

. 

 

 

FIGURA 2. Produção de biomassa por Cunninghamella echinulata (A) 
UCP 1305 e (B) UCP 1308 em diferentes meios de produção durante o 
período de 120 horas. 

 

Segundo Orlandelli (2012), a presença de elementos 
minerais na composição do meio, desempenham importante 
papel como constituintes na produção de enzimas e 
coenzimas por micro-organismos, e sua presença se torna 
necessária nos meios de produção de biomoléculas, 
aumentando assim sua biomassa microbiana.  

Na análise dos valores de pH durante o processo 
fermentativo, verifica-se variações dos valores iniciais de pH 
7,0 para valores ácidos que se encontram numa faixa de 
5,09 -5,76, descritos na tabela 2 

 
TABELA 2. Variação do pH em diferentes meios de cultura por cepas 

Cunninghamella echinulata em 120h de cultivo. 
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. 

Arruda et al., (2007), obtiveram valores de pH com 
amostras fúngicas em diferentes meios de produção, numa 
faixa ligeiramente ácida, provavelmente, devido a produção 
de metabólitos ácidos durante as diversas etapas do 
processo fermentativo. 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
As duas amostras testadas de Cunninghamella 

echinulata (UCP 1305 e 1308), apresentaram atividade para 
a enzima tanase tanto em meio sólido como através de 
fermentação submersa. A melhor condição dos ensaios de 
detecção da atividade enzimática, demonstrou que que a 
temperatura e pH influenciaram diretamente nos resultados 
de produção da enzima.  

Os resultados obtidos nesses ensaios pesquisa servem 
como base para estudos futuros, pois se trata de um 
trabalho com uso de amostras de Cunninghamella 
echinulata isolados da Caatinga, ainda não descritos na 
literatura para a produção da enzima tanase. 
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Resumo  

 

A Tanase é uma enzima produzida por micro-organismos e bastante utilizada nas indústrias devido 

a sua importância na aplicabilidade química e alimentícia. Uma alternativa para diminuição dos custos de 

produção desta enzima tem sido o uso de resíduos agroindustriais na formulação de meios de cultura devido 

concentração de nutrientes. Neste estudo, foram realizados diversos ensaios para formulação de meios 

alternativos utilizando resíduos agroindustriais de uva, casca de café e laranja nas concentrações de 1, 2, 

3% para a produção de tanase por Cunninghamella echinulata (UCP 1305).  Os experimentos foram 

realizados em shaker orbital 150 rpm, 37oC, por 120 horas. Os resultados evidenciaram que a maior 

atividade enzimática foi obtida com o substrato da uva na concentração de 3%, 0,357 U/mL de tanase, Foi 

feito planejamento fatorial 22 para avaliar a atividade enzimática de cada resíduos, variando a concentração 

do substrato e o tempo de cultivo. O resultado foi significativo na interação das variáveis, com destaque 

para o resíduo da uva que apresentou melhor resultado com 99,75 %. A concentração do substrato mostra 

a maior significância estatística para o aumento da atividade enzimática. A utilização de resíduos 

agroindustriais surge como uma alternativa viável na elaboração de meios de produção de produtos 

biotecnológicos bioativos.  

 

Palavras chaves: Tanase, Resíduos agroindustriais, Cunninghamella echinulata 
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Abstract 

Tanase is an enzyme produced by microorganisms and widely used in industries because of its importance 

in chemical and food application. An alternative to decrease the production costs of this enzyme has been 

the use of agroindustrial residues in the formulation of culture media due to the concentration of nutrients. 

In this study, several tests were carried out to formulate alternative media using grape, coffee peel and 

orange agroindustrial residues at concentrations of 1, 2, 3% for the production of tannase by 

Cunninghamella echinulata (UCP 1305). The experiments were performed in orbital shaker 150 rpm, 37ºC, 

for 120 hours. The results showed that the highest enzymatic activity was obtained with the substrate of the 

grape at 3% concentration, 0.357 U / mL of tannase. Factorial design was done 22 to evaluate the enzymatic 

activity of each residues, varying the substrate concentration and time of culture. The result was significant 

in the interaction of the variables, highlighting the grape residue that presented the best result with 99.75%. 

The substrate concentration shows the highest statistical significance for the increase of the enzymatic 

activity. The use of agro-industrial waste appears as a viable alternative in the production of means of 

production of bioactive biotechnological products. 

 

Key Words: Tannase, Agro wastes, Cunninghamella echinulata 

 
1 Introdução 

A busca por métodos de produção economicamente viável e menos agressivos ao meio ambiente 

tornou a biotecnologia uma área importante de pesquisa capaz de promover o desenvolvimento de novos 

insumos industriais. Os setores como da agricultura, farmacêutica, cosmética e ambiental, vêm sendo 

beneficiados devido a importância de unir o potencial econômico ao aspecto da sustentabilidade 

(SBARDELOTTO et al., 2013).  

Neste contexto a biodiversidade microbiana encontrada em diferentes ecossistemas tem 

representado uma fonte atrativa para bioprospecção na síntese de compostos de interesse com alto valor 

agregado (MATIAS, VIEIRA, FONTENELE, 2014).  Dentre os compostos bioativos a produção de 

enzimas microbianas tem se destacado no mercado mundial como uma alternativa econômicamente 

promissora possuindo uma vasta aplicação na indústria. 

O Tanino acil hidrolase (EC 3.1.1.20) ou tanase é uma enzima produzida por microrganismo como 

fungos, bactérias e leveduras, possuindo a função de catalisar a quebra das ligações ésteres de taninos 

hidrolisáveis em ácido gálico.  

Industrialmente a tanase tem sido empregada na produção de drogas antibacterianas e em produtos 

como chás instantâneos, clarificação de sucos, cervejas e processamento de vinhos além do tratamento de 

rações animais e de efluentes na indústria de couro (MELO et al., 2014). 

A composição do meio de produção, condições de cultivo e linhagem microbiana utilizada, 

influenciam drasticamente na obtenção da enzima (NASCIMENTO et al., 2014). 

Os fungos do gênero Cunninghamella são extremamente importantes na produção de enzimas de 
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interesse industrial além de uma gama de substâncias bioativas, sendo utilizadas na produção de alimentos, 

medicamento e cosméticos (ABREU, ROVIDA, PAMPHILE, 2015). 

Apesar de inúmeras aplicações industriais da tanase, a sua produção ainda é considerada um 

processo de alto custo industrial, por passar por um longos processos biotecnológicos  além do seu elevado 

custo de produção, fatores com matéria prima como fonte de substrato e micro-organismos que viabilizem 

uma produção contínua são percalços que ainda necessitam serem abolidos (ALMEIDA, 2014). 

Por outro lado, tem se dado importância a utilização de resíduos da agroindústria como fonte 

alternativa para formulação de meios de cultura. O alto teor de matéria orgânica tem sido explorado, pois 

pode contribuir como fonte de nutrientes para a produção de alimentos e obtenção de matérias primas com 

alto valor agregado (CASTRO, 2010). Além disso, abundancia e diversidade, de resíduos tais como cascas 

de frutas, folhagens e restos vegetais quando dispostos no meio ambiente de forma inadequada podem 

causar impactos ambientais (GONCALVES et al.,2014) (PANESAR et al., 2016) 

Nesse contexto, esta pesquisa avaliou a formulação de um meio de cultura utilizando como fonte 

alternativa os substratos agroindustriais da uva, café e laranja em diferentes concentrações para produção 

da enzima tanase. 

2. Material e Métodos 

Micro-organismo 

A amostra de Cunninghamella echinulata (UCP 1305) isolada da Caatinga de Pernambuco, 

previamente mantida e catalogada no Banco de Culturas da Universidade Católica de Pernambuco 

(UNICAP), foi gentilmente cedidas para este estudo. 

Substratos Agroindustriais  

Os resíduos agroindustriais utilizados, foram: Resíduo de uva (proveniente do processamento para 

a fabricação de vinho) casca da laranja (proveniente da utilização do fruta em sucos), e casca de café 

(proveniente do processamento para a comercialização). Os substratos agroindustriais coletadas foram 

desidratados em estufa a 45ºC, até obtenção de partículas secas e não aglomeradas. Essas amostras foram 

trituradas em liquidificador e padronizadas com relação ao tamanho das partículas utilizando peneiras de 

1,68 mm.  

Meio de produção e condições de cultivo 

Para os ensaios da produção de tanase utilizou-se um meio de cultura constituído de uma base de 

sais em (g/L): NaNO3; KH2PO4; KCl; MgSO4. 7H2O; FeSO4. 7H2O; ZnSO4. 7H2O; Cu(NO3)2. 3H2O. 

Adicionadas a três diferentes substratos agroindustriais: os resíduos de uva, casca de café e laranja, variando 

as concentrações de 1, 2 e 3%. 
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Os ensaios com os meios de cultura foram realizados em frascos de Erlenmeyers de 250 mL, com 

volume útil de 125 mL, inoculados com 10% de uma suspensão de conídios (107/mL) e incubados em 

rotação orbital de 150 rpm a 37º C, por 120 horas. Alíquotas de 5 mL do meio de cultura foram retiradas 

cada 24 h, para investigar a curva de crescimento pela biomassa (g/L), o pH e produção da enzimática. Os 

ensaios foram realizados em triplicata e a influência dos resíduos no meio de cultura para a produção da 

enzima foi avaliada através da análise do gráfico de PARETO, utilizando o programa Statistic versão 10 da 

Stat Soft.  

Determinação da atividade enzimática 

Foi utilizada a metodologia descrita por Mondal et al.(2001), modificada por Banerjee et al 2006. 

Foram realizados ensaios empregando 150 mL de solução de ácido tânico (0,7% (p/v) em tampão acetato 

com pH 5,5 - 0,2 M), adicionado a 0,025 mL de extrato enzimático bruto e incubados à 40ºC por 10 minutos 

em banho maria. A reação foi paralisada com a adição de 1,5 mL de solução de albumina de soro bovino 

(preparada em tampão acetato pH 5,0 – 0,2 M, contendo 0,17 M de NaCl), logo em seguida, as amostras 

serão centrifugadas a 7000 x g por 15 min a temperatura de 4ºC. O precipitado foi ressuspenso com a adição 

de 1,5 mL de solução de SDS-Trietanolamina (SDS 1% (p/v) adicionando 5% (v/v) de Trietanolamina em 

água destilada), acrescido de 0,5 mL de FeCl3 (0,01 M de FeCl3 em 0,01 M de ácido clorídrico). As soluções 

foram deixadas em repouso por 15 min. As leituras da absorbância serão realizadas a 530 nm em 

espectrofotômetro modelo Biochrom S21. O branco foi feito um teste contendo todos os reagentes, mas 

utilizando água destilada no lugar do extrato enzimático. A atividade enzimática foi calculada através da 

diferença da leitura de absorbância medida a 530 nm entre amostra e tubo controle, e calculada através da 

seguinte equação: Abs530 = Abs controle – Abs teste.  

A atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar um μmol 

de ácido tânico por minuto de reação nas condições avaliadas. 

A curva padrão foi realizada utilizando quantidades de ácido tânico comercial variando entre 0,02% 

e 0,16%. 

3. Resultados e discussões  

   Os resultados da curva de crescimento avaliados pela produção de biomassa de C echinulata UCP 

1305 nas diferentes concentrações e substratos agroindustriais utilizado nos meios de cultivo   estão 

apresentados na figura 1 (A -C).  

Verifica-se, que os resíduos utilizados no meio de cultura possibilitaram o crescimento do 

microrganismo em todas as concentrações testadas. A maior produção de biomassa foi obtido com uso do 

resíduo de casca de laranja a 3% no meio de cultura com 4,2 g/L seguido do resíduo da uva 3% com 4,096 

g/L após 120 horas. 
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FIGURA 1. Produção de biomassa por C. echinulata (A) UCP 1305 com uso os resíduos uva (A), casca de laranja 

(B) e café (C) em diferentes concentrações 1, 2, 3% no meio de cultura durante 120 horas de cultivo 
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Os valores de pH ao final do período de cultivo realizadas nos diferentes meios de cultura também 

demonstraram que o pH teve uma variação para uma faixa ligeiramente ácida sendo pouco diferenciada 

entre os resíduos (Tabela 1).  

 

 TABELA 1. Variação do pH em diferentes meios de cultura por cepas Cunninghamella echinulata em 120h 

de cultivo 

Conc. % pH inicial Uva pH final Laranja pH final Café pH final 

 

1 
2 
3 
 
 

7,0 
7,0 
7,0 

5,33 
5,52 
5,67 

5,19 
5,41 
5,50 

4,89 
5,12 
5,21 

 
 Os resultados da produção da enzima tanase por C. echinulata (UCP 1305), nos diferentes resíduos 

estão apresentados nas figuras 2 A - C. 
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Figura 2. Produção da enzima tanase por C. echinulata UCP 1305 com uso os resíduos uva (A), casca de laranja (B) 

e café (C) em diferentes concentrações 1, 2, 3% no meio de cultura durante 120 horas de cultivo 

* letras iguais não são significativas a nível de 5% pelo teste de Tukey 

Atividade tanase de 0,357 U/mL e de 0,274 U/mL foram encontrados para os resíduos de uva e 

laranja respectivamente.  Atividade enzimática mostra que o tempo e a concentração do substrato, tiveram 

efeitos significativos pra atividade enzimática, dados em material suplementar (Tabela1 - 3). O efeito do 

tempo demonstrou uma maior significância estatística para o aumento da atividade enzimática com o 

resíduo de uva e laranja, verificando a melhor produção da enzima já nas primeiras 72 horas de cultivo e 

uma diminuição ao passar do tempo. A concentração do substrato também demonstrou influenciar 

significativamente com uso do resíduo de uva. 

A produção de tanase utilizando resíduos agroindustriais como substratos em cultivos submersos 

ou por cultivos semi sólidos por bactérias, leveduras e fungos tem sido descritas em diversos trabalhos 

(PANESAR et al., 2016) 

Os resíduos da vinicultura destaca-se por sua rica fonte de compostos fenólicos e açucares 

fermentáveis o que o torna um dos resíduos mais promissoras para a produção de substâncias bioativas 

naturais (SAMPAIO; HADDAD; WIEND, 2018). Por outro lado, poucos estudos têm proposto a utilização 

do resíduo de sucos e processamento de laranja pra produção de enzima tanase foi proposto por  

(SAMPAIO; HADDAD; WIEND, 2018). 

 Em trabalho com uso de resíduos de diversos resíduos para produção de tanase por culturas fúngicas 

por SAMPAIO et al. (2018) obtiveram os melhores resultados para o resíduo de uva 0,210 U/mL.  

O uso de resíduos agroindustriais de uva também foram demonstrado por Macedo et al. (2005). 

Neste estudo a produção de tanase por isolados fúngicos os autores obtiveram uma atividade  de 0,1021 

U/mL após 120h de cultivo (MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2005). 
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Para a análise estatística foram usadas como parâmetros a matriz codificada 22 com o resíduo da 

uva, com a casca da laranja e a casca do café nas concentrações de 1, 2 e 3% variando com o tempo de 

cultivo de 72, 96 e 120 hs conforme tabela 2 (A) para o resíduo da uva, tabela 2 (B) para a casca da laranja 

e tabela 2 (C) para a casca do café.  

TABELA 2- Planejamento fatorial-matriz codificada 22 de utilização de resíduos   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

O diagrama de Pareto apresentado na figura 3 (A) mostra que o resíduo da Uva apresentou o melhor 

resultado em comparação com a casca da Laranja e a casca do Café. O tempo, a concentração do substrato, 

e a interação do tempo com a concentração do substrato foram significativos pra o aumento da produção 

da atividade enzimática por C. echinulata UCP 1305. A concentração do substrato mostra a maior 

significância. Na figura 3 (B) o resultado da casca da laranja com o segundo melhor resultado também 

mostra significância das variáveis porém menos que a apresentada no resíduo da uva, Já na figura 3 (C) 

mostra que as variáveis não apresentaram resultado significativo para a atividade enzimática. 

Uva                             A Níveis 

Fatores -1 0 +1 

Conc. resíduos (%) 1 2 3 

Tempo (min) 72 96 120 

Laranja                       B Níveis 

Fatores -1 0 +1 

Conc. resíduos (%) 1 2 3 

Tempo (min) 72 96 120 

Café                       C Níveis 

Fatores -1 0 +1 

Conc. resíduos (%) 1 2 3 

Tempo (min) 72 96 120 
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Figura 3. Diagrama de Pareto para análise do substrato nas concentrações e tempo de cultivo das amostras com 

resíduo da uva (A), casca de laranja (B) e casca de café (C) 
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A atividade Enzimática e o principal parâmetro para se avaliar as variáveis em estudo, pois o 

substrato da uva à 3% na temperatura 37ºC, pH 7,0 em no tempo de 72 hs obteve uma produção enzimática 

de 0,357 U/mL, evidenciando o bom resultado da análise no diagrama de Pareto. 

 

4. Conclusões  

 

A utilização dos resíduos agroindustriais tornam possíveis a formulação de meios alternativos para 

o crescimento do microrganismo e produção de bioprodutos de alto valor agregado, com economia e 

contribuindo para um maior aproveitamento dos recursos naturais descartado na natureza, mais uma 

alternativa para melhorar os custo da produção de enzimas. O meio contendo o resíduo da uva apresentou 

maior produção de tanase, em comparação aos demais.   

Verificou-se a habilidade da amostra isolada da Cunninghamella echinulata (UCP 1305) na 

produção da enzima em estudo, corrobora positivamente para confirmar o elevado potencial 

biotecnológicos dos fungos isolados do solo da caatinga do Estado de Pernambuco. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

Diante dos resultados obtidos, foi possível concluir que: 

 

• Dentre as amostras de Cunninghamella echinulata testadas neste estudo, para a seleção 

de melhores cepas produtoras de tanase em meio líquido, o micro-organismo UCP 1305 

foi o que se apresentou com os melhores resultados; 

 

• Nos ensaios referentes a seleção dos meios de produção de Tanase, o meio que 

apresentou os melhores resultados foi o meio denominado M3, dentre os demais 

selecionados para produção de tanase: Solução de sais (g/L): NaNO3; KH2PO4; KCl; 

MgSO4. 7H2O; FeSO4. 7H2O; ZnSO4. 7H2O; Cu(NO3)2. 3H2O; Resíduo da Uva, casca de 

Café e laranja como substratos a 1, 2 e 3%; 

 

• O resíduo da uva na concentração de 3% na temperatura de 37ºC, pH 7,0 em 72 hs de 

cultivo apresentou o maior resultado da atividade enzimática em comparação aos 

substrato da casca de laranja e café. 

 

• Apesar da ausência de ácido tânico, como indutor da produção de tanase, a utilização de 

resíduos agroindústrias, testados neste trabalho, foram suficientes para a obtenção de 

tanase por meio de fermentação submersa, com destaque para o resíduo da Uva que 

obtive o melhor resultado. 

 

• Os resultados obtidos demonstraram a eficácia na utilização de resíduos agroindustriais 

como substratos alternativos na produção de tanase, através da formulação de meios 

alternativos, pois o reaproveitamento desses resíduos contribui para minimização dos 

impactos ambientais, bem como a redução dos custos da produção de tanase de vasta 

utilização biotecnológica. 
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ANEXO 

 

Material suplementar 

 

Artigo III 

 

Tabela 1. ANOVA - Atividade tanase - Resíduo de uva 

Efeitos DF GL MS F p 

Interceção 0.699477 1 0.699477 330.0554 0.000000 

concentração 0.082889 2 0.041445 19.5561 0.000013 

tempo 0.167586 2 0.083793 39.5386 0.000000 

erro 0.046624 22 0.002119 - - 

 

Tabela 2. ANOVA - Atividade tanase - Resíduo de casca de laranja 

Efeitos DF GL MS F p 

Interceção 0.354107 1 0.354107 62.83361 0.000000 

concentração 0.026759 2 0.013379 2.37407 0.116525 

tempo 0.059614 2 0.029807 5.28901 0.013319 

erro 0.123984 22 0.005636 
  

 

Tabela 3. ANOVA - Atividade tanase - Resíduo de casca de café 

Efeitos DF GL MS F p 

Interceção 0.180512 1 0.180512 69.82529 0.000000 

concentração 0.004189 2 0.002094 0.81011 0.457643 

tempo 0.014091 2 0.007046 2.72534 0.087613 

erro 0.056874 22 0.002585 - - 

 

 

 
 

 


