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RESUMO

A utilizacdo de residuos agroindustriais na producdo de diversos
bioprodutos tem surgido como uma alternativa viavel, para o aproveitamento na
formacdo de subprodutos através da bioconversao de residuos agroindustriais
gue estdo cada vez mais utilizados. Os residuos se caracterizam como
materiais extremamente heterogéneos, e que servem tanto como fonte de
carbono e energia, quanto para o crescimento microbiano, reduzindo assim os
custos de producao de diversas enzimas microbianas e minimizando o impacto
ambiental que esses materiais ocasionariam ao serem descartados no meio
ambiente. Os fungos filamentosos apresentam um elevado potencial
biotecnologico para producdo de enzimas de origem microbiana. As tanases
sdo enzimas extracelulares que catalisam a quebra de taninos hidrolisaveis,
induziveis, produzidas por diversos micro-organismos, principalmente por
fungos filamentosos, por fermentacao sélida, liquida ou submersa, com vasta
aplicacdo em diversos seguimentos de origem industrial e comercial. Este
trabalho apresenta uma proposta de formular meios considerados econémicos
para producdo de tanases utilizando residuos agroindustriais (café, uva e
laranja) pelo fungo filamentoso Aspergillus isolado da caatinga do estado de
Pernambuco. A primeira etapa da pesquisa consistiu na selecdo do fungo,
onde ele apresentou atividade degradadora do acido tanico, porém a linhagem
gue apresentou melhor atividade foi o SIS 4. Essa linhagem, posteriormente, foi
testada em meios de cultura adicionando 10 g/L de residuos agroindustriais a
uma solucédo de sais contendo 10 g/L de acido tanico. Os melhores resultados

foram obtidos com o residuo de café para a linhagem previamente selecionada.

Palavras-Chave: Tanases, residuos agroindustriais, fungos filamentosos.
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ABSTRACT

The use of agro-industrial waste in the production of various bioproducts has
emerged as a viable alternative for use in the formation of by-products through
bioconversion of agro-industrial waste that are increasingly used. The waste
material is characterized as highly heterogenous, and they serve both as a
source of carbon and energy, as for microbial growth thus reducing the
production costs of several microbial enzymes and minimizing the
environmental impact that these materials would provoke to be disposed in the
environment. Filamentous fungi has a high potential for biotechnological
production of enzymes of microbial origin. The tanases are extracellular
enzymes that catalyze the cleavage of hydrolyzable tannins, inducible produced
by various microorganisms, mainly by filamentous fungi , for ferment solid, liquid
or submerged in a wide application in various segments of origin industrial and
commercial. This work presents a proposal to formulate considered economical
means for tannase production using agroindustrial waste (coffee, grape and
orange) by the filamentous fungus Aspergillus isolated from the caatinga of
Pernambuco state. The first stage of the research consisted in the selection of
the fungus, where he was active degrading tannic acid, but the strain that
showed the best activity was the SIS 4. This strain was subsequently tested in
culture media by adding 10 g/L of the agroindustrial waste salt solution
containing 10 g /L tannic acid. The best results were obtained with the residue

of coffee to the line previously selected.

Keywords: Tannase, agro-industries wastes, filamentous fungi.
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1.1 Introducéo

A biotecnologia fornece possibilidades para a formacéo de substancias e
melhoria de processos, além de apresentar solu¢cdes para atender a
humanidade em seus indmeros setores. Entre as substancias bioativas
produzidas uma se destaca por diminuir o tempo dos processos
biotecnoldgicos industriais, as enzimas (PEREIRA JR et al., 2008).

Por desenvolverem carater multi e interdisciplinar, os processos
biotecnoldgicos necessitam do envolvimento de diversas areas da ciéncia. E
tratando-se de uma area abrangente, diferentes fatores, entre, processos e
micro-organismos sao utilizados para producdo de biomoléculas e bioprodutos
de interesse industrial e comercial. Os micro-organismos apresentam extrema
importancia na capacidade de sintetizar antibioticos, &cidos, enzimas,
biocombustiveis, também sdo empregados em processos de tratamento de
residuos, na recuperacdo de metais, e também na recuperacdo de solos
contaminados (PEREIRA JR et al., 2008).

As enzimas sdo biocatalisadores utilizados em diferentes segmentos
industriais, como alimentos, bebidas, detergentes, téxtil, couro, celulose, papel,
medicamentos; além de poderem ser utilizadas em estudos da biologia
molecular, em aplicacdes biomédicas, no desenvolvimento de metodologias
analiticas, na fabricacdo de produtos biotecnolégicos e no tratamento de
residuos. A producédo de enzimas € considerada um dos maiores setores da
industria biotecnologica. Como excelentes biocatalisadores de diversas
reacbes, as enzimas sao utiizadas amplamente no campo cientifico,
tecnolégico e possuem extrema importancia na questdo econdmica dos
bioprocessos.

A Tanino acil hidrolase rotineiramente conhecida por Tanase (E.C.
3.1.1.20), € uma enzima que hidrolisa complexos polifendlicos, resultando tais
como em &cido tanico, acido galico e glicose (LEKHA; LONSANE, 1997).

Dentre as enzimas, a Tanase (E.C.3.1.1.20) apresenta varias aplicacdes
na industria de alimentos, bebidas, produtos farmacéuticos, tratamento de pele
e pode ser usada, também, para fins de biorremediacdo (AGUILAR;
GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

Para producgéo da tanase é necessario a presenc¢a de um estimulador, a

utilizacdo de &cido tanico como indutor ou principal fonte de carbono é
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fundamental, pois a enzima € induzivel. Mesmo existindo outros, macro ou
micro, elementos nutricionais a utilizacdo do &cido tanico faz-se imprescindivel
no processo fermentativo (BATTESTIN et al., 2007).

Neste trabalho foram utilizados fungos filamentosos isolados do solo da
caatinga do nordeste brasileiro para a producdo da enzima tanase utilizando
substratos de café e bagaco de frutas em fermentacéo liquida, visando reduzir
0 custo de producdo.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Utilizar residuos agroindustriais para a producao de tanases por Aspergillus

isolados da caatinga do nordeste brasileiro.

1.2.2 Objetivos especificos

o Selecionar qualitativamente linhagens de Aspergillus produtores de
tanases;
o Avaliar a cinética de crescimento de espécies de Aspergillus

selecionadas durante o processo de producdo de Tanases em meios de
cultivos, utilizando uma solugédo de sais suplementada com acido tanico e
residuos agroindustriais (café, laranja e uva);

o Investigar a utilizacdo de diferentes substratos agroindustriais na

producéo de tanase;

. Produzir tanase usando meios de cultura alternativos contendo residuos
de café, laranja e uva, através das condi¢cdes previamente selecionadas (pH,

temperatura, aeracao).
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1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Caatinga

Uma das primeiras regides delimitada no Brasil foi conhecida como
Poligono das Secas, e antes mesmo que 0s especialistas ou cientistas se
dedicassem ao estudo da caatinga ou de sua composicdo, os indios ja tinham
nomeado pelo termo, em tupi, “caa tinga” significa mata branca, que traduz
uma observacgao sobre a vegetacdo esbranquicada na maioria dos meses do
ano. (AB'SABER, 2008).

Diversos sdo os biomas terrestres sdo encontrados na Terra, tundra,
floresta boreal, floresta temperada, floresta tropical, campos, desertos, entre
outros. No Brasil existem biomas especificos, um deles ¢ a caatinga. E um
bioma pouco conhecido e explorado em termos de funcionamento,
apresentando caréncia de trabalhos sobre a influéncia da variagado temporal na
estrutura e composicdo das comunidades lenhosas, aspecto preocupante, pois
a area do bioma como um todo sofre um intenso processo de antropizacao
(CAVALCANTI et al., 2006).

Situado na regido semiarida a Caatinga € um bioma unicamente
brasileiro e 0 mais significativo da regido Nordeste, ocupando cerca de 850 mil
Km? ou 10% do territério nacional e abrange os estados do Ceara, Bahia,
Sergipe, Pernambuco, Alagoas, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, além de
pequenas areas do Maranhdo e de Minas Gerais (SAMPAIO et al., 2002).

O bioma da caatinga apresenta condi¢cdes proprias e diferenciadas pela
formacdo de floresta seca composta de vegetacdo xerdfila de porte arbéreo,
arbustivo e herbaceo, conforme demonstra a figura 1, com ampla variacdo de
fisionomia e flora e elevada diversidade de espécies (DRUMOND et al., 2000).
A paisagem da caatinga reflete as altas temperaturas, os solos crestados e as
plantas em geral retorcidas. Tomando-se por base os tipos mais gerais, pode-
se dizer que a caatinga € constituida por elementos lenhosos que perdem as
folhas na estacdo seca e se acham mais ou menos dispersos. E grande a
correlacdo da caatinga com o clima, ao qual se deve atribuir a maior parte de

suas caracteristicas (MMA, 2002).
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Figura 1 - Bioma da caatinga

Fonte: AB’'SABER, 2008

Uma das principais particularidades da caatinga é o clima semiarido,
principalmente devido a ocorréncia das secas estacionais e periddicas. Nessa
regido pode-se observar duas estacbes bem distintas: uma curta estacéo
chuvosa, de 3 a 5 meses de duracéo, que ocorre nos meses de janeiro a maio,
e uma longa estacdo seca, de 7 a 9 meses, que ocorre nos meses de junho a
dezembro (SIMOES, 2006).

Por existir particularidades com relacdo ao clima semiarido,
aproximadamente 33,1% dos solos apresentam problemas de fertilidade com
pobreza de matéria organica, entretanto, sdo potencialmente férteis os solos
das classes podzodlico vermelho-amarelo eutréfico, os brunos nédo calcicos, os
cambissolos, os solos aluviais, os vertisssolos e os brunizéns avermelhados
que também compde a area da caatinga. E importante ressaltar que todos os
fatores ambientais podem favorecer alteracdo no solo, tais como, o clima, o

relevo, a acdo dos organismos e do tempo (SECTMA, 2004).
1.3.2 Diversidade de fungos na caatinga

Apresentando como principais peculiaridades clima seco, temperaturas
elevadas e vegetacdo seca, a caatinga reune caracteristicas especificas e, as
vezes, com poucas qualidades de sobrevivéncia para determinados seres. Os
fungos, que fazem parte de um grupo de micro-organismos heterétrofos, sdo
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seres vivos que sdo encontrados na caatinga realizando a decomposicao e
reciclagem da matéria, principalmente na decomposicdo de folhas e vegetais
ricos em taninos. Desta maneira os fungos produtores de tanase apresentam
vantagem competitiva comparado com outras espécies microbianas (CRUZ,
2008).

Entre os fungos filamentosos descritos da caatinga podem-se citar os
Aspergillus caatingaensis, Aspergillus pernambucoensis que sdo duas espécies
de fungos, recentemente descobertas, que foram catalogadas da caatinga e
apresentam similaridades em suas caracteristicas fisicas (MATSUZAWA et al.,
2012).

No passado os fungos eram descritos como vegetais, entretanto,
atualmente, sabe-se que as Unicas caracteristicas que sdo semelhantes aos
vegetais sdo sua natureza seéssil e, para alguns, sua nhatureza multicelular,
excluindo, claro, as leveduras que s&o fungos unicelulares (RAVEN, 2007).

Os fungos fazem parte do Reino Fungi onde abrange 4 filos -
Chytrydiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota. Com relacdo a
identificacdo morfolégica dos fungos filamentosos € necessaria a andlise das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas, sendo as Ultimas, as que
apresentam uma maior importancia (SAMSON et al., 2010).

Esses micro-organismos, normalmente sédo constituidos de filamentos
denominados hifas, que ao se unirem formam o corpo fangico conhecido como
micélio. Os filamentos fungicos podem ser septados e, normalmente, possuem
um poro central e os protoplastos das células vizinhas estdo em continuidade.
Além disso, todos os fungos apresentam parede celular, rigida e resistente, que
€ constituida, essencialmente por quitina, um polissacarideo de funcédo
estrutural. A nutricdo celular comumente é realizada pela secrecdo de enzimas
sobre os nutrientes e a partir dessa reacado, os fungos absorvem alimento pela
parte superior da hifa (RAVEN, 2007).

Apresentando varias formas e tamanhos os fungos sdo micro-
organismos que podem ser encontrados praticamente em diversos ambientes,
principalmente onde existe matéria organica em abundancia, inclusive nos
solos que servem de habitat onde € realizada a reciclagem da matéria
organica, contribuindo para a fertilidade da terra (CAVALCANTI et al., 2006;
OKI; FERNANDES, 2008). A importancia do conhecimento sobre a diversidade
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da microbiota do solo em diferentes regides tem gerado diversos estudos em
biomas brasileiros, e entre esses estudos esta a Caatinga (CAVALCANTI et al.,
2006; SIMOES; TAUK-TORNISIELO, 2006).

Varios estudos tém demonstrado que a regido do semi-arido do Brasil €
propicia aos fungos filamentosos ou conidiais, logo existe uma necessidade de
aprofundar 0s conhecimentos por esses microrganismos com suas

caracteristicas.

1.3.2.1 Aspergillus

Aspergillus € um género comum de fungos conidiais bastante conhecido
e disponiveis em diversos locais, além de participarem da decomposicdo da
matéria organica morta. No século XIX a classificacdo dos fungos conidiais
mais importante foi sugerida por Saccardo (1886) em sua obra Sylloge
Fungorum 1V. Este autor informava que os fungos conidiais estariam
relacionados através de caracteristicas como: cor, septacdo, forma dos
conidios, padrao de associacao dos conidiéforos ou sua auséncia, producéo de
conidios em estruturas fechadas (CRUZ, 2008).

Os fungos conidiais apresentam como caracteristicas principais a
producdo de estruturas reprodutivas que originam esporos assexuais,
denominados de conidios. A ontogenia, forma de producéo, e a organizacao
morfolégica dessas estruturas é a base para a taxonomia do grupo. Uma
diversidade fascinante € observada na ontogenia e na morfologia desses
fungos que estdo presentes em praticamente todos os substratos passiveis de
serem utilizados em sua nutricdo, desde organismos vivos ou mortos até
materiais industrializados (GUSMAO et al., 2007).

A diversidade de fungos anamorficos no semi-arido brasileiro é bastante
restrita. Por volta do ano de 2004 cerca de 407 taxons pertencentes a 186
géneros de fungos conidiais haviam sido registrados para o semi-arido
brasileiro. Destes registros, 37 constituem novas espécies e sete novos
géneros (GUSMAO et al., 2007).

Os fungos do género Aspergillus (Figura 2) apresentam em sua
morfologia a cabeca aspergillar, que é uma haste septada finalizada com uma

vesicula que contém as células conidiogénicas (SANTOS, 2007). As espécies
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de género Aspergillus sdo importantes na economia pela sua aplicacdo na
industria de diversos segmentos, como panificacdo, cervejaria, antibiéticos e
acidos organicos, mas algumas espécies sao prejudiciais por produzirem
micotoxinas, substancias toxicas que podem ser prejudiciais a saude
(CHALFOUN; BATISTA, 2003).

Figura 2 - Aspergillus spp
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Fonte: LACAZ et al, 1998.

Varios estudos sobre os micro-organismos ja foram realizados, inclusive
estudos dos microfungos do solo em diversas regides tropicais (HYDE, 1997).
O bioma da caatinga encontra-se em acentuado processo de desertificacédo
ocasionado, principalmente, pelo desmatamento e uso inapropriado dos
recursos naturais (DRUMOND et al., 2000).

Consequentemente, as comunidades microbibticas e 0S processos por
elas desencadeados precisam ser estudados ndo apenas para se conhecer os
individuos e respectivas fungbes, mas também os efeitos dos disturbios ou
estresses ambientais sobre essas comunidades (KENNEDY; SMITH 1995).

A diversidade de fungos filamentosos do solo da Caatinga tem
demonstrado a presenca predominante de espécies dos géneros Penicillium,
Aspergillus, Acremonium, Fusarium e Talaromyces (dados néo publicados —
Projeto SISBIOTA). Deste mesmo projeto, duas novas espécies de Aspergillus
seccao Fumigatti que foram descritas, Aspergillus caatingaensis e Aspergillus
pernambucoensis (Horie et al., 2013).
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1.3.3 Enzimas

Nas células vivas ocorrem inumeras reacdes devido a sua vasta
complexidade. Essas reagfes sdo muito rapidas através do auxilio das
moléculas conhecidas como enzimas, que por serem biocatalizadores
aceleram as reacdes extras e intracelulares. Podem ser divididas em seis
classes, segundo as reacOes que catalisam oxidorredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases (ORLANDELLI et al., 2012).

Esses biocatalisadores sdo utilizados em diferentes setores industriais,
além de poderem ser empregados em diversos estudos como na biologia
molecular, aplicagbes biomédicas, no desenvolvimento de metodologias
analiticas, na fabricacdo de produtos biotecnolégicos e no tratamento de
residuos, logo, a producdo de enzimas é um dos setores primordiais da
industria biotecnologica (BATISTA et al., 2012).

Nos ultimos anos, as enzimas tém sido os produtos microbianos mais
explorados na industria biotecnologica, sendo utilizadas amplamente no
processamento de alimentos, producédo de detergentes biolégicos, na industria
téxtil, farmacéutica, na bioquimica, biologia molecular e diversas aplicacdes
médicas (DEMAIN, 1998; DEMAIN, 2000; BULL et al., 2000; DEMAIN, 2007;
DEMAIN e ADRIO, 2008).

Varias enzimas séo utilizadas em diversos setores industriais como, por
exemplo, a tanase, lacase, lipase, amilase, entre outras, isso pode ser avaliado
considerando o elevado aumento na producdo em larga escala das empresas
comerciais. Assim, a ampla utilizacdo dessas enzimas se torna reflexo da
elevada especificidade de sua acdo como biocatalisadores, entretanto as
enzimas com o mesmo perfil de atuagdo sob o0 mesmo substrato, podem sofrer
alteracdes em seu funcionamento no pH, na temperatura e em concentracdes

ibnicas diferentes.

1.3.3.1 Tanases

A Tanino acil hidrolase (TAH) conhecida como tanase (E.C.3.1.1.20),
hidrolisa ésteres e ligagdes laterais de taninos hidrolizaveis (BANERJEE et al.,

2001). O acido tanico € um tipico tanino hidrolisavel, que pode ser hidrolisado
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por tanase em glicose e &cido galico (Figura 3). A tanase pode ser obtida a
partir de fontes vegetal, animal e microbiana (AGUILAR et al., 2007 ).

Figura 3 — Agédo da enzima tanase na hidrolise do acido tanico.
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Fonte: Scielo, 2013.

Quimicamente a tanase é uma glicoproteina esterase formada
predominantemente por moléculas de acido galico esterase e depsidase. A
tanase pode ser separada em duas esterases, uma esterase especifica para
esteres alinfaticos como metil galato, e outra depsidase que hidrolisa ligacdes
depsidicas como o acido m-digalico (BHAT, SINGH e SHARMA, 1998; BELUR
e MUGERAYA, 2011). Com relacdo a caracterizacdo da enzima, a tanase tem
como temperatura ideal 20°C a 70°C e como temperatura otima entre 30°C e
40°C (RAMIREZ- CORONEL et al 2003; BATTESTIN; MACEDO, 2007.;
KASIECZKA-BURNECKA et al, 2007).

A tanase € uma enzima extracelular, produzida na presenca de um
indutor, o &cido tanico. E produzida por fermentacdo liquida, submersa ou
sélida, por fungos filamentosos (BRADOO, GUPTA e SAXENA, 1996; BAJPAI
e PALTI, 1996; PINTO et al., 2005; MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2005;
BATRA; SAXENA, 2005) bactérias (MONDAL; BANERJEE; PATI, 2001;
RAGHUWANSHI et al.,2011) e leveduras (AGUILAR et al., 2007; BOER et al.,
2009).

As tanases também podem atuar sobre substratos como o &acido
clorogénico ou galato de catequina e epigalocatequina-3-galato. Diferentes
estudos realizados apontam que micro-organismos habitantes de solo e
produtores de tanase desempenham um importante papel na decomposicao e

reciclagem de materiais vegetais ricos em taninos. Assim, espécies
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microbianas que sintetizam esta enzima apresentam vantagem competitiva
comparada com outras espécies microbianas que ndo sintetizam a tanase
(LEKHA; LONSANE, 1997; KRISHNASAMY, JAYANTHI e PONMURUGAN,
2009).

As tanases possuem, também, vasta aplicacdo em diversos setores
industriais que envolvem alimentos, sucos, cervejaria, CcOSméticos,
farmacéutica, induUstria quimica, e até mesmo, para fins de biorremediacao.
Sua principal utilizacdo é para producdo de acido galico, chas instantaneos, na
estabilizacdo da cor do vinho, refrigerantes a base de café, processo de
tratamento de couro, detanificagdo de alimentos e para tratamento de efluentes
na industria de couros (BANERJEE, MONDAL, PATI, 2001; BATTESTIN,
MATSUDA, MACEDO, 2004; BELUR, MUGERAYA, 2011).

Com relacéo ao acido galico, essa substancia € amplamente utilizada na
industria farmacéutica como composto do antibiético trimetropim, tambéem é
empregado na inddstria quimica como substrato para a sintese quimica ou
enzimatica de propil galato e outros compostos antioxidantes aplicados em
alimentos, cosmeéticos, lubrificantes e adesivos. O acido galico pode, ainda, ser
usado na fabricacdo de semicondutores, corantes e revelagcao fotografica, e
além dessas atribuicGes, alguns estudos mostram que quando associado a
outros compostos apresenta importantes caracteristicas terapéuticas. Apesar
de existirem inimeras aplicacdes para enzima, poucas sao utilizadas devido ao
seu alto custo de producdo (ABDELWAHED et al., 2006; BANERJEE et al.,
2007; YU, LI, 2008).

Trabalhos realizados com enzimas sédo de extrema importancia, porém o
custo para obtencdo desses biocatalisadores € elevado. Neste sentido
indmeras pesquisas mostram a producdo de enzimas através de residuos
agroindustriais para tentar reduzir seus custos. Entre os substratos, residuos
agroindustriais sao utilizados para a producdo de tanase podemos citar:
bagaco de cana, farelo de trigo, semente de tamarindo, casca de castanha,
folhas de groselha indiana, entre outros (AGUILAR et al, 2007).
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1.3.4 Residuos agroindustriais

E observado que o desenvolvimento nos ultimos anos ocorrido nos
varios seguimentos industriais, agricultura e construcdo civil, estdo
relacionados, ainda, com atitudes de impacto negativo ao meio ambiente,
gerando uma crise ambiental, que alerta para o fato de estarmos ficando sem
recursos, sem espacos para armazenar residuos produzidos e sem condi¢des
de mantermos uma sociedade de consumo cada vez maior (OLIVIER, 2011).

Como o0s impactos ambientais foram crescendo o mundo esta
percebendo que a melhoria da qualidade de vida esta correlacionada com a
preservacao ambiental, logo existem iniGmeros recursos para tentar minimizar o
impacto ambiental no planeta.

A expressao “reutilizar’ atualmente esta em alta, visto que a sociedade
comecou a perceber a necessidade de mudanca de antigos habitos, tentando
se obter uma melhor qualidade de vida e conseguindo manter a preservagao
ambiental. No ramo cientifico e académico o conceito de reaproveitamento é
primordial para obtencéo da reducdo do impacto ambiental.

Inimeras s@o as maneiras de tentar reduzir os efeitos negativos trazidos
pelo desenvolvimento, por isso muitos segmentos da sociedade, inUmeros
orgaos politicos, da induastria, da agricultura, entre outros, comecaram a se
preocupar em diminuir os impactos negativos ocasionados na natureza, para
isso a eles ja iniciaram uma politica de preservacdo ambiental (PELIZER,
PONTIERI, MORAES, 2007).

Normalmente os residuos agroindustriais sdo gerados através de
alguma atividade de processamento agricola, tal como, processamento de
alimentos, couro, madeira, frutas dentre outras e a composi¢do dos residuos
varia de acordo com o seguimento da industria que € processado. Essas
atividades proporcionam problemas, graves, de ordem ambiental, tal como,
contaminacao no solo, supressdo de oxigénio e contaminacao por bactérias e
outros microrganismos na agua (MATOS, 2005).

Os residuos depois que sao produzidos, necessitam de destino
adequado, pois, além de criar potenciais problemas ambientais, os residuos
representam perdas de matérias-primas e energia, exigindo investimentos

significativos em tratamentos para controlar a poluicdo. Os residuos
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diferenciam-se do lixo porque possuem valores econdmicos agregados e
possibilitam reaproveitamento no proprio processo produtivo, e o lixo nao
possui nenhum tipo de valor, pois é o material que deve apenas ser descartado
(PELIZER, PONTIERI, MORAES, 2007).

Muitos residuos agricolas séo reaproveitados para, minimizar a polui¢cao
ou evitar a contaminacdo do meio. Esses materiais podem ser reutilizados, por
exemplo, em racdo para animais, adubo para vegetacdo, entre outros.
Entretanto inUmeros residuos, ainda, sdo descartados de forma incorreta, ou
seja, sem tratamento, ocasionando a impacto negativo no ambiente.

Os residuos, também, podem representar perda de biomassa e de
nutrientes, além de elevar o potencial poluidor associado a disposicao
inadequada que, além da poluicdo de solos e de corpos hidricos quando da
lixiviacdo de compostos, acarreta problemas de saude publica (FIGUEIREDO
et al, 2011).

Tanto em biotecnologia, quanto em outros setores tecnoldgico utilizam-
se os residuos com a finalidade de diminuir o impacto ambiental, aperfeicoar e
reduzir valores das pesquisas.

A partir desse pressuposto, pode-se destacar algumas aplicacées dos
residuos agroindustriais, principalmente no que diz respeito a utlizacdo de
residuo como adubo, e sua utilizacédo para producéo de diversos bioprodutos.

O aproveitamento de residuos na formacdo de subprodutos através de
bioconversao tem surgido como uma alternativa viavel e que esta cada vez
mais difundida e sendo de extrema necessidade para as cadeias
agroindustriais. Dessa forma o residuo pode ser aplicado de diferentes
maneiras, favorecendo a reciclagem da matéria diminuindo a dessa maneira o
impacto ao meio ambiente.

Os residuos se caracterizam como materiais extremamente
heterogéneos, e que servem tanto como fonte de carbono e energia quanto de
suporte para 0 crescimento microbiano, diminuindo assim o0s custos de
producéo de diversas enzimas microbianas.

Normalmente o residuo pode apresentar em sua composigéo C, P, S,
Mg, Ca e micronutrientes de acordo com a variedade do residuo. Neste
trabalho o residuo que sera utilizado é a casca do café, os residuos da laranja

e da uva.
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1.3.4.1 Café

O café (Coffea arabica L.) € um produto agricola de extrema importancia
para economia nacional e & consumido por todo mundo. Em 2010 a safra de
café beneficiado fechou com uma producéo de 48,09 milhdes de sacas de 60
quilos, representando um acréscimo de 21,9% ou 8,62 milhdes de sacas,
guando comparado com a producédo de 39,47 milhdes de sacas obtidas na
safra 2009. Esse crescimento € justificado pelo ano de bienalidade positiva,
aliado as condic¢bes climéticas favoraveis durante o ciclo da cultura (CONAB,
2010). O processamento do produto, normalmente, gera residuos que sao
originados das diversas partes de sua estrutura (MURTHY; NAIDU et al.,
2012).

Se os residuos agroindustriais forem descartados no meio ambiente,
sem nenhum tratamento prévio, causam impacto ambiental negativo.
Geralmente quando um residuo é produzido em grande quantidade, apresenta
potencial para ser utilizado em diversos processos tecnolégicos e
biotecnolégicos (ALVES et al., 2011).

As cascas do café, normalmente, sdo desperdicadas e queimadas na
lavoura, contribuindo nas emissdes de gases do efeito estufa. Como alternativa
de reaproveitamento do residuo do café, este pode ser usado como adubo, ou
como fonte de energia (ORSINI., 2012).

A composicdo quimica do café é diversificada, nele podem-se encontrar
proteinas, carboidratos, lipideos, alcaloides purinicos ou xantinas, cafeina,
taninos, fibras, acidos organicos, flavonoides, dirpenos, salicilato de metila,
EDTA, acido benzoico, trigonelina, O6leos esséncias, acido ascorbico,
riboflavina, caroteno, calcio, fosforo, ferro, polifénois e pectinas, conforme a
tabela 1 (ORSINI., 2012).

Porém, mesmo, normalmente, apresentando essa composicdo, o café
pode conter variacdes, de porcentagem, de acordo com o tipo do solo,
processo de cultivo, entre outros (SOCCOL, 2002).

A palha do beneficiamento do café tem sido estudada com o intuito de
agregar valor aos residuos, considerados como lixo, transformando-os em

matéria prima, como alternativa para se evitar transtornos ambientais.
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O material resultante do processamento de café tem sido adicionado na
racdo animal, a casca de café pode substituir em até 30% o milho moido em
racoes de vacas em lactacdo (ROCHA et al, 2006). Como substrato no cultivo

de Pleurotus sem a necessidade de qualquer pré-tratamento (FAN et al. 2006).

Tabela 1 - Composicdo das cascas e da polpa de café (% peso seco).

Componentes Polpa de café Polpa de café Casca do café
Carboidratos 50 44 57.8
Proteinas 10 12 9.2
Fibras 18 21 -
Lipideos 2.5 - 2
Cafeina 1.3 1.25 1.3
Taninos 1.8-8.56 - 4.5
Polifendis - 1 -
Pectinas - - 12.4

Fonte: SOCCOL, 2002.

O material resultante do processamento de café tem sido adicionado na
racdo animal, a casca de café pode substituir em até 30% o milho moido em
racoes de vacas em lactacdo (ROCHA et al., 2006). Como substrato no cultivo
de Pleurotus sem a necessidade de qualquer pré-tratamento (FAN et al., 2006).

Para a producédo de energia de baixo custo, o residuo de café tem sido

utilizado na producédo de etanol (GOUVEA et al, 2009; CHOIA.; WI; KIM, 2012)
e Jayachandra et al., (2011), analisaram a utilizacdo deste residuo para a
producéo de biogas pelo fungo dimorfico termofilico Mycotypha.
Lafarge Hima, fabrica de cimento em Uganda, Africa, utiliza cascas de café
para atender quase metade (45%) de suas necessidades de combustivel,
reduzindo o consumo de combustiveis fosseis e as emissbes de CO2
(LAFARGE, 2013).

Por conter essa variedade em matéria organica, o residuo do café pode
ser utilizado como substrato para processos microbianos com o objetivo de

obter produtos de maior valor agregado (PANDEY, 2000).
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Nesses processos biotecnolégicos o residuo do café pode ser utilizado
como fonte alternativa de carbono, além de ser um composto rico em tanino,
gue pode ser hidrolisado pelo acido tanico, o principal indutor da tanase. A
producdo de tanase utilizando residuo de café por linhagens de Paecilomyces
variotii foi estudada por BATTESTIN et al., (2007), a elevacéo de 3 e 2,8 vezes
na atividade enzimatica com o aumento da concentracdo de &cido tanico de
0,5% para 1,5%, no meio de cultivo. tem sido analisada pelos Os fungos N.
crassa, A. oryzae, Penicillium sp. e A. niger foram estudados por Murthy;
Naidu, (2010a; 2010b; 2011), para a producdo das enzimas amilase, protease
e xilanase em residuos do café como substrato com excelentes resultados.

Silva et al, (2012) avaliaram a capacidade de producao de lacase de trés
linhagens de fungos basidiomicetos (Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus e
Pleurotus florida) por fermentacédo submersa com cascas de café associado ao
cobre como indutor dessa enzima. A casca de café mostrou ser um bom
substrato para producdo de lacases e das trés linhagens testadas Pleurotus

ostreatus foi a mais produtiva.

1.3.4.2 Laranja

A laranja é um fruto hibrido produzido pela laranjeira, € um produto que
foi desenvolvido na antiguidade pelo cruzamento do pomelo com a tangerina,
cientificamente conhecido como Citrus maxima e Citrus reticulata
respectivamente (MATTOS JUNIOR et al., 2005) .

O Brasil € um dos maiores produtores de suco de laranja da América
Latina, consequentemente um grande fabricante de residuo agroindustrial a
nivel mundial. Em 2012 a producdo nacional de laranja foi estimada em
19.032.285 toneladas onde os maiores estados produtores sdo Bahia, Parana
e Sdo Paulo, sendo o ultimo o maior fabricante apresentando 76,1% da
participacéo do cultivo nacional (IBGE, 2013).

A laranja, apés processamento, apresenta como residuo a casca, 0
bagaco, as sementes, os residuos citricos. Esses residuos representam de
modo aproximado 50% do material descartado ou nao aproveitado (TAVARES
et al, 1998).
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O residuo gerado no processamento dos frutos necessita de um
descarte correto, uma vez que ndo pode ser armazenado ou guardado por
muito tempo no local onde foi produzido, pois além de poder criar sérios
problemas ambientais, o residuo quando nédo é aproveitado de imediato perde
algumas das suas caracteristicas nutricionais, como perda de matéria prima e
energia fazendo com o que seja investido capital elevado para reduzir e
controlar a poluicéo (PELIZER et al., 2007).

Determinadas restricdes fazem com que estes residuos tenham uma
utilizacao limitada, entre elas o grande teor de dgua que contém, isso acarreta
problemas de coleta, transporte e armazenamento. Além do elevado custo de
secagem, existem empresas que sentem a necessidade de desenvolver e
ampliar o mercado para o bagaco citrico umido. Este interesse € maior, particu-
larmente, para as industrias que produzem suco natural engarrafado ou
produtos derivados da laranja. Entretanto existem as grandes empresas que
nao pretendem, em suas fabricas, aplicar o alto investimento necessario a
secagem do bagaco de laranja (GARZON, HOURS, 1992).

Existem algumas aplicacdes para os materiais gerados nas industrias de
gque produzem residuos agroindustriais, como por exemplo: solventes
industriais, iscas granuladas para insetos, componentes aromaticos, tintas,
adesivos, medicamentos, gomas de mascar, combustiveis, entre outros
produtos. Atualmente o0 uso principal dos residuos da laranja € como
complemento para a racdo animal, apresentando boa aceitacdo por bovinos e
caprinos (TIENNE, 2004).

1.3.4.2.1 Composicao da laranja

O fruto da laranjeira € fonte de [(-caroteno, folato, tiamina e

potassio. A laranja possui um baixo teor calorico, cerca de 60 calorias por 100

gramas de produto, além de uma excelente fonte de vitamina C (TRIBESS,
2003).

Além de o fruto ser rico em vitamina C, a laranja apresenta em sua

composicao sais, carboidratos, fibra alimentar, proteinas, lipidios, entre outros

compostos. Em sua estrutura encontramos as partes que comp&em o fruto sao:

o flavedo, parte externa e colorida da casca; o albedo, porcdo interna
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esbranquicada e esponjosa da laranja; gomos revestidos por uma membrana e

preenchidos por pequenas vesiculas de suco e sementes (TRIBESS, 2003).

Figura 4 - Rendimento dos produtos obtidos das laranjas.
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Fonte: ABECITRUS, 2008

Inumeros trabalhos para a utilizacdo de residuos de laranja estédo
descritos na literatura. Estes incluem o uso de residuos para a producao de
fertilizantes, Oleos essenciais, pectina, etanol, enzimas, single cell, adsorventes
de poluentes e suplementos de pasta de papel (REZZADORI; BENEDETTI;
AMANTE, 2012; Siles et al., 2010).

A biomassa do residuo de laranja apresenta elevado teor de celulose,
hemicelulose e lignina, sendo considerado uma boa biomassa para producéo
de energia pois apresenta a mistura de de trés componentes principais
(Haykiri-Acma et al. 2010; Rutkowski, 2011).

A capacidade de Trametes versicolor e Pleurotus ostreatus de utilizarem
residuos de laranja, e de degradar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
modelo (HPAs) em fermentacdo em estado solido (FES) foi avaliado por
Rosales; Pazos; Angeles Sanroméan, (2013), que verificaram os melhores
resultados na producado de lacase com as culturas de T. versicolor (3000 U de
L-1), no entanto, Pleurotus ostreatus (2700 U de L-1) apresentaram a maior
capacidade de degradar o fenantreno HAP testado (PHE) e pireno (PYR).

Nighojkar et al. (2006) estudaram este residuo como substrato e indutor
da producao da enzima poligalacturonase por micro-organismos e verificou que

a casca de laranja é um bom indutor.
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De acordo com Mama et al (2008) os fungos do género Aspergillus,
Fusarium, Neurospora e Penicillium em um meio de cultura constituido de
casca de laranja, produzem enzimas pectinases, celulases e xilanases, com
excelente potencial comercial.

O aproveitamento dos residuos de laranja como substrato para a
obtencdo de enzimas hidroliticas e oxidativas envolvidas na degradacdo de
materiais lignocelulésicos, tais como: lacase (EC 1.10.3.2), manganés
peroxidase (EC 1.11.1.14), xilanase (EC 3.2.1.8) e endo-1,4 glucanase (EC
3.2.1.4), pelo basidiomiceto Pleurotus ostreatus cultivado em estado sélido foi
estudado por ALEXANDRINO et al. (2007), foi observado que o residuo de
laranja € um substrato adequado para o cultivo de P. ostreatus e producéo das
enzimas lacase e Mn peroxidase, ambas com grande potencial de uso em
diferentes processos industriais.

Pourbafrani et al. (2010) sugeriram a aplicacdo de um processo
integrado para produzir etanol, biogas e limoneno a partir de residuos de
laranja, neste mesmo processo, a pectina também pode ser recuperada como

um subproduto do processo.

1.3.4.3 Uva

A uva é um furto da Videira (Vittis spp.), uma trepadeira que apresenta
um caule espesso e resistente. Sdo conhecidas mais de 10.000 variedades de
uva, hormamente sdo encontradas em todos 0s continentes,
predominantemente em climas temperados (FERRARI, 2010).

Economicamente a uva € um fruto rentavel e no Brasil a producao de
uva basicamente envolve duas espécies, a Vitis vinifera e Vitis labrusca, a
primeira normalmente destinada para a elaboracéo de vinhos e produtos finos,
sendo assim mais valorizada. Por seu cultivo requerer maiores cuidados, ja que
apresentam baixa resisténcia as principais doencas da cultura, sua producao
requer maiores cuidados e gastos. A segunda € a, que corresponde com cerca
de 80% da fabricacéo, devidos a suas rusticidades e altas produgbes de mosto
gue leva ao menor custo de producgéo destinadas para producao de vinhos de
mesa, sucos e derivados e para o consumo in natura (CAMARGO,;
NACHTIGAL, 2007; SAUTTER, 2003).
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A uva € vastamente usada na confeccdo de produtos de origem
agricolas como: vinhos, sucos, geleias, doces, vinagre e passas. Além de,
também, ser utilizada na aplicacdo em produtos de beleza.

Contudo nos processamentos (tabela 2) desses produtos séo gerados
residuos que muitas vezes ndo possuem um aproveitamento na elaboracao de

um subproduto, que entdo é descartado, e muitas vezes de forma inadequada.

Tabela 2 - Producgéo de uva no Brasil

Periodo 2007 2008 2009 2010
Processamento 637.125 708.042 678.169 557.888
Consumo in natura 717.835 691.220 667.550 737.554
Total 1.354.960 1.399.262 1.345.719 1.295.442

Fonte: Embrapa Uva e Vinho (2010).

1.3.4.3.1 Composicao e caracterizacao geral da uva

A uva ganha destaque dentre as frutas que contém fontes de compostos
fendlicos, pois nela se encontram o0s principais como os flavonoides
(antocianinas e flavandis), os estilbenos (resveratrol), os &cidos fendlicos
(derivados dos acidos cinamicos e benzodicos) e uma larga variedade de
taninos. Apesar de ser uma fonte de compostos fendlicos, esses componentes
variam de acordo com o tipo de uva, da forma que foi cultivada e a maturidade
(MAXCHEIX et al., 1990).

E um fruto que apresenta formato arredondado, podendo ser, de acordo
com a espécie, de cor preta, rosada ou verde. Existem diversos tipos de uva,
porém, as mais conhecidas no Brasil sdo: uva Italia, Niagara e Bordd. E uma
fruta rica em sais minerais, tais como: célcio, ferro, fésforo, magnésio, sodio e
potassio. Possui também, em quantidade razoavel, vitaminas (complexo B e
vitamina C), seu sabor varia muito de acordo com o tipo de solo, podendo ser
doce, citrico ou acido (EMBRAPA, 2010).
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A composicdo fenodlica presente na uva € basicamente realizada pelos
flavonoides, os estilbenos, os acidos fendlicos e uma larga variedade de
taninos (FRANCIS, 2000).

Com relacdo a estrutura um cacho de uva constitui-se de duas partes
uma parte herbacea, denominada de engaco e a outra parte canosa,
denominada de baga ou grédo. O bago (figura 5) é formado por uma pele de
espessura variavel, a pelicula e na parte interna pela polpa e pelas sementes
gue variam de zero a quatro, dependendo da variedade (AQUARONE, 2001).

Figura 5 — Estrutura da uva.

Engaco - 2%-5%

Pedicelo
Pelicula - 7% - 11%

Y, Grainha - 2% - 5%

Receptaculo \ -/ _ : . { Polpa-80% - 85%

Pincel

Fonte: Estrutura...(2011)

Mirabella; Castellani; Sala, (2013) realizaram uma extensa revisao sobre
a possibilidade de utilizacdo de residuos alimentares como recursos para a
producdo de novos produtos, considerando a aplicagcdo de conceitos da
ecologia industrial e outras abordagens ecologicas, com eco-inovacoes,
visando a sociedade "desperdicio zero" e da economia onde 0s residuos sao
utilizados como matéria-prima para novos produtos e aplicacdes.

Os residuos de uva tém sido recentemente utilizados para a producdo
de antioxidantes utilizado na industria alimentar. Esse residuo pode também
ser usado como condicionador de solo, como adsorvente de metais pesados,
para fertilizante e para a producdo de pululano (Arvanitoyannis, Ladas;
Mavromatis, 2006).
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O residuo de uva tem sido utilizado para inameras aplicacdes
biotecnologicas. BATTESTIN et al., (2007), analisou a produgdo da enzima
tanase por linhagens de Paecilomyces variotii, as linhagens LAB153G e
LAB345G produziram tanase com adicdo de 1,5% de A&cido tanico com
atividades de 0,1037 e 0,1021 U/mL. O residuo também tem sido utilizado em
processos fermentativos para a producdo de etanol por Saccharomyces
cerevisiae (RAIKAR, 2012) e cepas de bacteria (Zheng et al.. 2012).

Produtos de origem microbiana como B-glucosidases, pigmentos de
Monascus purpureus e enzimas hidroliticas (exo -polygalacturonases, CMC-
ase e xilanase) tem sido produzidos utilizando este residuo como substrato
alternativo (DIAZ et al, 2012; Zoppas; Meneguzzi;Tramontina, 2013) . De
acordo com Bayrak, 2013, o bagaco de uva pode ser utilizado também como
substrato para a producéo de acido lactico por Lactobacillus casei.

Pleurotus eryngii (DC.) Gillet (MCC58) foi investigado por sua
capacidade de produzir varias enzimas ligninoliticos como lacase (Lac),
manganés peroxidase (MnP), aril alcool oxidase (AAQO) e lignina peroxidase
(LIP) por fermentacao sélida (SSF), utilizando como substrato residuos de uva
(Akpinar, Urek, 2012).

1.3.5 Taninos

Os taninos sdo compostos polifendlicos naturais presentes em diversos
vegetais, esse atributo permite que as plantas possuam um excelente sistema
de defesa contra predadores. Eles agem diminuindo a palatabilidade, dificulta a
digestdo gerando compostos toxicos a partir da hidrélise dos mesmos. Esses
compostos podem ser encontrados nas raizes, na casca, nas folhas, nos frutos,
nas sementes e na seiva. Em sua classificacdo eles sado inseridos em dois
grupos: taninos hidrolisaveis e condensados (BATTESTIN et al., 2004).

Sdo abundantemente encontrados nos vegetais, principalmente nos
vacuolos. Os vegetais ricos em taninos tém sido usados com agentes de
ligacdo, diuréticos, antidiarreicos, anti-inflamatério, anti-hemorragico e
antisséptico. Alguns medicamentos sdo muitas vezes compostos de polifénois
e ultimamente tem havido um grande interesse cientifico para suas
propriedades antioxidantes e anticancerigenas (Carretero, 2000; Van,
Khanbabaee, 2001).
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Como principais caracteristicas dos taninos podemos citar a alta
solubilidade em &gua, habilidade de ligagdes com outros compostos tornando-
0, em algumas ocasides insollveis. Ja com relagdo a industria os taninos
podem ser utilizados em estabilizacdo da cerveja e vinho, curtimento de pele
animal e, também, producéo de resinas (BATTESTIN et al., 2004).

Altas concentracdes de taninos em bebidas podem causar a formacdo de
precipitados que sdo formados pela juncéo de polifénois com outras moléculas
presentes nessas bebidas. Entretanto esses efeitos podem ser combatidos
com o tratamento enzimatico (LEKHA; LONSANE, 1997). O uso da tanase
podera aumentar a qualidade dos produtos e o tempo de vida util dos mesmos.
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REsuMO: As enzimas de origem microbiana apresentam caracteristicas peculiares, que
favorecem seu emprego em diversos processos biotecnolégicos existentes, sendo relevantes
as vantagens de conversdes enzimaticas em diferentes processos industriais e ambientais. A
sua producgdo na maioria das vezes, ainda é economicamente dispendiosa, dai a necessidade
de selecionar novos microorganismos com elevado potencial na producdo de substancias de
alto valor agregado. A Caatinga é uma regido pouco explorada biotecnologicamente, possuindo
uma imensa populacdo microbiana. Os rejeitos agroindustriais, principalmente os da industria
de alimentos, muitas vezes sdo descartados de maneira incorreta no meio ambiente, e
apresentam um elevado poder nutricional que poderia ser aproveitado na formulagdo de meios
para producdo de enzimas. A tanase €é uma glicoproteina esterase formada
predominantemente por um acido galico esterase e uma depsidase, e possui inameras
aplicacBes biotecnologicas. Foram realizados estudos para selecdo de 14 amostras de
Aspergillus isoladas do solo da Caatinga de Pernambuco, para producéo de tanase em meios
alternativos contendo residuos agroindustriais oriundos da induUstria de sucos e bebidas
(cascas de café, tangerina e uva). As fermentacdes submersas ocorreram a 30°C, 150 rpm,
120 horas. Os resultados obtidos indicaram que a amostra SIS 04 apresentou o maior halo de
producdo de tanase (2,0 cm) e uma atividade enzimatica de 4,0 umol/mim. mL de enzima, valor
superior ao obtido no meio controle. A utilizacdo de rejeitos agroindustriais para a elaboragéo
de meios econdmicos para a obtencéo de bioprodutos de alto valor agregado surge como uma
alternativa viavel na producéo de metabdlicos com alto potencial biotecnolégico.

PALAVRAS-CHAVE: producdo enzimdtica, residuos agroindustriais, Aspergillus.

ABSTRACT. The microbial enzymes have characteristics that favor their use in various
biotechnological processes. The Caatinga is a region little explored biotechnologically
processing an immense microbial population. The agro-industrial wastes, especially the food
industry are often improperly discarded in the environment and have a high nutritional power
that could be used in formulating means for producing enzymes. The tannase is a glycoprotein
esterase formed predominantly by a gallic acid esterase and a depsidase, has numerous
biotechnological applications . Studies were conducted to select 14 samples Aspergillus isolated
from the soil from Caatinga of Pernambuco, to produce tannase in alternative agro-industrial
residues containing from industry of juices and beverages (coffee, tangerine and grapefruit
peels).The submerged fermentation occurred at 30°C , 150 rpm , 120 hours. The results
indicated that the sample had the highest SIS 04 halo production of tannase (2.0 cm) and
enzyme activity of 4.0 mmol / min. mL enzyme , higher than that obtained in the control medium.
The use of agro-industrial wastes for the production of economic media to obtain value-added
bioproducts emerges as a viable alternative in the production of metabolic with high
biotechnological potential.

KEYWORDS: enzyme production, agro-industrial residues, Aspergillus.

2.1 INTRODUGAO principalmente as enzimas microbianas
(DEMAIN, 1998; DEMAIN, 2000; BULL et
al., 2000; DEMAIN, 2007; DEMAIN,
ADRIO,2008; HANEFELD, CAQO,
MAGNER, 2013).

A utilizacdo de diversos géneros

microbianos para produgdo de inumeros

compostos bioativos, tem aumentado nas
Ultimas décadasdevido a grande eficiéncia

que esses organismos apresentam na

~ . - Nas Ultimas décadas, um grande nuamero
producdo de metabdlitos secundarios,

de micro-organismos néo patogénicos


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AUlf%20Hanefeld
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ALinqiu%20Cao
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AEdmond%20Magner
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capazes de produzir enzimas, tem sido
pesquisado nos diversos ramos industriais.
Os fungos filamentosos s&o micro-
organismos que se destacam devido a sua
grande facilidade de cultivo, por secretarem
suas enzimas diretamente no meio de
producdo, ndo sendo necessaria assim a
ruptura celular para sua liberacao.
Adicionalmente, apresentam  elevados
niveis de producdo enzimatica, com
elevado potencial para inmeras aplicacGes
industriais (OGAWA, SHIMIZU, 1999;
SCHUEGERL, 2000; POLIZELI et al., 2005,
STROPARO et al., 2012).

O género Aspergillus se destaca como um

excelente  produtor de  metabdlitos
secundéarios de interesse industrial e
ambiental (BERKA, DUNN-COLEMAN,
WARD, 1992; WARD et al., 2005; LOTFY
et al.,, 2007; MATA-GOMEZ et al., 2009;
DHILLON et al.,, 2012; GOSWAMI et al.,
2012; CHAVAN, DESHPANDE, 2013;
PATRO et al, 2014; SHIVANNA,

VENKATESWARAN, 2014).

Tanino acil hidrolase (TAH), conhecida
como tanase (EC 3.1.1.20), faz parte de um
dos maiores grupos de enzimas industriais
descritas nas ultimas décadas na literatura
(EL-TANASH et al.,, 2012), pois hidrolisa
ésteres e apresenta ligacBes laterais de
taninos hidrolisaveis, produzindo assim
glicose e acido gdlico. A tanase € uma
enzima extracelular, produzida na presenca
de &cido tanico por fungos filamentosos,
bactérias e leveduras (BATTESTIN,
MATSUDA, MACEDO, 2004; BATRA,
SAXENA, 2005; PARANTHAMAN et al,
2010; GONGCALVES DE MELO et al,
2014).

Quimicamente a tanase é uma

glicoproteina esterase formada
principalmente por moléculas de acido
galico, esterase e depsidase. A tanase
pode ser separada em duas esterases,
onde uma esterase € considerada
especifica para ésteres alinfaticos como
metil galato, e a outra, uma depsidase que
hidrolisa ligacdes depsidicas como o acido
m-digalico. (BHAT, SINGH, SHARMA,
1998; AGUILAR et al., 2007, BELUR,

MUGERAYA, 2011).

As tanases produzidas por fungos
filamentosos e leveduras apresentam na
sua maioria, estruturas protéicas com
elevada massa molecular. Essas enzimas
séo produzidas na presenca de um indutor,
que normalmente € o acido tanico. O acido
pode ser também na composi¢cdo do meio
de producdo da enzima, a Unica fonte de
carbono. E mesmo na presenca de outro
componente nutricional, a concentracédo do
acido tanico é indispensavel para a
producdo da tanase. Alguns estudos
realizados mostram que a presenca de ions
de ferro, de zinco e de cobre, também, séo
considerados essenciais para a producao
da enzima (PINTO et al., 2005, HAMDY,
FAWZY, 2012; GEORGE, ONG, 2013).

Por estar envolvida na biodegradacédo do
tanino, a tanase possui indmeras
aplicacdes em varios setores industriais,
como indastrias de alimentos, sucos,
cervejaria, cosméticos, farmacéutica e
guimica, entretanto seu alto custo de
producéo, impede sua ampla utilizagdo em
outros setores industriais. Por isso,

atualmente sua utilizacdo esta restrita na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berka%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1504596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berka%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1504596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ward%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1504596
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producdo de acido gdlico, chas
instantaneos, estabilizacdo da cor do vinho,
refrigerantes a base de café, processos de
tratamentos de couro, detanificacdo de
alimentos e em tratamentos de efluentes na
industria de couros (BATTESTIN et al,
2004; MACEDO, MATSUDA, BATTESTIN,
2005, CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2012,
PRASAD et al., 2012; YAO et al., 2013).

Os residuos agroindustriais oriundos de
diversos produtos das industrias
alimenticias de sucos e outros derivados,
tém sido bastante utilizados na elaboragéo
de meios de producdo considerados
alternativos, pois sdo uma alternativa
viavel, pois a maioria desses residuos
apresentam um elevado valor nutricional,
gque pode ser assimilado por diversos
micro-organismos produtores de
metabdlitos de alto valor agregado,
reduzindo assim os custos de producédo de
inimeros compostos de alto valor agregado
(NOVAKI et al.,, 2010; MURUGAN et al.,

2011; STROPARO et al., 2012).

Este trabalho teve por objetivo selecionar
amostras de Aspergillus ssp isoladas do
solo da Caatinga dos municipios de Sao
José do Bel Monte e de Serra Talhada, do
estado de Pernambuco, produtoras de
tanase e analisar a producdo da enzima
por fermentacdo submersa através da
formulac@o de meios alternativos contendo

residuos agroindustriais.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Micro-organismos

Foram utilizadas 14 amostras de

Aspergillus ssp, isoladas de solo coletadas

nas cidades de José do Bel Monte e de
Serra Talhada, regido da Caatinga,
Pernambuco, catalogadas no Banco de
Culturas da Universidade Catodlica de
Pernambuco — Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Ambientais e Biotecnologia
(NPCIAMB). As culturas foram mantidas
em Meio Batata Dextrose Agar (BDA) a
4°C, e aclimatadas em meio BDA
suplementado com &cido tanico (0,2%)
durante 72 horas a 28°C.

2.2.2 Meios de deteccdo e producdo de

tanase

Foram utilizados os seguintes meios de
deteccdo e producdo, segundo a
metodologia descrita por Lekha Lonsane
(1997) :

Meio de deteccdo - meio BDA
suplementado com acido tanico (10 g/L),
pH 5,7.

Meio de producéo - solucdo de sais (g/L):
KH,PO,4,1,0; NH4NO3, 2,0; MgS0,.7H,0,
0,2; CaCl,.2H,0, 0,02; MnCl,.4H,0, 0,004;
Na,Mo0,4.2H,0, 0,002; FeS0O,.7H,0,
0,0025, &cido tanico, 10 (g/L).

2.2.3 Residuos agroindustriais

Foram utilizados para formulagdo dos
meios alternativos, residuos de cascas de
café, tangerina e uva, previamente
tratados, lavados com agua destilada e
secos em estufa a 40°C, no periodo de 48
a 72 horas. Em seguida o material foi
triturado e peneirado para obter-se uma
consisténcia mais homogénea, facilitando,
assim, a sua dissolucdo no meio de

producéo.
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2.2.4. Selecdo das amostras produtoras

de tanase em meio sélido

Para deteccdo da presenca da enzima
tanase em meio solido, foi utlizada a
metodologia descrita por Hankin,
Anagnostakis, (1975). Foram preparadas
placas contendo o meio de deteccéo, e a
seqguir inoculados discos de
aproximadamente 0,8 cm das amostras de
Aspergillus ssp, no centro placas de Petri

contendo o meio de detecgéo.

As placas foram mantidas em estufa a
28°C, durante 72  horas, sendo
acompanhadas diariamente. Todos o0s
experimentos  foram  realizados em
triplicata. A formacao de halo caracteristico
ao redor do crescimento da colbnia,
evidenciava a producdo de tanase, que
correspondia a degradacao do acido tanico

pelo micro-organismo testado.
2.2.5 Producéo da tanase

Apos a selecdo da melhor amostra de
Aspergillus ssp, produtora de tanase
isoladas do solo da Caatinga, foram
iniciados os testes de producédo da enzima
por fermentacdo submersa, utilizando o
meio de produc¢do, denominado de controle
e 0s meios alternativos contendo os

residuos agroindustriais.

Para a producdo de tanase foram
inoculados 5x10° esporos/mL nos meios
controle e alternativos, a 30°C, 150 rpm,
por 120 horas, em frascos de Erlenmeyers
de 250 mL, contendo 100 mL de meio. Aos
meios alternativos foram adicionados 10 g

dos residuos agroindustriais (cascas de

café, tangerina e uva). Foram coletadas
amostras a cada 24 horas do processo
fermentativo em triplicata.

Ao término do processo, todas as amostras
coletadas foram filtradas, centrifugadas a
12.300g, durante 30 minutos, 4°C. Os
sobrenadantes obtidos corresponderam
aos extratos enzimaticos, segundo a

metodologia de Lekha, Lonsane, (1997).

2.2.6 Detecc¢ao da atividade enziméatica

Para avaliagdo da atividade enziméatica da
tanase, utilizou-se a metodologia descrita
por Mondal et al. (2001). Foi preparada
uma solucao contendo 0,5 % (p/v) de acido
tnico em tampdo acetato 0,2 M (pH 5,5)
para deteccdo da enzima através de uma
reacdo enzimética. A reacdo foi realizada a
partir da adicdo de 0,3 mL da solucédo de
substrato e de 0,5 mL de extrato enzimatico
bruto previamente obtido. A solucéo obtida

foi incubada a 60°C, durante 10 minutos.

Apos o periodo de incubagéo, a reacao foi
paralisada através da adicdo de 3 mL de
uma soluc¢éo de albumina de soro bovino
(BSA), na concentracdo de 1 mg/mL e 0,17
M de cloreto de sddio em tampéao acetato
0,2 M (pH 5,0). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12.300 g durante 15
minutos a 4°C. Os precipitados obtidos
foram ressuspensos em 3 mL de solugéo
SDS-Trietanolamina [SDS 1%  (p/v),
adicionando 5% (v/v) de Trietanolamina em
agua destilada] acrescido 1 mL de solucao
de FeCl; [0,01 M de FeCl; em 0,01 M de

acido cloridrico].

A leitura foi realizada apds 15 minutos de

repouso do término da reacdo, em
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espectrofotdmetro Biochrom S21, a um
comprimento de onda de 530 nm. A

absorbancia final foi calculada pela equagéo (1):
Abs = AbS ontrole — ADSteste (equacéo 1)

A atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para
liberar um pmol de acido tanico por minuto

de reacdo nas condicfes avaliadas.

2.2.7. Curva de calibracdo do acido

tanico

Foi realizada uma curva de calibracdo de
acido tanico para a deteccdo da atividade
enzimatica no processo fermentativo,
através da preparacdo de uma solucao
padrdo de acido tanico: 0,1 g de acido
tanico diluido em 100 mL de agua destilada
(Solucdo A). Foram retirados 10 mL da
solucdo A para um baldo de 100 mL e
completando o volume com agua destilada
(Solugéo B). Aliguotas da solucédo B de 1,
2, 4, 6, 8 e 10 mL foram transferidas para
bal6es de 100 mL contendo 75 mL de agua

destilada.

Posteriormente, foram adicionados 5 mL do
reagente Folin-Denis e 10 mL da solucédo
de carbonato de sodio, diluidos em 100 mL
com agua destilada. Apés homogeneizagéo
as amostras permaneceram em repouso
por 30 minutos, em seguida filtradas e
determinadas as absorbancias a 760 nm
utilizadas para obtencdo da curva padrdo
do 4&cido tanico (equacdo 2). O
aparecimento da coloragdo azul marinho
intenso é proporcional a concentragdo de
tanino.

Y= 0,027-X + 0,085 r’=0.998 (equaco 2)

2.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes de deteccdo em
meio soOlido da enzima tanase em 14
amostras de Aspergillus ssp isoladas de
amostras de solo coletadas em diversos
pontos da Caatinga de Pernambuco, na
cidade de Serra Talhada e S&o Jose do Bel
Monte (Tabela 1).

Os resultados obtidos nos ensaios de
selecdo de amostras produtoras de tanase,
evidenciaram que a amostra SIS 04
apresentou o maior halo caracteristico de
degradacédo do acido tanico, cujo valor foi
de 2,0 cm.
auséncia de atividade enzimatica nas
amostras SIS 07, 08, 10, 11, 17 e 18,

representando um percentual de 43% de

Verificou-se também a

amostras testadas n&o produtoras de
tanase.

Tabela 1 — Deteccdo de atividade
enziméatica das amostras de Aspergillus ssp
isoladas de diferentes tipos de solo da

Caatinga do Estado de Pernambuco.

Isolado Local de coleta Halo (cm)
SIS 4 Serra Talhada 2,0
SIS 5 Serra Talhada 14
SIS 7 Serra Talhada ND
SIS 8 Serra Talhada ND
SIS 9 Serra Talhada 1,0

SIS 10 Sé&o José do ND

BelMonte
SIS 11 Serra Talhada ND
SIS 16 Serra Talhada 0,5
SIS 17 Serra Talhada ND
SIS 18 Sé&o José do ND
BelMonte

SIS 19 Sé&o José do 0,8
BelMonte

SIS 20 Sé&o José do 0,9
BelMonte

SIS 22 Serra Talhada 1,0

SIS 25 Serra Talhada 1,8
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(ND) - n&@o detectada a formagdo do halo

caracteristico

Jana et al., (2012) fizeram uma selecdo de
diversos micro-organismos isolados de
ambientes diversos para producdo de
tanase, e obtiveram resultados satisfatorios
para a maioria dos organismos testados,
pois a maior parte deles apresentaram a
formacd@o do halo caracteristico, devido a
degradacdo do acido tanico pelos micro-

organismos testados.

Alguns residuos agroindustriais tém sido
testados para producdo de tanase através
de fermentagbes soOlida e submersa
(AGUILAR et al., 2004; RAMACHANDRAN
et al.,, 2007; PARANTHAMAN et al., 2008;
MURTHY, NAIDU, 2012; KUPPUSAMY et
al.,, 2012), e apresentaram resultados
bastante satisfatérios quando incorporados
ao meio de producdo, através da
substituicdo de reagentes ou mesmo sendo
colocados na composicao original do meio,
aumentando muitas vezes a producdo de
tanase nos meios considerados

alternativos.

Apés a selecdo da amostra de Aspergillus
sp (SIS 04), foram realizadas producdes da
através de

enzima fermentacgbes

submersas, utilizando 0s meios
denominados de controle, e alternativos: A;
(casca de café), A, (casca de tangerina) e

As (casca de uva).

Mesmo apdés serem utilizados para
fabricacao de polpas de frutas e de café, os
residuos desses produtos, na maioria das

vezes descartados, apresentam em sua

de producédo de diversos produtos de alto
valor agregado.

Os residuos utilizados foram
suplementados ao meio controle na
quantidade de 10g/L em substituicdo ao
acido tanico. A fermentagdo ocorreu
durante 120 h, & 30°C, 150 rpm (Figura 1).

Verifica-se que houve uma fase lag mais
acentuada no meio A, (casca de tangerina)
e bem mais discreta no meio controle, nas
primeiras 24 horas de fermentacdo. Apés o
periodo de estabilizagdo em ambos os
meios testados, a fase estacionaria foi apos
48 horas do inicio do processo
fermentativo, se estendendo até o término

do processo com 120 horas.

05+

04 -

03 -

02 -

Biomassa (g)

01 -

0 24 48 72 96 120

Tempo (h)

=—+—(ontrole —M—Al (Café) A2(Laranja) ==—A3(Uva)

Figura 1 — Curvas de crescimento do
Aspergillus sp (SIS 04) em diferentes
meios de producao.

Durante todo processo de producdo da
enzima, foram coletadas amostras em
triplicata durante todo processo de
producdo da tanase, para deteccdo da do
pH (figura 2), producdo da enzima (figura
3), da biomassa (tabela 2).

Tabela 2 — Biomassa obtida através da
producéo de tanase por Aspergillus sp (SIS
04) em diferentes meios de producao

Controle Café  Tangerina Uva

composi¢do um elevado valor nutricional,
QL) (g/L) (g/L) (g/L)

Tempo (h)

podendo servir para formulacdo de meios
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0 0 0 0 0
24 0,036 0,268 0,428 0,242
48 0,087 0,397 0,410 0,329
72 0,150 0,409 0,404 0,238
96 0,135 0,357 0,409 0,380
120 0,169 0,362 0,411 0,466

Verifica-se na Tabela 2. que a maior
biomassa obtida nos diferentes processos
de producgdo, foi no meio denominado de
Az, que continha 10g/L de casca de uva
(0,466 g/L) e a menor biomassa obtida foi
verificada no meio controle, que continha

10 g/L de &cido tanico como indutor (0,169
g/L).

6

5 -

R - S —

0 24 48 72 96 120

Tempo (h)

=¢=Controle ==Al(Café) A2 (Tangerina) ~====A3(Uva)

Figura 2 - Variacdo de pH obtida durante a
producéo de tanase por Aspergillus sp (SIS
04) em diferentes meios de producéo.

Os valores de pH obtidos nas 4
fermentacdes realizadas, demonstraram
gue durante todo processo fermentativo, o
pH permaneceu na faixa acida, tendo o
meio controle obtido apés 24 h de
crescimento celular, valores na faixa de
4,01 e apos 120 horas de producéo, obteve

valores de 2,8.

As menores oscilacdbes de pH foram
verificadas no meio denominado Az que
obteve valores de 3,74 apds 24 horas de
fermentacdo, e com 120 horas, valores na
faixa de 3,41.

Na figura 3 estdo descritas as atividades
enziméticas obtidas durante 120 horas nos
processos de producdo da enzima
estudada. O meio A; apresentou uma
atividade enzimatica de 4,0 pmol/mim.mL
de enzima, valor superior ao obtido no meio
controle que foi 1,925 pmol/mim.mL, no
mesmo periodo de fermentagdo. Verifica-se
também que todos os residuos testados
através da elaboracdo de meios

alternativos produziram a enzima.
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Figura 3 — Deteccdo da atividade

enzimatica das amostras nas 4 diferentes
fermentacdes para producdo de tanase.
Resultados da deteccdo expressos em U
(umol/mim. ml de enzima).

A producéo de tanase utilizando residuo de
café por linhagens de Paecilomyces variotii
foi estudada por BATTESTIN (2007), onde
houve a elevacdo de 3 e 2,8 vezes na
atividade enziméatica com o aumento da
concentracdo de &cido tanico de 0,5% para

1,5%, no meio de cultivo.

Esses resultados indicam que a utilizagao
do meio contendo solugdo de sais e
residuos de casca de café apresentou uma
maior producdo de tanase quando
comparado aos meios contendo solucdes
de sais acrescida de 10g/L de acido tanico

(meio controle) e aos meios contendo
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solugdes de sais e residuos de tangerina
(A2) ou uva (A3).

2.4 CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizacdo de rejeitos agroindustriais para
a elaboracdo de meios econdmicos para a
obtencdo de bioprodutos de alto valor
agregado surge como uma alternativa
viavel, para minimizar os custos de
producdo e também para evitar o descarte
de uma grande maioria de residuos com

elevado potencial nutritivo.

O meio contendo residuo de café
apresentou maior producdo satisfatéria da
tanase, quando comparado ao meio
denominado controle e aos demais meios
residuos

contendo diferentes

agroindustriais de laranja e uva.

Verificou-se a habilidade da amostra
isolada do solo da Caatinga Aspergillus sp
(SIS 04) em hidrolisar os taninos presentes
nos residuos testados, transformando-os

na enzima estudada.

Esses estudos de producdo enzimética
revelam o elevado potencial biotecnolégico
dos fungos isolados do solo da Caatinga do

Estado de Pernambuco.
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ISSN: 1984-3151

MODELO DE ARTIGO DA REVISTA E-XACTA

TEMPLATE FOR REVISTA E-XACTA

Recebido em: XX/XX/XXXX - Aprovado em: XX/XX/XXXX - Disponibilizado em: XX/XX/XXXX

Resumo: Estabelece o modelo de formatacdo dos artigos a serem submetidos a Revista e-
xacta, publicada pelo Centro Universitario de Belo Horizonte - UniBH.
PALAVRAS-CHAVE: Artigo. Formatacgdo. Revista e-xacta.

ABSTRACT: It establishes the formatting template for the papers to be submitted to Revista e-

xacta, which is published by UniBH.

KEYWORDS: Article. Formatting. Revista e-xacta

1 INTRODUCAO

A e-xacta € a revista eletrénica do UniBH,
registrada no Instituto Brasileiro de
Infformacdo em Ciéncia e Tecnologia
(IBICT) com o ISSN: 1984-3151. O ISSN
(International Standard Serial Number) é o
NUmero Internacional Normalizado para
Publicacdes Seriadas, conforme (IBICT,
2012). A Revista e-xacta, criada em 2008,
tem como objetivo divulgar trabalhos
relativos as Ciéncias Exatas e Tecnologia.

O publico-alvo deste periédico € composto
pela comunidade académica universitéria,
profissionais das areas mencionadas ou
gue delas se servem no exercicio de sua
atividade fim, além de organizacdes
publicas, privadas e do terceiro setor; todos
atentos a incorporacdo do conhecimento
cientifico-tecnolégico como uma das bases

do desenvolvimento social e econémico.

A periodicidade da revista € semestral
(julho e dezembro) com edi¢des especiais
teméticas, publicadas esporadicamente. A

revista utiliza o software livre SEER -

Sistema Eletrbnico de Editoracdo de
Revistas, desenvolvido pelo IBICT, para
construcdo e gestdo de publicacdes
periddicas eletrbnicas. Todo o seu acervo
tem livre acesso, disponibilizado pelo site:

www.unibh.br/revistas/exacta/.

As secBes da revista, com excecdo do
Editorial, estdo abertas a submissédo de
trabalhos e participam do processo de
avaliacdo pelos pares no sistema de
avaliacdo anbnima (double blind review),

por pelo menos dois pareceristas.

Os artigos submetidos devem atender aos
objetivos da Revista e-xacta, serem
inéditos, tedricos ou aplicados as diversas
areas do conhecimento. E realizados em
universidades, centros de pesquisa e
organizagdes nacionais ou internacionais, a
partir de atividades de ensino, pesquisa ou

extensao.

Os interessados em enviar contribuigbes a
revista devem acessar 0 site


http://www.unibh.br/revistas/exacta/
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www.unibh.br/revistas/exacta/ e seguir as

instrugcbes contidas nas Normas Editoriais
disponiveis na aba Sobre. As submissdes
sdo online e além do envio do artigo,
seguindo o modelo apresentado na edi¢céo
Atual da revista, os autores devem
preencher os metadados. Tratam-se de
informacdes importantes sobre cada um
dos autores e da &rea tematica abordada
no conteddo do trabalho cientifico.
Esclarecimentos de duvidas e informacdes
adicionais podem ser obtidos pelo e-mail:
exacta@unibh.br.

As secdes subsequentes deste documento
se compdem das normas de formatacédo a
serem adotadas, bem como a estruturacéo
basica de um artigo cientifico. Sao
estabelecidas as formas de inclusédo de
objetos ilustrativos, necessérios para
enriquecer e facilitar o entendimento do
texto, e esclarecem a necessidade da
insercdo das citagBes, bem como a forma
em que as mesmas devem ser
apresentadas. Além disso, o texto explicita,
conforme as normas da ABNT (Associagao
Brasileiras de Normas Técnicas), o formato
das referéncias de documentos
frequentemente consultados, cujas
informacdes podem ser complementadas
por Franca e Vasconcellos (2011). As
tltimas secOes descrevem 0S
procedimentos utilizados para a avaliagcao

dos artigos e para a publicacédo da revista.
2 NORMAS PARA FORMATACAO

A formatacgdo dos artigos submetidos deve
obedecer as diretrizes estabelecidas neste
documento, que seguem a padronizacao
da ABNT — NBR 6022 (2003) e NBR 14724
(2005). Aconselha-se ao autor a utilizagao

deste modelo para editar o artigo. As

informagdes sobre a autoria (Nome do
autor, Titulagdo méaxima. Instituicdo de
formacdo, Ano. Fungdo e Afiliacdo
Institucional. Cidade, Unidade Federativa.
E-mail) ser@o excluidas, pela Comissédo

Editorial, durante o processo de avaliago.

O artigo deve estar salvo no formato
Microsoft Word (.doc) contendo de 6 a 20
paginas. A linguagem deve ser clara,
gramaticalmente correta e na terceira

pessoa do singular.

O alinhamento do texto deve ter
formatacdo justificada, sem cabecalho,
rodapé, notas de pé de pagina, nem
namero da pagina. O formato do papel
deve ser A4, com margens superior e
inferior de 2,5 cm e margens laterais de 1,5
cm. A fonte do documento é Arial, o
tamanho e estilo da fonte dependem da
secdo em que o texto se insere. Os
paragrafos ndo possuem recuo, tém
espacamento anterior de O pt. e, posterior,
de 6 pt.. O espacamento entre linhas € de
15, salvo em casos particulares,

explicitados na sequéncia do texto.

Em um artigo cientifico destacam-se trés

elementos:

1. Pré-textuais;
2. Textuais;

3. Poés-textuais.

Optou-se por apresentar esses elementos
com enumeracdo de topicos para que se
esclareca tal formatacdo. Observe-se que
0s topicos sdo separados por ponto-e-
virgula e o ultimo finalizado com ponto. O
afastamento dos marcadores é de 0,75 e o
texto de 1,25.

2.1 ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS
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O primeiro elemento do artigo € o titulo. E
expresso em Portugués e em Inglés, deve
ser breve e inspirado no objetivo geral do
trabalho, refletindo o contetdo do texto. Em
titulos ndo se coloca ponto final. Se houver
subtitulo, este deve ser separado do titulo
por dois pontos (:). Essas informacdes
ocupam as linhas iniciais do documento, ao
lado da logomarca da revista. Devem estar
centralizadas, em negrito e efeito
Versalete. O titulo em portugués possui

tamanho da fonte 16 e, o em inglés, 14.

Ha uma linha em branco de 12 pontos
entre o titulo e as informacdes sobre os
autores, com espacamento entre linhas de
1,5. Os nomes em negrito, centralizados e
fonte 12, separados por ponto-e-virgula e
identificados, posteriormente, por
sobrescritos em algarismos arabicos. Na
sequéncia, para cada autor, devem-se
apresentar as seguintes informacdes em
fonte de tamanho 8: Titulagdo maxima.
Instituicdo de formac&@o, Ano. Funcdo e
Afiliagdo Institucional. Cidade, Unidade

Federativa. E-mail.

Observe-se que uma linha em branco deve
separar os dados supracitados da secao
seguinte.

O Resumo e as Palavras-chave, editados
na margem esquerda, seguidos de dois
pontos, sdo formatados em itélico, fonte de
tamanho 10 e espacamento simples entre
linhas. Nos titulos destas secdes usa-se 0
efeito Versalete. Conforme esclarece a
ABNT NBR 6028 (2003), é aconselhavel
gue o resumo contenha no méaximo 250
palavras e seja editado em um dnico
paragrafo, no qual se ressaltem o objetivo,
0 método, os resultados e a conclusao do

artigo. Ele deve ser expresso na voz ativa,

na terceira pessoa do singular. Composto
por frases concisas e afirmativas. Devem-
se evitar a enumeracdo de topicos e a
insercdo de simbolos e ilustragcdes. Na
linha posterior sdo discriminadas de trés a
seis palavras-chave, que representam o
conteddo do documento, sendo utilizadas
como chave de busca. S&o separadas

entre si e finalizadas por ponto.

Ap6s uma linha em branco, inserem-se o
Abstract e Keywords, que séo a versdo em
inglés das duas se¢Oes anteriores, com a

mesma formatacéo.
2.2 ELEMENTOS TEXTUAIS

Séo compostos pela Introducéo,

Desenvolvimento e Conclusao.

Como pode ser observado, existem linhas
em branco e um traco separando a Ultima
secdo dos elementos pré-textuais para a
Introducdo, que é a primeira secado dos
elementos textuais. A partir desse ponto o
texto é formatado em duas colunas de 8,6
cm de largura e espacamento entre

colunas de 0,8 cm.

Na Introducdo expde-se o tema tratado,
sua delimitacdo e foco de abordagem,
contextualizando-o na literatura consultada.
Apresentam-se 0 objetivo geral e, os
especificos, conceituagdes, justificativa e
motivacdo do estudo, um breve relato
sobre o plano de desenvolvimento, enfim,
0S pressupostos necessarios a sua
compreensdo. No Ultimo paragrafo da
Introducdo deve constar uma descricao
sintética, ou seja, a sinopse do conteldo
abordado nas sec¢bes subsequentes do

artigo.

O Desenvolvimento € o elemento textual

central, a parte principal do artigo. E ele
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que da a visdo pormenorizada do tema
estudado. Pode ser exposto em varias
sec¢Oes tais como: a revisao bibliogréfica, o
marco tedrico que fundamenta a
metodologia utilizada, o conjunto de
técnicas e processos da pesquisa, a coleta
de dados e sua quantificacdo, se for o
caso, além da apresentacdo e discussao

dos resultados.

Apresenta-se  na Ultima secdo, a
Concluséo, a sintese do que foi estudado,
onde se devem evidenciar os aspectos
essenciais da pesquisa, relacionar o0s
resultados obtidos com o0s objetivos
propostos, expor as dificuldades
encontradas, recomendar, se conveniente,
novas abordagens para o tema e sua

extensao em estudos futuros.

Quanto a formatacao, os titulos das se¢des
e subsecdes, com alinhamento a esquerda,
sdo destacados do texto por uma linha em
branco, anterior. Devem ser numerados
com algarismos ardbicos e com apenas um
espaco entre o algarismo e o titulo,
conforme a norma ABNT NBR 6024 (2003).
Todos os titulos possuem fonte 12, com
efeito Versalete e em negrito. Para facilitar,
cada vez que se abrir uma nova sec¢éo,
copie e cole o titulo da anterior para depois

edita-lo.

As sec¢bes podem ter subsecBes e estas

ainda comportam mais trés niveis de
subdivisbes. Como exemplo: 4.2.3
METODOLOGIA designa a terceira

subdivisao da segunda subsec¢éo da secao
4.

O autor deve estar atento ao uso de siglas.
Na primeira utilizacdo de uma sigla, deve-

se informar o seu significado. Na primeira

secdo deste documento foi mencionada a
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
— ABNT - e, posteriormente foi usada
simplesmente a sigla ABNT, ja que era
conhecido o0 seu significado. Outra
observacéo importante é que palavras em

outros idiomas devem vir em italico.

Em relacdo a formatacéo do artigo, deve-se
cuidar para que o titulo de uma secédo ou
subsecao nao ocupe a Ultima linha de uma
coluna. Neste caso, linhas em branco séo
providenciais para que 0 mesmo ocupe a
primeira linha da coluna seguinte.

2.3 ELEMENTOS POS-TEXTUAIS

Os Elementos Pos-Textuais ndo sao
numerados e se  compdem de:
Agradecimentos (opcional), rimeira linha da
coluna seguinte. Referéncias, Apéndices

(opcional) e Anexos (opcional).

As referéncias sdo obrigatérias em um
texto cientifico. A secdo 5 deste modelo
contém informac¢Bes mais detalhadas sobre

as referéncias.

Os apéndices e anexos, conforme consta
na ABNT NBR 6022 (2003), séo textos ou
documentos que ilustram, comprovam,
fundamentam ou completam a
argumentac¢éo do trabalho desenvolvido. A
diferenca entre eles é que os apéndices
sdo de autoria do préprio autor do artigo e,
0s anexos, de autoria de terceiros. Para
identifica-los, utilizam-se letras maiulsculas
consecutivas, seguidas de travessdo e do
titulo. Somente as palavras Apéndice e
Anexo em caixa alta. As letras de
identificacdo e os titulos devem estar em
fonte tamanho 12, em negrito e efeito
Versalete, como nos exemplos: APENDICE

A — QUESTIONARIO DE AVALIACAO ou
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ANEXO D - MAPA DA REGIAO

METROPOLITANA DE BELO HORIZONTE.
3 COMO TRATAR AS ILUSTRACOES

As ilustracbes (desenhos, esquemas,
figuras, fluxogramas, fotografias, graficos,
mapas, organogramas, plantas
arquitetdnicas, quadros, entre outras), as
equacgles, as formulas, as tabelas e os
algoritmos séo utilizados com o objetivo de

explicar e facilitar o entendimento do texto.

Tais elementos devem ser referenciados no
texto e, conforme ensinam Franca e
Vasconcellos (2011), eles devem estar téo
proximos quanto possivel da primeira vez
que forem mencionados. Devem ter
numeracdo sequencial, em separado para
cada categoria, seguidos do titulo e
espacamento simples entre linhas. Devem-
se evitar dividir tabelas, algoritmos,

guadros, etc.

Caso tenham sido extraidos de um
documento, j4 publicado, é obrigatéria a
indicacdo do mesmo, logo abaixo do titulo,
deve-se inserir: Fonte - SOBRENOME-DO-
AUTOR, ano, p. numero-da-pagina. Antes
e apés a ilustracdo deve-se deixar uma

linha em branco para destaca-la do texto.
3.1 FIGURAS

As figuras devem ser incluidas e

referenciadas como a FIG. 1.

raa

Figura 1 — Logo da Revista e-xacta do
Centro Universitario ge Belo Horizonte
Fonte - GUIMARAES, 2008, p.3.

Observe-se que o titulo da figura e, se for o
caso, a fonte bibliografica de onde foi
extraida sdo centralizados e estao

inseridos posteriormente & mesma.
3.2 ALGORITMOS

Devem ser formatados como o Algoritmo 1,
dado a seguir, com titulo e espagamento

simples entre linhas.
Algoritmo 1 — Determina e imprime o

menor entre dois nimeros distintos.
Algoritmo
declare A,B,Menor numérico
leia AB
seA<B
entdo Menor < A
sendo Menor < B
fim se

imprima Menor

fim algoritmo.

3.3 EQUACOES E FORMULAS

Equacbes e formulas devem  ser
numeradas e citadas no texto conforme a
Eqg. 1:

f=5 M

onde: f = frequéncia [Hz], ¢ = velocidade da
luz no véacuo = 3.10° [m/s], A =
comprimento de onda [m].
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3.4 TABELAS

As tabelas séo formatadas segundo a TAB.
1. Observe-se que a numeracao e os titulos
das tabelas séo centralizados e colocados

antes das mesmas.
Tabela 1

Paradmetros montagem das Medi¢fes

Medicéo f h,
1 200MHz 75 cm
2 400MHz | 33,33 cm
3 900MHz | 16,67 cm
4 1800MHz | 8,33 cm

Fonte - GUIMARAES, 2008, p.2.

4 A IMPRESCINDIBILIDADE DAS CITACOES

Como esclarecem Franca e Vasconcellos
(2011): “A fonte de onde foi extraida a
informacéo deve ser citada
obrigatoriamente, respeitando desta forma
os direitos autorais.” E, portanto,
imprescindivel que o autor cite as fontes
bibliograficas que nortearam suas ideias no
desenvolvimento do trabalho. S&o elas que
ddo credibilidade a argumentacdo, ao
emprego da metodologia utilizada para a

obtencéo dos resultados da pesquisa.

As citacdes podem ser diretas ou indiretas,
como determina a norma ABNT NBR
10520 (2002). As citacdes diretas sao
transcritas como aparecem no texto
original. Se possuirem até trés linhas sdo
editadas no corpo do texto, entre aspas.
Observe-se a citacdo apresentada na parte
inicial desta secdo. Aquelas que excedem
este valor sdo destacadas como a que se

encontra a seguir.

As citacOes longas, com mais de trés
linhas, devem constituir um parégrafo
independente, com recuo de 1,25, fonte
de tamanho 9 e espagamento simples
entre  linhas. As aspas sao
desnecessarias, ja que a formatacéo
diferenciada induz tratar-se de uma
citacdo direta. Ao final deve-se colocar
entre parénteses o sobrenome do autor
em caixa alta, seguido de virgula, o ano
de publicacao e, se possivel, 0 nimero
da pagina. (SOBRENOME-DO-
AUTOR, ano, p. X).

As citagOes indiretas sd@o livres, isto €,

reproduzem as ideias do autor consultado

com outras palavras, como consta em

(MICHEL, 2005, p.127).

As normas da ABNT estabelecem formas
diferentes para a indicacéo dos autores nas
citacbes, como podem ser vistas em
Franca e Vasconcellos (2011) ou
(FRANCA; VASCONCELLOS, 2011).

Observe-se que as duas citacbes do
paragrafo anterior sdo apresentadas de
maneiras diferentes. A primeira com
apenas 0 ano entre parénteses e, nesse
caso, 0s sobrenomes dos autores, com as
letras iniciais mailsculas, sdo separados
por virgulas e a conjuncdo aditiva “e”. Na
segunda, todos os sobrenomes dos autores
séo editados em caixa alta, separados por
ponto-e-virgula, sendo o Ultimo seguido de
virgula e o ano de publicagdo. Pode-se
inserir apds o ano, a pagina de onde foi
extraida a informac@o citada. Caso o
documento possua mais de trés autores,
deve-se indicar na citacdo, como também
em seu registro nas Referéncias, o
sobrenome do primeiro autor acompanhado
da expressdo latina et al., em itélico,
seguida de virgula e o ano de publicacéo.
Como o exemplo a seguir: Sobrenome-do-
primeiro-autor et al. (ano) ou
(SOBRENOME-DO-PRIMEIRO-AUTOR et

al., ano).
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5 NORMAS PARA AS REFERENCIAS

As referéncias, separadas por um trago das
segcOes anteriores, sdo apresentadas ao
final do artigo. Elas sdo obrigatérias em um
artigo cientifico e devem ser composta
pelas fontes efetivamente consultadas.
Além disso, todo documento pertencente
as referéncias deve ser citado no texto e
vice-versa, toda citacdo deve ter seu

documento fonte presente nas referéncias.

A lista dos titulos bibliograficos deve estar
em ordem alfabética usando o sobrenome
dos autores como primeiro parametro e,
como segundo, o titulo da publicacdo. A
transcricdo dos elementos que compdem
as referéncias deve estar de acordo com as
normas da ABNT, especificadas em
(FRANCA; VASCONCELLOQOS, 2011).

A norma ABNT NBR 6023 (2002) define
gue as referéncias devem ser alinhadas a
margem esquerda do texto, editadas com
espacamento simples entre linhas, sem
afastamento anterior e posterior entre
paragrafos. Para destaca-las, elas séo

separadas por uma linha em branco.

O formato das referéncias depende do tipo
de documento consultado, sendo o0s
principais apresentados nas subsecdes
dadas a seguir, cujas informacdes, em sua
maioria, foram extraidas de (FRANCA;
VASCONCELLOS, 2011).

Alguns cédigos devem ser observados.

Quando estiver escrito:

e AUTOR - Deve-se escrever o0
Sobrenome do primeiro autor em caixa
alta, seguido de virgula, e demais
nomes deste autor, apenas com as
primeiras letras em caixa alta ou as

iniciais seguidas de ponto e um espaco

entre elas. Caso haja de dois a trés
autores, coloca-se entre eles um ponto
e virgula e repete-se a formatacao
apresentada para cada um deles. Se
houver mais de trés autores coloca-se
apenas as informacdes sobre o primeiro
e em seguida, em itélico, a expressdo
latina et al.

e Informacdo - deve-se colocar a
informagé&o em itélico.

e Informagdo — Deve-se colocar a
informacdo com a fonte em estilo
normal.

e (Informacdo) — Deve-se colocar a
informacéo entre parénteses.

e <Informag&o> - Deve-se apresentar a
informacao entre os simbolos <>.

¢ Informacdo. — Deve-se colocar apés a
informacdo um ponto final.

e Cidade: Editora, Ano. — Deve-se colocar
a cidade na qual o documento foi
publicado, seguida de dois pontos, a
editora, seguida de virgula e o ano de
publicag&o, seguido de ponto final.

e Edicdo — Deve-se indicar o numero da
edicdo do livro, seguida de ponto e
depois de um espacgo coloca-se ed,, a
abreviatura de edicao.

e Acesso em: 25 dez. 2000. Indica a data
em que um documento online foi
acessado. A expressdo Acesso em,
seguida de dois pontos, um espago. O
dia da consulta, mais um espaco,
seguido da abreviatura do més e depois
de um espaco o0 ano, seguido de ponto.
As abreviaturas dos meses sdo: jan.,
fev., mar., abr.,, maio, jun., jul., ago.,

set., out., nov. e dez.

5.1 LIVROS

Impresso
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AUTOR. Titulo: subtitulo. Edicdo. Cidade:
Editora, Ano. Nimero de paginas p. ISBN
nimero do ISBN.

Eletrénico

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edicdo. Cidade:
Editora, Ano. (disquete, ou CD-ROM) ou
Disponivel em <enderego eletrbnico do
site>. Acesso em: dia abreviatura do més
Ano. ISBN nimero do ISBN.

5.2 CAPiTULO DE LIVRO
Impresso

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo.
In: AUTOR DO LIVRO. Titulo: subtitulo do
livro. Edicdo. Cidade: Editora, Ano.
Capitulo n.° do capitulo. pagina inicial —
pagina final do capitulo. ISBN nimero do
ISBN.

Eletronico

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo.
In: AUTOR DO LIVRO. Titulo: subtitulo do
livro. Edicdo. Cidade: Editora, Ano.
(disquete, ou CD-ROM) ou Disponivel em
<endereco eletrénico do site>. Acesso em:
dia abreviatura do més Ano. ISBN numero
do ISBN.

5.3 ARTIGO DE PERIODICO
Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo.
Titulo do periédico, Cidade, v. nimero do
volume, n. nimero do fasciculo, pagina
inicial — pagina final, abreviatura do més
Ano. ISSN nimero do ISSN do periédico.

Eletrénico

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo.
Titulo do periddico, Cidade, v. nimero do
volume, n. ndmero do fasciculo, péagina
inicial — pagina final, abreviatura do més
Ano. Disponivel em <endereco eletrénico
do site>. Acesso em: dia abreviatura do
més Ano. ISSN numero do ISSN do
periddico.

5.4 ARTIGO DE JORNAL

Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo.
Titulo do jornal, Cidade, dia, abreviatura do
més Ano. Numero ou Titulo do caderno,
secdo ou suplemento, péagina inicial —
pagina final.

Eletrénico

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo.
Titulo do jornal, Cidade, dia, abreviatura do
més Ano. Disponivel em <endereco
eletrbnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

55 TRABALHOS ACADEMICOS -
MONOGRAFIAS, DISSERTACOES E TESES

Impresso

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de
apresentacdo. NUmero de folhas f.
Categoria do Trabalho Académico (Area de
Concentracdo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria,
Cidade, Ano da defesa.

Eletrénico

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de
apresentacdo. Numero de folhas f.
Categoria do Trabalho Académico (Area de
Concentracdo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria,
Cidade, Ano da defesa. (CD-ROM ou
disquete) ou Disponivel em <endereco
eletrbnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

5.6 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS
Impresso

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo.
In: NOME DO EVENTO, numero, ano,
cidade de realizag&o. Titulo da publicagéo:
subtitulo. Ano de apresentacdo. Cidade da
publicacdo: Editora, Ano. Pagina inicial —
pagina final do trabalho.

Eletrénico

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo.
In: NOME DO EVENTO, numero, ano,
cidade de realizagdo. Titulo da publicagéo:
subtitulo. Ano de apresentacao. Cidade da
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publicagdo: Editora, Ano. Pagina inicial —
pagina final do trabalho. (CR-ROM ou
disquete) ou Disponivel em <endereco
eletrbnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

5.7 SITES

NOME DO SITE. Titulo do servico ou
produto. Cidade: Entidade, Ano. Disponivel
em <endereco eletrbnico do site>. Acesso
em: dia abreviatura do més Ano.

5.8 LEIS E RESOLUCOES

NOME DO PAIS, ESTADO MUNICIPIO OU
NOME DA ENTIDADE. Org&o. Titulo. Tipo
de documento, Numeracédo. Dia de més de
ano. Elementos Complementares que
identificam o documento. Dados de
publicagdo do documento. Cidade, data.

6 PROCESSO DE AVALIACAO DO ARTIGO

Apés a submissdo do artigo, inicia-se o
processo de avaliacdo, que utliza o
sistema de revisdo anbnima por pelo
menos dois pareceristas ou double blind
review. E criada uma versdo do arquivo em
formato PDF (Portable Document Format),
do qual se extraem as informa¢Bes que
identificam sua autoria. Em seguida o artigo
€ enviado a dois pareceristas. Caso 0s
pareceres sejam conflitantes, um terceiro
revisor é acionado para que a Comissao
Editorial tenha o aval duplo de aceitagcdo ou
rejeicdo. Os pareceres quando recebidos
sdo, também, formatados em PDF e
enviados aos autores, sem a identificacao

de quem emitiu o parecer.

Sendo o artigo aceito para a publicagédo
com restrigdo, os autores devem acatar as
recomendagbes dos pareceristas e
providenciarem o envio da nova verséao do
artigo.

ApOs a corre¢cdo, a Comissdo Editorial
insere 0 nome do autor, enumera as
paginas e demais dados pertinentes ao
periddico, contendo informagfes sobre a
edicao da revista (volume, nimero, paginas

etc.).

Deve-se ressaltar que o  artigo
(originalidade, autoria, conteldo abordado
etc.) é de inteira responsabilidade do autor,
assim como a apresentacdo do texto no
padrdo culto da lingua. A Comissao
Editorial se da o direito de alterar a
formatacdo e a linguagem do texto para

ajusta-las ao padrao da revista.

7 PUBLICACAO

A Ultima etapa do processo editorial € a
publicacdo da revista. A nova edicdo é
disponibilizada com o Sumario, que elenca
os titulos dos artigos, o0s respectivos
autores e o link para o Resumo. Ao acessar
0 Resumo, o usuério pode baixar o artigo

completo no formato PDF.
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