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RESUMO

As enzimas microbianas sdo um dos produtos bioativos que tém aumentado sua producéo
nas ultimas décadas, devido a sua grande utilizacdo em diversos setores industriais e
ambientais existentes. Sao inimeras as aplicacbes das enzimas microbianas em diversos
setores da biotecnologia. Devido a sua grande utilizacao, varios estudos tém sido realizados
no sentido de isolar e identificar novos micro-organismos produtores, principalmente aqueles
isolados de ambientes pouco estudados e com uma imensa biodiversidade microbiana como
a Caatinga nordestina. Foram realizados estudos com fungos filamentosos do género
Penicillium isolados de solo da Caatinga de Pernambuco para producdo de tanase.
Inicialmente foi realizada uma selecdo de producéo da enzima utilizando 4 isolados em meio
solido. Os resultados revelaram que os isolados denominadas de SIS 24 e 25, apresentaram
a formacédo dos maiores halos caracteristicos de producéo da enzimas a 37°C, com valores
de 4,0 e 4,5 cms, respectivamente. Em seguida, foram realizados ensaios moleculares e
morfolégicos para identificacdo das amostras selecionadas (SIS 24) identificada como
Talaromyces e a (SIS 25) como Penicillium chrysogenum. Em seguida, foram realizados
ensaios de producdo da tanase com os isolados SIS 24 e SIS 25 através de fermentagéo
submersa, utilizando 4 meios de producdo com diferentes composi¢cées, a 37°C, 150 rpm,
168 horas. Os resultados revelaram que a amostra SIS 25 apresentou a maior producao
enzimatica com 96 h de producdo de 0,1555 U/mL obtida no meio 1. Ensaios de producgéo
utilizando um planejamento fatorial de 2° completo para formulagcdo de meios alternativos
contendo residuos agroindustriais (casca de café, casca de uva e residuo de laranja) nas
mesmas condi¢des utilizadas no ensaio anterior. Os resultados obtidos evidenciaram que o
ensaio denominado 3, que apresentou um valor de pH 4,8, contendo residuos de café 5¢g, de
uva 12g e de laranja 5g, apresentou uma atividade tanalitica de 0,210 U/mL. A utilizacdo de
residuos agroindustriais surge como uma alternativa viavel na elaboracdo de meios de

producédo de produtos biotecnoldgicos bioativos.

Palavras- chaves: Tanase, Penicillium chrysogenum, Caatinga e Residuos Agroindustriais

Vi



ABSTRACT

Microbial enzymes are one of the bioactive products have increased their production in
recent decades, due to its widespread use in many existing industrial and environmental
sectors. There are numerous applications of microbial enzymes in various sectors of
biotechnology. Due to its widespread use, several studies have been undertaken to isolate
and identify new producers microorganisms, especially those isolated from poorly studied
environments and with an immense microbial biodiversity as the northeastern Caatinga.
Studies have been conducted with filamentous Penicillium isolated from soil samples of the
fungi of Pernambuco Caatinga to produce tannase. Initially enzyme production was
performed using selection on solid medium 4 samples. The results showed that the samples
called SIS 24 and 25 show the formation of the characteristic halos higher production of
enzyme at 37°C, with values of 4.0 and 4.5 cm, respectively. Then molecular and
morphological tests for identification of the samples were made which had the largest halos
production of tannase and the sample identified as Talaromyces (SIS 24) and Penicillium
chrysogenum (SIS 25). The tannase production assays were performed with samples SIS 24
and 25 by submerged fermentation using 4 production media with different compositions at
37 °C, 150 rpm, 168 hours. The results show that the SIS 25 showed the highest enzyme
production at 96 hours of production 0.1555 U / mL obtained in the medium 1. Continuing to
production studies were performed new production using a 2° full factorial design for
alternative media formulation containing organic residues (coffee, grape and orange wastes)
under the same conditions used in the previous test. The results showed that the assay 3,
which showed a pH 4.8, containing coffee 5g, 12g of grape and orange 5g, presented a
lipase activity of 0.210 U / mL. The use of agro-industrial waste emerges as a viable

alternative for the development of biotechnology products bioactive media of production.

Key-words: Tannase, Penicillium chrysogenum, Caatinga, Agro-industrial Residues

vii
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1.1 INTRODUCAO

Atualmente, os centros de pesquisas cientificas e o mercado mundial de biotecnologia estao
atentos as tecnologias sustentaveis, que geram menor impacto na sociedade e propiciam um maior
retorno financeiro. O desenvolvimento tecnolégico tem se voltado para a sustentabilidade das atividades
produtivas, levando a uma tendéncia a substituicdo de processos quimicos baseados em insumos nao
renovaveis (PADILHA et al, 2011; SILVA et al, 2012; GONZALES et al, 2013).

As enzimas sdo moléculas protéicas, biocatalisadores, e possuem a capacidade de diminuir a
energia de ativacdo requerida para formacdo de um complexo de transi¢cao ativado, dando origem a um
novo produto (SANTOS et al., 2012). Em diversos processos quimicos e biotecnolégicos, as enzimas
podem substituir substancias quimicas sintéticas e contribuir para processos de producdo ou gerar
beneficios para 0 meio ambiente, por meio da biodegradabilidade e pelo menor consumo de energia.
Elas sdo mais especificas em sua acdo do que as substancias quimicas sintéticas. Os processos que
empregam enzimas microbianas produzem menos subprodutos residuais, para a obtencéo de produtos
de melhor qualidade, diminuindo assim a probabilidade de grandes focos de poluicdo ambiental
(OYELEKE et a, 2010; OYELEKE et al, 2012).

Tanino acil hidrolase (tanase, EC 3.1.1.20) € uma enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes
laterais de taninos hidrolisdveis como o acido tanico, liberando glicose e acido gélico. Os taninos séo
moléculas sollveis em agua com diferentes pesos moleculares e alto teor de polifendis, que ocorrem
em certas partes de plantas (casca, madeira, folhas, frutos, raizes e sementes) (ROBLEDO et al., 2008;
PRASAD et al., 2012). As tanases tém sido utilizadas como agentes de clarificacdo, no processamento
industrial de sumos de fruta e refrigerantes de café aromatizado, para a preparacdo de chas
instantaneos, e na producao de &cido galico (RODRIGUEZ et al., 2008; GONCALVES et al., 2012). Os
principais micro-organismos produtores da enzima tanase sdo os fungos filamentosos dos géneros
Aspergillus e Penicillium que produzem uma ampla gama de enzimas de interesse biotecnolégico o que
facilita a recuperacdo das mesmas e sdo bons biodegradadores, atributos que destinguem os fungos
filamentosos das outras formas microbianas (AGUILAR et al, 2007; RODRIGUEZ et al, 2008 ;
BARATTO et al, 2011; MOURA et al, 2013).

Os cultivos submersos tém sido tradicionalmente utilizados para a produgéo industrial de uma
grande maioria de enzimas microbianas, devido a facilidade de crescimento dos micro-organismos e do
controle de diferentes parametros, tais como pH, temperatura, aeracdo e umidade, além de tornar facil a
recuperacdo das enzimas extracelulares (PANDEY et al, 2000; SANDHYA et al, 2005; SOUZA et al,
2010; ORLANDELLI et al, 2012).
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O género Penicillium tem sido frequentemente isolado como endofitico, constituem um grupo de
micro-organismos que sintetizam elevadas quantidade de metabdlitos secundérios, atingindo em certos
casos, uma producdo 73% superior a de outras classes de micro-organismos descritos na literatura.
Esse género tem sido utilizado como organismo modelo em diversos estudos de pesquisa basica. Além
disso, em diversas pesquisas aplicadas tém demonstrado seu enorme potencial biotecnoldgico
(FRISVAD et al, 2004; ROMAO, 2010).

A caatinga é formada de florestas umidas, montanhas e cerrados, onde a deciduidade das folhas
€@ comum neste bioma. Obtendo-se assim uma enorme biodiversidade de organismos e micro-
organismos. A reciclagem de nutrientes acumulados na superficie do solo desempenha um importante

papel para obtencdo de micro-organismos como, por exemplo, os fungos conidiais, que sdo 6timos

decompositores deste ambiente (GIONGO et al, 2012; MELLO et al, 2013).

Varios bioprocessos tém sido desenvolvidos utilizando residuos agroindustriais como substratos
para a produgdo de diversas moléculas com alto valor agregado, tais como proteinas microbianas,
acidos organicos, etanol, enzimas e metabdlitos secundarios biologicamente ativos. O uso de residuos
agricolas como substratos em bioprocessos, além de ser economicamente viavel, pode ajudar a
resolver os problemas ambientais decorrentes do seu acumulo na natureza (DASHTBAN et al, 2009;
STROPARO et al, 2012).

O presente trabalho tem como objetivo a utilizagdo de residuos agroindustriais para produgéo da
enzima tanase, utilizando Penicillium spp. através de um planejamento fatorial visando menor custo de

producdo e minimizagdo de impactos ambientais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Producdo e caracterizacdo de tanase por Penicillium spp, isolados da Caatinga do Estado de
Pernambuco, por fermentacdo submersa utilizando meios de alternativos contendo substratos

agroindustriais.

2.2 Objetivos Especificos

o Selecionar amostras de Penicilium spp. e Talaromyces produtoras de tanase dentre os isolados do

solo da Caatinga de Pernambuco em meio sdlido;

o Identificar taxonomicamente as amostras que apresentaram o melhor perfil de producao de tanase

em meio solido;

o Avaliar e selecionar a producédo de tanase através de fermentagédo submersa em diferentes meios

tradicionais com as amostras que apresentaram o maior perfil de producdo em meio sélido;

o Investigar a elaboragdo de meios alternativos contendo diferentes substratos agroindustriais ricos
em taninos (casca de uva, casca de café e residuo da laranja) na producao de tanase, através de um

planejamento fatorial 2® completo.

. Verificar a influéncia dos substratos selecionados na cinética de produgéo da enzima, através das

determinagfes da temperatura, pH, velocidade de crescimento na producéo de tanase;

o Selecionar o melhor meio alternativo de producéo da tanase.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOTECNOLOGIA

As informacdes obtidas pelas descobertas cientificas podem ser utilizadas para a geracdo de
novos estudos e tecnologias, had também a necessidade de desenvolver a capacidade de tratamento
dessas informagfes para seu emprego no processo produtivo. A prospeccao cientifica e tecnolégica se
apresenta viadvel na andlise do conhecimento acerca de um determinado tema de interesse. Tal
atividade torna-se eficaz nesse processo por identificar areas de pesquisas estratégicas e as
tecnologias que possuem a capacidade de gerar maiores beneficios econdmicos e sociais (ALBAGLI,
1998; PEREIRA et al, 2014).

De acordo com a Convencéao sobre Diversidade Biologica (CDB) entende-se biotecnologia como
qualquer aplicacdo tecnolégica em que sistemas bioldgicos, organismos vivos ou seus derivados, sdo
usados para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizacdo especifica. Num entendimento
mais amplo, pode-se afirmar que ha milhares de anos a humanidade atua em processos
biotecnoldgicos, com o desenvolvimento das técnicas de fermentacéo na producéo de vinhos, queijos e
pées (DIAS, 2000; FRANCA, ILLHA, 2014).

A biotecnologia é a area de interesse Industrial, pois abrange a prote¢ao para novos organismos,
avancos e inovacoes tecnolégicas. Abrange diferentes areas do conhecimento, interligando-as, seja na
area da Biologia Molecular, Microbiologia, Biologia Celular, Embriologia, Quimica, Bioquimica,
Tecnologia da Informacdo, Robdética, Bioética, Biodireito, entre outras (KUNISAWA, 2004; LEITE;
MUNHOZ, 2013).

A biotecnologia pode agregar inimeras denominacdes, reveladoras de sua complexidade e
possibilidades de aplicacdo. O acesso a biotecnologia, além de propiciar conforto, lazer, seguranca;
promover a saude, conservar alimentos e etc, representa fontes de recursos inestimaveis, exigindo a
acdo conjunta da sociedade e dos poderes constituidos. Os eventuais embaracos a utilizacdo das
modernas tecnologias sdo inUmeros, mais podem ser levantadas algumas reflexdes, a titulo de ponto de
partida para a pesquisa ética dos efeitos sobre a vida da sociedade, da natureza e da vida das pessoas
(SANTOS, 2007; COLUCCI, 2013).
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3.2 ENZIMAS

Enzimas séo catalisadores organicos, responsaveis por milhares de reacbes bioquimicas
envolvidas nos processos bioldgicos dos sistemas vivos. Agindo em sequéncias catalisam as centenas
de reacOes sucessivas pelas quais moléculas nutrientes sdo degradadas. A energia quimica €
conservada e transformada e as macromoléculas biologicas sé@o sintetizadas a partir de moléculas
precursoras simples. A introducdo de enzimas como catalisadores em processos industriais, mostra-se
vantajoso, pois sdo especificas, naturais e geralmente ndo apresentam toxicidade, caracteristicas
desejaveis tanto pela indastria quanto para a integridade do meio ambiente (NELSON; COX, 2006,
GONCALVES, 2010; COSTA et al, 2012)

Com ampla utilizacdo na industria alimenticia, principalmente em processos de maceragao
de vegetais e frutas para producdo de néctares e purés, no processamento de produtos carneos
(tenderizacéo) na producao de queijos, na extracéo e clarificacdo de sucos de frutas e vinho, na
desengomagem de fibras naturais e na recuperacdo de 6leos vegetais. Sao utilizadas também na
industria de papel e celulose (COELHO et, 2001; TAVARES et al, 2013).

O setor de produgédo de enzimas apresenta muitas iniciativas de pesquisa e desenvolvimento,
que resultam na producdo de diversos novos produtos e no aprimoramento de processos e melhor
desempenho de produtos ja existentes no mercado. No entanto, o custo elevado de producdo e
purificacdo de enzima é um dos principais fatores que determinam a economia de um processo. Reduzir
os custos de producdo é fundamental para aplicagdes industriais (PARK et al, 2002; SANTOS et al
2013).

Verséateis estereoespecificas, e de elevada importancia nos processos biotecnolégicos
normalmente 0s processos enzimaticos tém acdo rapida, ocorrem em condices brandas de
temperatura e pH, atuando sobre um substrato especifico (RIBEIRO et al., 2013). O mercado industrial
de aplicagdo de enzimas continua a crescer devido ao desenvolvimento de novas tecnologias, ao uso
da engenharia genética durante a producéo e a emergéncia de novos campos de aplicacdo. A demanda
mundial de utilizacdo dessas enzimas tem crescido anualmente, sendo mais de 90% do seu comércio
efetuado por paises como Estados Unidos, alguns da Europa e Japdo. (JOHANNES; ZHAO, 2006;
IYER, ANANTHANARAYAN, 2008; DEMAIN; ADRIO, 2008; LI et al., 2012; ADRIO; DEMAIN, 2014;
LIMA et al, 2014).

Enzimas microbianas sdo preferiveis para aplicagdes industriais em virtude dos menores
tempos de geragcdo para producdo, facilidade de manipulagbes genéticas, aumento de escala e
purificacdo, especificidade e estabilidade. (SHARMA; CHISTIB; BENERJEE, 2001; REINEHR et al,

2014). A tabela 1 descreve as reacOes catalisadoras pelas enzimas.
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Tabela 1. Principais classes enziméticas. Fonte: PEREIRA, 2011

Classe da enzima Tipo de reacao catalisada

. Catalisam reac¢bes de oxirreducéo.
Oxirredutases

Transferéncia de H,O ou elétrons.

Transferases Catalisam transferéncias de grupos entre moléculas.
Hidrolases Catalisam reacdes de hidrolises.

Liases Catalisam a adicédo de grupos a ligagdes duplas e vice-versa.
Isomerases Catalisam rea¢fes isomerizacao.

Ligases Catalisa a unido de duas moléculas, associadas a ruptura da

ligacao tirofosfato do ATP.

3.2.1 TANASE

Tanino acil hidrolase (tanase, EC 3.1.1.20) é uma enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes
laterais de taninos hidrolisaveis como o &cido tanico, liberando glicose e acido galico. E uma enzima
extracelular, induzivel, produzida na presenca de acido tanico ou do seu produto final, que é o acido
galico por fungos, bactérias e leveduras. A primeira decisdo para o desenvolvimento do processo de
producdo de enzimas por micro-organismo é a selecdo da linhagem de micro-organismos. Enzimas
extracelulares sdo preferidas, pois dispensam métodos de ruptura da célula, que sao dispendiosos
(ROBLEDO et al, 2008; PRASAD et al, 2012; MUSLIM et al, 2015).

A tanase apresenta um pH estavel na faixa de 3.5-8.0, com pH 6timo entre 5.0-6.0, temperatura
de estabilidade entre 30°C e 60°C, 6tima na faixa de 30-40°C, ponto isoelétrico de 4.0-4.5 e massa
molecular entre 180kDa e 300kD. E inibida por Cu2+, Zn2+, Fe2+, Mn2+ e Mg2+ e é inativada pela
acao de o-fenantrolina, EDTA, 2- mercaptoetanol, tioglicolato de sédio, sulfatos e cloretos de magnésio
e calcio (AGUILAR; GUTIERREZ SANCHEZ, 2001; BATTESTIN, MATSUDA, MACEDO, 2008; LIMA et
al, 2015).

Embora existam muitas aplica¢des industriais da tanase em potencial, poucas sdo efetivamente
empregadas devido essencialmente ao custo de producdo da enzima, que ainda € elevado. A tanase
apresenta aplicacdes em industrias de alimentos, ra¢édo, couro, farmacéutica e quimica. Na producao de
bebidas a tanase pode ser utilizada para reduzir a formagdo de turbidez dos componentes

fendlicos.Tendo grande importancia no processo de clarificacao de cervejas e sucos de frutas, producao
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de refrigerantes a base de café e na melhoria do flavour de vinho de uvas (CHAVEZ-GONZALEZ et al,
2012; YAO et al, 2014).

Outra aplicacdo da tanase é na producdo de &cido galico, um importante intermediario na
sintese da droga antibacteriana, trimetropim, usada na indUstria farmacéutica. O &cido galico também é
substrato para a sintese quimica ou enzimética de propil-galato, um potente antioxidante com
importancia na indudstria alimenticia (LEKHA; LONSANE, 1994 AGUILAR et al, 2007; PRASAD et al,
2012; NASCIMENTO et al, 2014). Na figura 1 descreve a reagdo de hidrolise do 4cido tanico.

Figura 1 - Reacéo de hidrélise do &cido tanico
Fonte: AGUILLAR, et al., 1999
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3.3 TANINOS

Os taninos sdo produtos naturais presentes em varias fontes renovaveis, destacam-se em
diferentes espécies vegetais, pelas aplicagfes industriais no curtimento de couro, na fabricacdo de
adesivos e as propriedades farmacoldgicas. Sdo polifenéis, em razdo da grande quantidade de anéis

fendlicos presentes em sua estrutura, com massa molecular variando entre 500 a 3000 g/mol
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aproximadamente. Os taninos sdo classificados quimicamente em taninos hidrolisaveis e taninos
condensados (MORI et al, 2001; LOPES et al., 2003; VIEIRA, LELIS, RODRIGUES, 2014).

Os taninos hidrolisaveis sao divididos em galotaninos e elagitaninos. Os galotaninos sao
caracterizados pela presenca de varias moléculas de acidos organicos, tais como galico e digalico,
esterificados a uma molécula de glicose. Os elagitaninos sdo compostos por unidades de acidos elagico
ligadas a glicosideos, sendo faciimente hidrolisados por &cidos ou enzimas em suas unidades
monomeéricas (MELLO, 2012). A figura 2, apresenta a estrutura molecular dos galotaninos e dos

elagitaninos.

Figura 2- Estrutura molecular dos galotaninos (A) e dos elagitaninos (B)
Fonte: BATTESTIN et al., 2004
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Os taninos sdo encontrados principalmente em espécies gimnospermas e angiospermas. Sao
encontrados em cascas, troncos, raizes sementes e seiva. Fazem parte do metabolismo secundario das
plantas e apos a lignina € o grupo mais abundante de compostos fendlicos nos vegetais. A literatura
reporta que o acumulo de taninos pelas plantas protege partes vulneraveis do ataque microbiano,
inativando virus e enzimas invasivas secretadas pelos micro-organismos (BHAT et al, 1998; NOZELLA,
2001; COSTA, 2012).

Os taninos vegetais eram utilizados antigamente no curtimento de peles de animais, atualmente
no aproveitando de sua capacidade de complexacdo e polimerizacdo com proteinas, na estabilizacédo
da cerveja, na qual se utiliza o &cido tanico para reduzir a concentracao proteica através da precipitacado
e formacdo de complexos tanino-proteicos que séo retirados da bebida por centrifugagéo e filtrac&do
(BATTESTIN et al, 2004; PAES et al., 2006; SOUSA, 2013).
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3.4 FERMENTACAO SUBMERSA

Na fermentacdo submersa, o crescimento do micro-organismo ocorre em uma suspensao de meio
liquido, no qual varios nutrientes sdo dissolvidos. Os processos submersos sdo agueles em que 0 micro-
organismo, ou mesmo outras células, desenvolvem-se em meio de cultura com excesso de agua sob
agitacdo. As fermentagbes sdo conduzidas em biorreatores agitados mecanicamente, com volumes que
podem chegar a 1000 m* (FAHEINA JUNIOR, 2012)

A producdo de tanase tem sido estudada neste tipo de fermentacdo por ser muito utilizada na
producédo de enzimas microbianas, devido a facilidade de crescimento dos micro-organismos e do
controle de diferentes parametros, tais como pH, temperatura, aeracdo e umidade, além de tornar
facil a recuperacdo das enzimas extracelulares e a determinacdo da biomassa (BANERJEE;
MONDAL; PATI, 2007; SOUZA et al, 2010; OLIVEIRA; WATANABE; RODRIGUES, 2011;
ORLANDELLI et al, 2012). A figura 3 demonstra o processo simplificado de fermentacdo submersa em

fluxograma.

Figura 3 - Fluxograma simplificado da produgdo de enzimas microbianas utilizando o processo de
fermentagéo submersa
Fonte: Adaptado de Sant’Anna Junior (2001)
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Dentre um grande numero de micro-organismos ndo patogénicos capazes de produzir
enzimas, os fungos filamentosos se destacam devido a sua facilidade de cultivo, por
secretarem suas enzimas diretamente no meio em que se encontram, ndo necessitando de
ruptura celular para sua liberacéo (GUIMARAES et al, 2006; STROPARO et al, 2012).



Moura, C.M.R. Producéo de tanase por amostras de P. chrysogenum... 18

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium sao classificados como GRAS (Generally
Recognized as Safe) devido & sua baixa toxicidade (GUIMARAES et al, 2010). Além desta
caracteristica desejavel para aplicacdo na industria alimenticia, esses fungos sdo produtores
de uma grande variedade de substancias bioativas e podem ser utilizados em bioprocessos
para producao de enzimas hidroliticas (VARGA et al, 2007; TAVARES et al, 2012).

3.5 MICRO- ORGANISMOS PRODUTORES DE TANASE

Na segunda metade do século XX presenciou expansdo de conhecimento sobre
utilizacdo de micro-organismos e 0s seus produtos metabdlicos, as enzimas, em diversas areas
da pesquisa. Dentre 0os micro-organismos com potencial para aplicac6es biotecnolégicas sdo
os fungos que despertam grande interesse, devido a grande diversidade de enzimas que
secretam no ambiente, sendo responsaveis pela deterioracdo de matéria organica de forma
geral. Esses micro-organismos desempenham um importante papel na natureza por sua
capacidade de ciclagem de nutrientes, decompondo residuos lignocelulésicos (BENNET, 1998;
BEG et al, 2001; MENEZES et al, 2014).

A variedade de micro-organismos capaz de produzir enzimas através da fermentacéo,
em condi¢des experimentais definidas, na maioria dos casos somado aos custos associado ao
meio de cultivo inviabiliza a transposi¢cdo do processo para escala industrial. O potencial uso
dos micro-organismos como fonte biotecnologica de enzimas para processos alimenticios tem
estimulado o interesse na exploracdo da atividade enzimatica extracelular. Entretanto os
fungos exercem um importante papel no processo de bioconservacdo, podendo reduzir a
guantidade de residuos e minimizar a poluicdo, bem como, formar produtos de interesse

industrial de alimentos, papel, farmacos, entre outros (CRUZ, 2012; JESUS et al, 2013).

Dentre as diversas fontes de enzimas, 0s micro-organismos compdem um dos maiores
recursos genéticos disponiveis. Muitas espécies tem sido alvo para investigacdo da
potencialidade industrial, principalmente como fontes enzimas (OYELEKE et al, 2010;
OYELEKE et al, 2012) Os micro-organismos compreende a fonte mais importante para a
obtencdo da enzima tanase, isso porque podem ser cultivados em larga escala e um curto
periodo de tempo, levando a producdo de tanase em altas quantidades, continuamente.

Bactérias, fungos e leveduras produzem esta enzima, entretanto os fungos filamentosos séo os
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mais citados como produtores dessa enzima, principalmente espécies do género Aspergillus e
Penicillium (AGUILAR et al, 2007; COSTA, 2012).

3.5.1 GENERO PENICILLIUM

Link (1809) introduziu o nome genérico Penicillium, que significa "escova", o género
Penicillium foi classificado como pertencente ao Filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina,
classe Eurotomycetes e ordem Eurotiales, pertencentes a familia Trichocomanaceae, com sua
fase teleomofica pertencente aos géneros Eupenicillium ou Talaromyces. Apresenta-se como
um grupo de fungos filamentosos, encontrados comumente na vegetacdo em decomposi¢cao no
solo, ocorrendo numa grande variedade de habitats (no solo, no ar, ambientes interiores e
varios produtos alimentares). Ele tem uma distribuicdo mundial e um grande impacto
econdbmico sobre a vida humana. Sua principal funcdo na natureza é a decomposicdo de
materiais organicos, onde as espécies causam podriddo devastadoras, como patdogenos pré e
pos-colheita nas culturas alimentares (SAMSON; FRISVAD, 2011).

Este género de fungos divide-se em quatro subgéneros: Aspergilloides, Penicillium,
Biverticillium e Furcatum, os quais diferem entre si por meio de caracteristicas como: o niumero
de verticilos (pontos de ramificacdo) entre a fidlide e o estipe; forma e tamanho das fialides;
tamanho, cor e ornamentacéo dos conidios; textura do estipe, ramos e métulas (SERRA, 2005;
DAMASCENO, 2012).

Fungos deste género sao bastante conhecidos pela capacidade de produzir uma grande
variedade de metabdlitos secundarios biologicamente ativos, como por exemplo: alcalbides,
terpendides, peptideos, e também enzimas extracelulares, bastante utilizadas nas industrias.
Como modelo em estudos basicos, pesquisas aplicadas tém demonstrado que este género
possui enorme potencial biotecnolégico. Algumas espécies podem ser utilizadas no biocontrole,
parasitismo, fontes de enzimas, utilizacdo de bioprodutos, novos farmacos em industrias
farmacéuticas bem como a utilizacdo de seus metabdlitos secundarios em diversos outros
segmentos industriais (PITT, 2002; FERRARONI; GRUMACH, 2006; SEMPERE;
SANTAMARINA, 2010).

Algumas espécies também tém impactos positivos, com a industria alimenticia

explorando algumas espécies para a producdo de queijos especiais, como o Camembert ou


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061614000074#bib62
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Roquefort (GIRAUD et al., 2010) e salsichas fermentadas (LUDEMANN et al., 2010). A sua
capacidade de degradacao resultou na espécie a ser rastreados para a producdo de novas
enzimas bastante utilizadas na industria (TERRASAN et al, 2010).

Substancias podem ser aplicadas em diversos setores da ciéncia, como 0 controle
bioldgico, fonte de farmacos, antiparasiticos, antibiéticos e imunossupressores. Como exemplo
mais difundido desses antibibticos, tem-se, a penicilina, substancia descoberta acidentalmente
em 1928 por Alexander Fleming, a qual foi isolada do Penicillium notatum, possui importancia
para a industria médica e farmacéutica, por causa de sua importante acdo no combate a
diversos agentes infecciosos (SARGO, 2010; PALLU, 2010; MONTEIRO, 2012).

Porém, algumas espécies desse género também sdo produtoras de micotoxinas. A
importancia desses compostos téxicos varia muito, sendo regida pelos fatores ecologicos e
biolégicos para cada espécie. Varias espécies produzem toxinas potentes, mas como ambas
sdo raras na hatureza, as toxinas produzidas por essas espécies ndo sdo consideradas
importantes. Com base nas caracteristicas morfoldgicas, principalmente: os arranjos dos
conidiéforos, cor e ornamentacao conidios, numero de verticilos (pontos de ramificacéo) entre a
fidlide (forma e tamanho) e o estipe (tamanho, textura e ramo). (PITT; HOCKING, 2000;
SERRA, 2005; ALECRIM, 2014).

Figura 4 - Morfologia representativa do género Peniccillium sp.
Fonte: MONTEIRO,2012
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3.5.2 Penicillium chrysogenum

A espécie € um fungo filamentoso cosmopolita, habitando uma gama de habitats em
solos, decomposi¢cdo da vegetacdo, alimentos e ambientes interiores. Sua distribuicdo parece
ser universal, em todas as regides e climas biologicamente acessiveis (Pitt, 2000). Antes
conhecido como Penicillium notatum (SAMSON et al, 1977).

O Penicillium chrysogenum é uma espécie facilmente reconhecivel, apresenta colénia de
crescimento rapido a 25°C, e em meio CYA (Czapeck Yeast Extract Agar) apresenta uma
colénia colorida por conidios azul esverdeado, producdo de exsudato amarelo e pigmento
amarelo. Microscopicamente apresenta tipicamente conidioforos terverticilados, na minoria das
vezes biverticilados, liso e delicado (PITT, 2000). A figura 5 apresenta a estrutura morfologica
do fungo filamentoso Penicillium chrysogenum.

Figura 5 - Penicillium chrysogenum, presenca de fialides, metulas e conidiéforo.

Fonte: propria autoria

O micro-organismo € a fonte de varios antibidticos beta-lactdmicos, como a penicilina.
Assim como outros metabolitos secundarios, como roquefortina C, meleagrina, crisogina,

xantocilinas, acidos secaldnicos, sorrentanona, sorbicilina, e toxina (HOOG et al., 2000).
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3.6 CAATINGA

A caatinga possui um importante patriménio biolégico, abrigando um ndamero
consideravel de espécies de animais e plantas endémicas. A heterogeneidade ambiental da
caatinga e a particularidade de seus ambientes permitem inferir que a fauna de invertebrados
desse bioma seja riquissima, com a ocorréncia de varias espécies endémicas. Entretanto, o
aspecto que mais se destaca na analise dos dados sobre os invertebrados da caatinga é o
conhecimento insuficiente que se tem das espécies deste taxon (SILVA et al, 2003;
NASCIMENTO et al, 2014).

A caatinga é formada de florestas umidas, montanhas e cerrados, onde a deciduidade
das folhas € comum neste bioma. Obtendo-se assim uma enorme biodiversidade de
organismos e micro-organismos. Os fungos filamentosos possuem um importante papel na
ciclagem dos nutrientes acumulados na superficie do solo. Particularmente os fungos conidiais,
estdo entre os principais decompositores deste ambiente, o semiarido tropical representa
aproximadamente 11% do territdrio nacional, sendo a caatinga o bioma considerado mais

representativo (GIONGO et al, 2012). A figura 6 apresenta o bioma Caatinga.

O bioma Caatinga, totalmente inserido no semiarido, € um bioma exclusivamente
brasileiro. Caracteriza-se pelo clima quente, com menos de 1.000 mm de chuva por ano,
distribuidos quase que completamente em periodos de trés a seis meses. Devido a grande
variacdo de chuva por ano, a vegetacao neste bioma esta submetida a uma deficiéncia hidrica
sazonal, que ainda pode ser agravada por periodos de secas. Este bioma apresenta uma
grande variedade de tipos de vegetacdo: Matas Umidas, Matas Estacionais, Cerrados,
Tabuleiros, Campos Rupestres e remanescentes de Mata Atlantica (SILVA, SANTA IZABEL,
GUSMAO, 2014).

Cobrindo 55% dos 1.548.672 km2 da area da regido Nordeste do Brasil, na porcao
semiarida, a caatinga envolve areas dos estados do Ceard, do Rio Grande do Norte, da
Paraiba, de Pernambuco, de Alagoas, de Sergipe, do Piaui, da Bahia e de Minas Gerais.
Atualmente, ainda quase 40% da area original séo recobertas de vegetacdo nativa (LEAL et al.,
2005; SILVA; SAMPAIO, 2008). As ameagas a conservacao da caatinga devem-se a prética de
atividades como continuos desmatamentos para estabelecer pastagens e utilizac&o de técnicas
de irrigacdo inadequadas; essas praticas intensificam a desertificacdo; o assoreamento dos

rios e aceleram ainda mais o desgaste do solo. Esse tipo de exploragdo em ambiente pouco
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conhecido e complexo podera levar o mesmo a um processo irreversivel de degradacéo
(SANTANA; SOUTO, 2006; JUNIOR et al, 2013).

Figura 6 - Caatinga de Pernambuco
Fonte: MELLO, 2012
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O solo armazena organismos Vivos e proporciona altas taxas metabdlicas que ocorrem
em seu interior, por existirem raizes e decomposicdo da matéria organica. E nesta regi&o, a da
rizosfera, onde existe maior atividade microbiana, em razdo da presenca de estudados e
secrecdes radiculares, que representam a maior parte do carbono disponivel para os micro-
organismos. Sem a influéncia das raizes e da atividade da biota que funcionam de forma
simbidtica, o solo pode ser considerado oligotroficos ou relativamente pobre em fontes de
carbono disponiveis (BARROS, 2012). Apesar das condi¢bes extremas, estudos comprovam
gue a caatinga é rica em espécies animais e vegetais, muitas das quais endémicas,
contradizendo a teoria de que esse bioma era improdutivo e pobre em diversidade (LEAL et al,
2005; MELLO et al, 2013).

A grande quantidade de matéria organica fornecida por vegetacdes da caatinga (folhas,
cascas, galhos, flores e frutos) podem ser levadas para os ambientes aquaticos através de
chuvas, ventos, escoamentos de aguas superficiais e assoreamentos. Esse material é

denominado aléctone sendo de extrema relevancia para a vida dos organismos existente nesse



Moura, C.M.R. Producéo de tanase por amostras de P. chrysogenum... 24

bioma, onde a biodiversidade dos fungos ali existentes, através da colonizacdo e
decomposicao, os transformam em importante fonte de energia e de nutrientes. (VANNOTE et
al, 1980; GOH; HYDE, 1996; WONG et al, 1998; BARLOCHER 2009; SILVA et al, 2014).

3.7 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Reduzir custos de producao tem sido uma das formas de ampliar o uso de enzimas em
diversos segmentos industriais. A otimizacdo da fermentacdo e do processo de producéo, tém
sido alvo de extensas pesquisas e, nesse sentido, a utilizacdo de residuos agroindustriais
como substratos alternativos em processos fermentativos vem sendo estudado por diversos
pesquisadores (SILVA et al, 2012).

A transformacado de residuos agroindustriais constituidos de cascas, carogos, pode ser
um processo viabilizador propulsor, devido a praticidade de uso, reducdo da perecibilidade,
além de ser uma opcao que evita danos ao ambiente. Além disso, trabalhos tem demonstrado
que os residuos de frutos sdo ricos em compostos funcionais como 0s compostos capazes de
degradar os radicais livres presentes nos organismos, podendo atuar como antioxidantes; as
cascas e as sementes de certos frutos exibem atividade antioxidante mais elevada do que a
polpa e o perfil dos fotoquimicos antioxidantes € diferenciado nestas partes do vegetal
(CAETANO et al, 2009; PEREIRA, 2013).

O residuo necessita de destino adequado, e sua disposicdo no meio ambiente, atravées
de emissdes de matéria e energia depositada na atmosfera, agua ou solo deve ocorrer nos
padrdes da legislacdo ambiental. Cada pais ou regido possui um residuo especifico devido a
sua atividade agricola ou industrial. Os residuos agroindustriais apés o processamento de
matérias-primas apresentam maior valor agregado, e pela vocagdo natural que o Brasil possui
para sua geracdo acredita-se que o potencial de ganhos para o pais seja de grandes
proporcdes (PELIZER et al.,, 2007; CASTRO, 2010; STROPARO, 2012; GONZALES et al,
2013).

3.7.1 LARANJA PERA (Citrus sinensis L. Osbeck)

A laranja esta entre as frutas mais produzidas e consumidas no mundo, sendo que sua

producao ultrapassa as 80 milhdes de toneladas/ano. A citricultura € uma das atividades
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agricolas que mais vem se desenvolvendo na regido noroeste do Estado do Parana, sendo
produzidas mais de 200 mil toneladas anuais do produto. Em meédia, 34% da producédo €
transformada em suco, mas em grandes paises produtores (Brasil e Estados Unidos), esta
percentagem chega a 96%, o que gera grande quantidade de residuos. Este material equivale
a 50% do peso da fruta e tem uma umidade aproximada de 82% (ITAVO et al, 2000; IU et al,
2006; STHEL et al, 2014).

Atualmente o uso principal dos residuos da laranja (figura 7), € como complemento para
a racdo animal, tendo boa aceitagcdo por bovinos e caprinos. Algumas limitagbes fazem com
gue estes residuos tenham uma utilizagcéo restrita, entre elas a grande quantidade de agua que
contém o que acarreta problemas de coleta, transporte e armazenamento. Devido ao elevado
custo de secagem, ha interesse das empresas em desenvolver mercados para o0 bagaco citrico
umido. Este interesse é maior, particularmente, para aquelas pequenas esmagadoras de
laranja que produzem suco natural engarrafado ou para grandes empresas que nao
pretendem, em suas fabricas futuras, despender o alto investimento necessario a secagem do
bagaco de laranja (GONCALVES et al, 2001; BENELLI, 2010; BASTOS et al, 2012; LIMA,
2014).

Vérios estudos tém proposto outros usos para os residuos da laranja, incluindo a
obtencdo de fertilizantes organicos, pectina, 0leos essenciais, compostos com atividade
antioxidante e vérias enzimas, incluindo pectinases e amilases. Apesar de todas essas
possibilidades, os residuos das industrias de suco de laranja permanecem em sua maior parte
inutilizados (FARIAS et al, 2003; ALEXANDRINO et al, 2007; GOBBI et al, 2014).

Em 2007, a produgdo de laranja foi de 18.500.478 t e no ano de 2008 a safra
ultrapassou 18.580.908 t. Dentre os estados brasileiros que mais se destacam na producéo de
citricos estdo Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sergipe, Rio Grande do Sul, Parana e
Goias. A valorizacao de residuos inicia com a caracterizacdo dos mesmos, a casca da laranja
contém 16,9% de acucares sollveis, 9,21% de celulose, 10,5% de hemicelulose e 42,5% de
pectina como 0 componente mais importante. Devido a sua composi¢ao rica em carboidratos
sollveis e insoluveis, esse subproduto apresenta grande potencial para ser utilizado em
produtos de alto valor agregado obtidos através da hidrélise quimica ou enzimatica e posterior
conversao biologica (SANTANA, 2005; GERHARDT et al, 2012; COSTA et al, 2014).
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Figura 7 - Residuo de casca de laranja

> —wp

Fonte: http://henriguetabosa.blogspot.com.br/2013/05/etanol-desenvolvido-partir-do-b
agaco-da.html

Os acUcares soluveis da casca de laranja sdo glicose, frutose e sacarose. Os
polissacarideos insollUveis da parede celular da casca de laranja sdo compostos de pectina,
celulose e hemicelulose. A pectina e as hemiceluloses sdo ricas em acido galacturénico,
arabinose, galactose e pequenas quantidades de xilose, ramnose e glicose. Apds a extracéo
do suco, os residuos sélidos da industria da laranja, representados pelas cascas, sementes e
polpas sao geralmente transformados em farelo peletizado para ragdo animal. Dentre os
despejos liquidos, a “agua amarela” formada por proteinas, 6leos essenciais, pectina,
acucares, acidos organicos e sais, € 0 que mais preocupa, pelos seus altos indices de matéria
organica, o que a torna um agente de alto potencial poluidor (DUARTE et al, 2011; TOZATTI et
al, 2013; NEGREIROS et al, 2014).

Os subprodutos da industria citricola possuem valor comercial expressivo. Destacam-se
0s Oleos essenciais da casca utilizados como insumos na industria de alimentos, bebidas,
cosmeéticos e perfumes; esséncias aromaticas obtidas na concentragcdo do suco, farelo de
polpa citrica destinado a producdo de racdo e polpa de laranja utilizada pelas industrias de
alimentos e bebidas (FRATA, 2006; AULER et al, 2009; PEREIRA et al, 2014).

Na busca de solugbes alternativas para o problema do descarte de residuos, muitas
indastrias tém optado pelo uso de microrganismos como agentes redutores de matéria
organica desses materiais ou para eliminacédo ou reducdo de compostos toxicos. Residuos de

agroindustrias como os das industrias processadoras de sucos citricos, tém sido utilizados
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como substrato para a producdo de pectinases fangicas, metano e para adsor¢cao de corantes
residuais (FIORENTIN et al, 2010; SANTOS et al, 2011; ROSA, 2013).

Esses residuos também possuem alto valor energético, e podem contribuir para reduzir
a dependéncia de energia comprada para geracao de calor, vapor ou eletricidade. Apesar da
ampla possibilidade de utilizacéo, existem poucos trabalhos na literatura referindo-se ao uso de
residuos da agroindustria da laranja para fins energéticos, quer na forma como sao gerados ou
apés a sua transformacdo. Antes de serem utilizados na geracdo de energia térmica, 0s
residuos sdlidos da laranja podem ser convertidos a carvdo vegetal e aos subprodutos da
carbonizacdo, o que ampliaria seus usos e, ao mesmo tempo, facilitaria seu transporte,
armazenamento e manuseio. (RODRIGUES, 2006; REZZADORI et al, 2009; MEDEIROS,
2014).

3.7.2 UVA ( Vitis labrusca L.)

As videiras tornaram-se a cultura mais largamente cultivada no mundo com uma
producdo anual de aproximadamente 69 milhdes de toneladas, levando a uva a ser uma das
frutas de maior consumo, tanto in natura quanto na forma de suco. Seu valor nutricional é
composta de baga (grdo) de uva é geralmente formada por 6 a 12% de casca, 29% de
semente e 85 a 92% de polpa, que constitui a principal parte da uva, formada por 65 a 85% de
agua, 12 a 25% de acucares redutor, 0,6 1,4% de &cidos organicos, 0,25 a 0,5% de
substancias minerais, 0,5 a 0,1% de compostos nitrogenados, além de diversas vitaminas
hidrossollveis e lipossolaveis (SANTANA, 2005; VEDANA, 2008; NATIVIDADE, 2010;
GRAEBIN, 2014).

Uvas contém quantidades significativas de substancias fotoquimicas que conferem
caracteristicas como cor, aroma e adstringéncia a vinhos além das propriedades benéficas a
saude humana. Sementes e cascas de uva sao boas fontes de taninos (figura 8) ricas em
compostos bioativos como &cido galico, catequina, epicatequina, carotenoides e tocoferéis. A
casca € rica em pigmentos, como antocianidinas e antocianinas pertencentes ao grupo dos
flavonoides, apresentando-se como matérias-primas adequadas a producéo de ingredientes e
suplementos alimentares antioxidantes (PINHEIRO et al, 2009; FERREIRA et al., 2012;
ASSUNPCAO, 2014).
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O residuo obtido no processo de prensagem da uva é caracterizado com elevado
potencial poluidor, cerca de 40% da uva processada é transformada em residuo. Este residuo
constitui-se de 48% de massa seca, 16,44% de proteina bruta, 51,20% de fibra de detergente
neutro, 11,24% de extrato etéreo e 3,72% de matéria mineral. O aproveitamento deste residuo
permite tornar mais viavel o cultivo de uvas, sendo considerada uma fonte de renda extra, pois
diminui o impacto ao ambiente pelo nédo descarte adequado (DEIANA et al, 2009; CHINAZZO,
2010; MOURA, 2014).

Figura 8 - Uva Isabel rica em taninos

Fonte: https://www.embrapa.br/dia-de-campo-na-tv/2006

Com o objetivo de contribuir para o avango deste setor no Brasil, buscam-se formas de
reaproveitar a biomassa residual gerada durante a producao de vinho e sucos de uvas. Alguns
estudos tém sido realizados para a determinacdo da composicdo e a qualidade destes
residuos, pois estes variam de acordo com a espécie da uva e o tipo de cultivo (CATANEO et
al, 2008; SANTOS et al, 2010; BRANDALISE, 2013; ROSSI, SANTOS, 2014).

3.7.3 CAFE (Coffea aréabica L.)

Nativo do continente africano, o café chegou ao Brasil em 1723 por meio de mudas
oriundas da Guiana Francesa. No ano seguinte, foi introduzido no Maranhdo onde se
propagou, para os Estados vizinhos, em pequenas plantacdes, tendo atingindo a Bahia em
1773. Algumas sementes de café foram transportadas do Maranhdo para o Rio de Janeiro

onde se fomentou a ampliacdo da cultura na Serra do mar. O café tem absorvido grande parte
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de méo de obra, tornando-se importante fonte de renda para a economia do pais (ALONSO-
SALCES et al, 2009; CARVALHO et al, 2008; VIEIRA, 2013; VEIGA, 2014).

A microbiota presente durante todas as etapas pré e poés-colheita do café é diversa,
composta de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Esses micro-organismos tém
influéncia direta na qualidade da bebida de café, seja pela degradacdo de compostos
presentes nos graos ou pela excrecdo de metabdlitos que difundem para o interior dos graos.
O conhecimento da microbiota do café, bem como o entendimento do seu papel no processo
de fermentacdo dos frutos, é de grande importancia, para se obter o produto final de qualidade
(CHALFOUN, CARVALHO, 2000; VILELA, 2011; CRISOSTOMO, 2014).

O café é um subproduto fibroso mucilaginoso com consideravel quantidade de cafeina e
taninos, o que o torna toxico quando disposto na natureza na forma in natura, resultando em
problemas de descarte. Tradicionalmente, a casca de café possui aplicacdes limitadas, sendo
utilizada, especialmente, como fertilizantes, racdo animal e biocomposto. No entanto, por
apresentar altos teores de matéria organica e boa quantidade de aclUcares fermentesciveis,
sugere-se que a casca de café seja uma fonte de carbono alternativa e promissora para o
cultivo de micro-organismos em diferentes bioprocessos industriais (SOCCOL, 2002; ROCHA,
2011; GUSMAO et al, 2014).

Figura 9 - Residuo de casca de café
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