X1II Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

Influéncia de Diferentes Fontes de Carbono e Nitrogénio na Producao de
Tanase por Fungo Isolado de Cacau no Sul da Bahia

Priscilla Macedo Lima Andrade'?, Julyana Stoffel Britto %>, Camila Oliveira Bezerra®,
Ana Paula T. Uetanabaro’ e Andrea Miura da Costa

"Instituto Federal da Bahia- Campus Porto Seguro - E-mail: piu_priscilla@yahoo.com.br
? Universidade Estadual de Santa Cruz — Depto. de Ciéncias Bioldgicas, Laboratério de Microbiologia da
Agroindustria, Ilhéus — BA - E-mail: amcosta@uesc.br

RESUMO

A produgdo de tanase por fungo filamentoso isolado de cacau e a influéncia de diferentes
fontes de carbono e nitrogénio foram avaliadas nesse estudo. A melhor produgdo de tanase foi
verificada com 48 horas de cultivo. Dentre as fontes de carbono testadas, dcido gdlico e dcido tdnico
promoveram as mais altas atividades tandsicas (p<0,05), enquanto que a utilizacdo de metil galato e
glicose como indutores resultaram em menor producdo enzimdtica. Ndao houve diferenca (P>0,05) na
atividade enzimdtica entre as fontes de nitrogénio analisadas. O fungo em estudo apresentou
potencial biotecnolégico, sendo capaz de produzir em tempos iniciais de fermentagdo, grandes
quantidades de tanase utilizando apenas o dcido tdnico ou dcido gdlico como substrato.
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INTRODUCAO

Dentre as enzimas de importancia industrial € com potencial de produgdo no Brasil,
encontram-se a tanino acil hidrolase, conhecida como tanase. A tanase (EC 3.1.1.20) catalisa
a hidrolise de ligacOes ésteres e depsidicas em taninos hidrolisdveis liberando glicose e acido
gélico (BEENA et al., 2011).

Tanase € utilizada em diversas aplicagdes industriais, incluindo fabricacdo de chd
instantaneo, clarificagdo industrial de bebidas e na produgdo de acido gdlico. Uma das
principais aplicagdes comerciais de tanase € a hidrolise de acido tanico ao acido galico, um
precursor intermedidrio necessario para a sintese do antibiético trimetoprim, e usado para
producdo de propil galato, utilizado principalmente como um antioxidante em gorduras, 6leos
e bebidas (SHARMA et al., 2015).

A regidao do sul da Bahia ainda € pouco explorada em relagdo aos estudos da
microbiota existente, especialmente sobre fungos com potencial para producdo de enzimas de
interesse biotecnoldgico e industrial.

Nesse sentido, o presente estudo investigou um fungo isolado de cacau da regido sul
da Bahia quanto a producdo de tanase e a influéncia de fontes de carbono e nitrogénio na
atividade da enzima.
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MATERIAL E METODOS

O fungo filamentoso utilizado nesse estudo foi isolado de cacau do sul da Bahia e
pertence a Colecdo de Culturas de Microrganismos do Laboratério de Microbiologia da
Agroindustria. O cultivo foi realizado inoculando-se 6 plugs de micélio do fungo em 25 mL
de meio minimo de sais Czapeck com adi¢c@o de 1% de 4cido tanico, e posterior incubacao a
30°C por 120 horas, sob agitacdo a 150 rpm. Para a definicdo do melhor tempo de
fermentagdo, a atividade de tanase foi avaliada por espectrofotometria a cada 24 horas, de
acordo com a metodologia de Sharma et al. (2000).

Ao meio de fermentagdo foram adicionadas diferentes fontes de carbono a 1% (acido
tanico, acido galico, metil galato e glicose) para verificar a influéncia dessas na sintese da
enzima. Para avaliar o efeito de diferentes fontes de nitrogénio na produc¢do de tanase pelo
fungo, apds a selecao da fonte de carbono, novas fermentacdes foram feitas acrescentando-se
separadamente ureia, fosfato de amonio, sulfato de amonio e nitrato de sdédio, nas
concentracoes de 1 %.

Para as andlises de fonte de carbono e nitrogénio, o experimento foi conduzido
seguindo um delineamento inteiramente casualizado, com 3 repeti¢des. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos fatores comparadas utilizando-se o
teste F e de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A maior atividade enzimatica (9,97 U.mL'l) foi obtida durante 48 horas de cultivo
(Figura 1). Tal resultado indica que o isolado de cacau apresenta um bom potencial para
producdo da enzima, uma vez que, obteve maior atividade de tanase em periodos inicias de
fermentagao, em condi¢des nao otimizadas.

11

210
£
= 9
=
c38
2 _
£ 7
E
26
=
gS
S
s 4
< 3
2

0 24 48 72 96 120 144
Tempo (horas)

Figura 1: Atividade de tanase por fungo isolado de cacau em meio Czapeck com 1% de acido
a 30°C, 150 rpm por até 120 horas.
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Como a maior producdo da enzima foi obtida em 48 horas de cultivo, determinou-se
esse tempo para avaliar a influéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na atividade
de tanase pelo fungo. Nao houve diferenca estatistica (P>0,05) na atividade enzimatica
quando utilizados 4cido tanico e 4cido gélico como fontes de carbono. As mesmas
promoveram as maiores produgdo de tanase (P<0,05), com valores de 9,43 UmL' e 10,40
U.mL’, respectivamente, quando comparadas a metil galato e glicose (Figura 2).
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Figura 2: Efeito de diferentes fontes de carbono na produgdo de tanase durante 48 hs de

fermentacdo.
** médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem (P>0,01) entre si pelo teste de Tukey.

Resultados semelhantes foram reportados por Costa et al. (2008) em estudos
realizados com Aspergillus tamarii em fermentacdo submersa, onde obtiveram atividades
tandsicas de 13,1 U.mL", quando o organismo foi crescido em 4cido gilico e de 9,3 U.mL"
com a utilizacdo de dcido tanico, sendo que entre as fontes de carbono testadas as mais
elevadas atividades de tanase foram observados com acido galico, metil galato e 4cido tanico.

Adicionalmente, o fato do fungo avaliado nesse estudo apresentar uma elevada
atividade de tanase quando cultivado apenas com 4cido gilico sugere que a produgdo da
enzima pode continuar mesmo com um aumento na concentragdo do produto no meio. De
Melo et al. (2014) analisando a produgdo de tanase em fermentacdo submsersa, também
verificaram que Aspergillus sp. GM4 produziu tanase usando dcido gilico como unica fonte
de carbono no meio. Nesse mesmo estudo foi observado que dcido tanico 2%, metil galato 1%
e dcido gdlico 1% promoveram as maiores atividade da enzima, respectivamente.

Corroborando com os resultados apresentados no presente trabalho, Gongalvez et al.
(2012) também observaram niveis basais de producdo de tanase por Aspergillus ochraceus,
quando o fungo foi cultivado apenas na presenca de glicose.

A partir desses resultados, o dcido tanico foi utilizado como fonte de carbono para
testar o efeito da suplementacio de fontes de nitrogé€nio na atividade da enzima. Nao houve
diferenca (P>0,05) na atividade enzimaética entre as fontes de nitrogénio estudadas (Tabela 1).
Em contradi¢do, diversos trabalhos relatam que o tipo de fonte de nitrogénio influencia de
forma significativa na producao de tanase (ABOUBAKR et al. 2013; SHARMA et al., 2015).
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Tabela 1: Comparacao entre diferentes fontes de nitrogé€nio na atividade de tanase.

Fonte de Nitrogénio Atividade Enzimatica (U.mL™")*
Sulfato de Amonio 10.06 +2.18*
Fosfato de Amonio 9.99 +£0.15°
Nitrato de Sédio 9.32 +1.26%
Ureia 7.01 £1.98*

*média + desvio padrao
a® médias seguidas por uma mesma letra, na coluna, ndo diferem (P>0,01) entre si pelo teste F.

CONCLUSOES

O fungo utilizado para o estudo foi capaz de produzir grandes quantidades de tanase
apenas com o 4cido tanico ou 4cido gélico como substrato em tempos iniciais de cultivo e as
fontes de nitrogénio na concentracdo testada parecem nao influenciar na produgdo de tanase.
Entretanto, estudos mais aprofundados sdo de grande importancia, devido a potencialidade da
estirpe e da utilizacdo dessa enzima em diferentes setores industriais.
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