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Isolamento e selecao de microrganismos de fontes naturais
da regiao de Sao Roque, SP, para producao da enzima tanase

43

Isolation and selection of microrganisms from natural sources around Sao

Roque region, Sao Paulo State, Brazil, to produce the tannase enzyme

Resumo. Tanino acil hidrolase conhecida como tanase (E.C:
3.1.1.20) é uma enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes laterais
de taninos hidrolisdveis produzindo glicose e acido galico. A tana-
se é uma enzima extracelular, induzivel, produzida por fungos,
bactérias e leveduras através da fermentacdo sélida, liquida ou
submersa. O meio de producdo é simples, utiliza residuos vege-
tais ou subprodutos como farelo de trigo, arroz ou aveia, acresci-
dos de acido tanico. O Brasil ocupa uma posigdo privilegiada tan-
to em termos de biodiversidade quanto em sua capacidade de
gerar recursos renovaveis em grande escala. O uso e producdo
de enzimas em diferentes areas mostram perspectivas futuras
promissoras devido as varias caracteristicas inerentes a agao das
enzimas que sdo compostos naturais, biodegradaveis, capazes de
desempenhar reacgbes especificas sem produzirem produtos se-
cundarios. A tanase tem vasta aplicagdo na industria de alimen-
tos, sucos, cervejaria e industria farmacéutica. O objetivo deste
trabalho foi isolar e selecionar microrganismos de fontes naturais
da regido de Sao Roque/SP para producao da enzima tanase a-
través de fermentacdo sdélida. A primeira etapa da selecdo foi
realizada utilizando como substrato farelo de trigo suplementado
com 5% (p/v) de acido tanico. Dentre as 30 linhagens testadas,
27% das linhagens flangicas produziram a enzima tanase. As li-
nhagens com maior potencial produtor de tanase foram as de
numero LAB6VW, LAB7VW e LAB29VW com valores de atividade
de 0,0012, 0,0231 e 0,0173 U respectivamente.
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Abstract. Tannin acyl hydrolase (E.C: 3.1.1.20) or
tannase is an enzyme which hydrolyses ester and
depside bonds of hydrolysable tannins releasing
gallic acid and glucose. Tannase is an extracellular,
inducible enzyme, produced by fungi, bacteria and
yeast. The tannase is produced by solid-state,
liquid surface and submerged fermentation. The
production is simple, using vegetable residues or
by-products as wheat bran, rice or oats, to which
tannic acid, is added. Brazil occupies a privileged
position in terms of biodiversity and in its capacity
to generate renewable resources on a large scale.
The use and production of enzymes in different
areas show promising prospects due to several
characteristics inherent to the action of enzymes
which are natural compounds, biodegradable, able

to perform specific reactions without producing
secondary products. Tannase enzyme has several
applications on food, juices and pharmaceutical
industries. The aim of this study was to isolate and
select microorganisms from natural sources in the
region of Sao Roque / SP for tannase production
by solid fermentation. The first stage of the
selection was carried in solid-state fermentation
using as substrate wheat bran supplemented with
5% of tannic acid. Among the 30 tested lineages,
27% of the fungi produced the enzyme. The
lineages that showed the best activities were:
LAB6VW, LAB7VW e LAB29VW with 0,0012, 0,0231
e 0,0173 U activities values.
Keywords: tannase,
microorganisms.
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1 Introducao

Os microrganismos tém sido utilizados pelo homem em diferentes processos e de dife-
rentes maneiras. Muitas substdncias de consideravel valor econémico sdo produtos do meta-
bolismo microbiano, desde a producao industrial de materiais importantes incluindo, as en-
zimas, quimicos finos (farmacéuticos) e aqueles produzidos em grandes quantidades que se-
rao utilizadas como matéria-prima. Os microrganismos hoje representam uma fonte alternati-
va para varios processos industriais. Em diversas areas, suas funcdes sdo extremamente im-
portantes e requisitadas. Na area da enzimologia, infinitos metabdlitos, incluindo importantes
enzimas, sdo obtidas através de processos biotecnolédgicos utilizando esses microrganismos,
quer sejam, fungos, bactérias ou leveduras (BATTESTIN, 2007).

O isolamento de microrganismos da natureza é o primeiro passo para o Screening em
busca de produtos de metabolismo, enzimas, ou espécies de microrganismos a serem estuda-
dos. Nao existe, entretanto, um método simples e universal que revele o ndmero total e a di-
versidade de microrganismos presentes em uma amostra. E possivel isolar os microrganismos
usando técnicas de enriquecimento, meios de cultura variados e condi¢des de cultivo distinto
(EGUCHI et al., 1997).

Tanino acil hidrolase conhecida como tanase (E.C: 3.1.1.20) é uma enzima que hidrolisa
ésteres e ligacdes laterais de taninos hidrolisaveis (BANERJEE et al., 2001). O acido tanico é
um tipico tanino hidrolisavel, que pode ser hidrolisado por tanase em glicose e acido galico
(HELBIG, 2000) (Figura 1). A tanase pode ser obtida a partir de fontes vegetal, animal e mi-
crobiana (BANERJEE et al., 2000). O meio microbiolégico é a fonte mais importante de obten-
¢ao da tanase, uma vez que as enzimas produzidas desta forma sdo mais estaveis do que aque-
las obtidas por outros meios. Além disso, microrganismos podem produzir TAH em altas
quantidades e de maneira continua, com conseqiiente aumento de rendimento (BANERJEE et
al., 2000).

COOH
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EC3.1.1.20 0
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Figura 1. Hidrélise do 4cido tanico segundo Aguilar et al
(1999).
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A tanase é uma enzima extracelular, induzivel, produzida na presenca de acido tanico
por fungos, bactérias e leveduras (BATTESTIN et al,, 2008). A primeira etapa para o desenvol-
vimento do processo de producao de enzimas microbianas é a selecao da linhagem. Enzimas
extracelulares sao preferidas, pois sdao mais facilmente extraidas e dispensam métodos de ex-
tracdo mais dispendiosos (COURI, 1998; AGUILAR, 1999). Existem estudos de producdo da ta-
nase por fermentacdo sélida, liquida e submersa (LEKHA & LONSANE, 1994).

2 Materiais e Métodos
2.1 Microrganismos

Todas as linhagens fingicas foram isoladas de diferentes fontes naturais como solo, ma-
deiras, cascas e folhas de arvores. Foram isoladas e testadas 30 linhagens flngicas, pertencen-
tes ao laboratério de Bioquimica do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia de
Sao Paulo - Campus Sao Roque. As linhagens fungicas foram conservadas em tubos de ensaio
com meio de Agar de batata dextrosado (PDA), inclinados a 4°C.

2.2. Preparacao do In6culo

As linhagens fungicas foram repicadas em meio inclinado PDA (Potato Dextrose Agar)
com suplemento de 0,2% (p/v) de acido tanico (C76H420s56) e incubadas em estufa (Solab) a
320°C por 72 horas.

2.3. Meio de Fermentacao

Em frascos Erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 10g de farelo de trigo e 10 mL
de solucao de sais na concentrac¢do (g/L): NH4Cl 0,1; (NH4)2SO4 0,1; CaCl2.2H20 0,01; K2SO4
0,01, MnS04.H20 0,002; FeS04.7H20 0,002. O indutor acido tanico foi adicionado ao meio de
fermentacdo na concentracdo final de 5%. O meio de cultivo foi esterilizado a 120°C por 20
minutos, com umidade relativa 60% (BU) e pH 5,8. Apds a esterilizacdo os frascos foram ino-
culados com 2,5 mL de solucdo de esporos e incubados a 32°C em estufa, por 7 dias. Apés fer-
mentacdo, foram adicionados 70 mL de solu¢do tampao acetato pH 5,0 - 20mM e agitados a
150 rpm por 1 hora e 30 minutos. A solucao foi filtrada em algodao e o filtrado centrifugado a
10000 rpm por 15 minutos. No sobrenadante foi medida a atividade enzimatica de tanase
(LEKHA & LONSANE, 1994).

2.4. Medida da Atividade Enzimatica da Tanase

A solucdo de substrato foi preparada pela adi¢cdo de 0,12 % (p/v) de acido tanico em
tampdo Acetato pH 5,5 - 0,2 M. A reacao foi realizada adicionando 0,3 mL da solu¢do de subs-
trato com 0,5 mL de extrato enzimatico bruto e incubado a 60°C por 10 minutos. Apés a incu-
bacao, a reacgao foi paralisada pela adi¢do de 3 mL de solugao de BSA preparada na concentra-
¢do de 1 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA) e 0,17 M de cloreto de s6dio em tampao
acetato pH 5,0, 0,2 M. Em seguida a solucao foi centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos. O
precipitado foi ressuspenso em 3 mL de solugao SDS-trietanolamina acrescido de 1 mL de so-
lucdo de FeCl3 A absorbancia foi medida apés 15 minutos em 530 nm (MONDAL et al,, 2001).
A curva padrao foi elaborada utilizando quantidades de acido tanico comercial variando entre
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0,01% e 0,15%. A atividade enzimatica foi calculada pela diferenca da leitura de absorbancia
medida a 530 nm entre amostra e tubo controle. Uma unidade de atividade de tanase foi defi-
nida como a quantidade de acido tanico hidrolisado por mL de enzima empregada por minuto
de reagdo: Absg,, = Abs Abs

controle teste *

2.5. Efeito de diferentes concentracoes do indutor sobre a sintese de tanase

Ao meio de fermentagdo soélida utilizando farelo de trigo foram adicionadas diferentes
concentracgdes de acido tanico para verificar a influéncia desse indutor na sintese da enzima.
Concentracgdes de 2%, 5% e 8% foram adicionadas ao meio de fermentacdao nas condi¢des do
teste.

3 Resultados e discussao
3.1 Selecao de linhagens fangicas

A selecdo de linhagens flingicas produtoras de tanase foi realizada em meio de fermen-
tacdo sélida utilizando como substrato farelo de trigo suplementado com 5% de acido tanico.
A Figura 2 mostra os dados da producao da enzima com os microrganismos isolados.

27% sintetizaram
] aenzima

30 linhagens testadas

Figura 2. Perfil de produc¢ao da enzima pelos microrganismos
testados.

Dentre as 30 linhagens testadas, 27% das linhagens fingicas produziram a enzima ta-
nase, 56% dos fungos nao sintetizaram a enzima e 17% dos fungos foram inibidos na etapa de
pré-inoculagdo, quando se utilizou o meio PDA com 0,2% (p/v) de acido tanico, comprovando
o efeito de inibicdo que os taninos podem exercer sobre o crescimento de microrganismos.
Em relacdo as propriedades antimicrobianas dos taninos, muitos fungos, bactérias e leveduras
sdo resistentes aos taninos e podem crescer e se desenvolver na presenca destes, como: As-
pergillus, Penicillium, Fusarium, Bacillus cereus, Corynebacterium sp, Candida sp e Pichia sp
(BHAT et al, 1998). Os resultados da selecao indicaram que 27% das linhagens testadas sdo
capazes de sintetizar Tanino acil hidrolase nas condi¢des do teste de atividade da tanase.
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Com o objetivo de selecionar os melhores fungos produtores da tanase, optou-se pela
escolha das linhagens com atividade superior ou igual a 0,01 U (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens pré-selecionadas como produtoras de tanase em farelo de trigo com 5% (p/v) de acido
tanico apos sete dias de fermentacao.

Linhagem U (pmol/mim.ml enzima)
LABEVB 0,0012
LAB7VB 0,0231
LAB29VB 0,0173

As linhagens com maior potencial produtor de tanase foram as de nimero LAB6VW,
LAB7VW e LAB29VW com valores de atividade de 0,0012, 0,0231 e 0,0173 U respectivamen-
te. Todas as linhagens foram testadas em meio de fermentagdao com farelo de trigo acrescen-
tando diferentes concentrag¢des de acido tanico. A Figura 3 mostra os dados obtidos.

0,03 4
0,025 - M 2% acido tanico
5% de acido tanico

0,02 4 Fis o
M 8% de acido tanico
0,015 A
0,01
0,005 -
O -
[ 74 29

Linhagens fungicas testadas

Atividade e nzimdticade tanase (U)

Figura 3. Influéncia do acido tanico na producio da enzima ta-
nase.

O farelo de trigo tem sido até hoje o substrato mais estudado para producao de tanase
por fermentagdo so6lida. Todas as linhagens testadas neste residuo foram capazes de produzir
a enzima conforme mostra Figura 3. As linhas LAB6VW, LAB7VW E LAB29VW apresentaram
valores de atividade de 0,0272, 0,0273 e 0,028 U quando se adicionou 8% de acido tanico ao
meio de fermentagdo, resultando em aumentos de 2,2; 1,4 e 1,3 vezes se comparados a ativi-
dade enzimatica com 2% de acido tanico.

A producdo da enzima mostrou estar diretamente relacionada com a concentragao de
acido tanico que é adicionada ao meio de fermentacgao, esta fonte de carbono favorece a pro-
ducdo rapida de tanase que, por sua vez, cliva os taninos fornecendo suprimento continuo de
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fonte de carbono. Em estudo realizado por MONDAL et al, (2001) quando se utilizou Bacillus
cereus KBR9 para a producao da tanase adicionando 10 g/L de acido tanico ao meio de fer-
mentagdo submersa, obteve-se valores para a atividade enzimatica de 0,22 U/mL. De acordo
com Lekha & Lonsane (1997), Bajpai & Patil (1997) e Pinto (2003), o acido tanico desempe-
nha o papel de fonte de carbono para o microrganismo, bem como de indutor da sintese. Des-
sa maneira, a presenca de acido tanico é imprescindivel para a sintese de tanase. Em trabalho
realizado por Pinto (2003) em experimento preliminar onde nao se adicionou acido tanico ao
meio de fermentacdo, nao foi observada atividade de tanase em nenhum tempo de fermenta-
cao.

Os resultados atuais indicam que a concentragao de acido tanico é importante na indu-
¢do da tanase pelos fungos estudados. Demonstrou-se que a concentracdo de acido tanico no
meio de cultura é fator chave na producao da tanase, sendo objeto de mais estudos em anda-
mento.
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