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RESUMO

Tanino acil hidrolase (TAH) conhecida como tanase (E.C:3.1.1.20) é uma enzima que
hidrolisa ésteres e ligagOes laterais de taninos hidrolisaveis. O acido tanico € um tipico
tanino hidrolisavel, que pode ser hidrolisado por tanase em glicose e acido galico. A
tanase pode ser obtida a partir de fontes vegetais, animais e microbianas, sendo o0 meio
microbioldgico a fonte mais importante de obtencdo desta enzima. O cha verde
apresenta varias substancias, dentre elas, as catequinas que sdo uma importante fonte
de antioxidante, que ajudam na manutencdo do organismo.A atividade e a purificacdo
de tanase produzida por Aspergillus melleus URM 5827 foi avaliada por fermentagdo em
estado sdlido utilizando como substrato sementes de achachairt (Garcinia humilis (Vahl)
C. D. Adam). Foram utilizadas 42 culturas de fungos do género Aspergillus para selecéo
qualitativa das culturas com potencial para producdo da tanase. Com a cultura
selecionada foi realizada uma fermentacdo em estado sélido utilizando sementes de
achachairi como substrato. Um planejamento fatorial (2% foi utilizado para analisar a
influéncia das variaveis de producgdo: quantidade de substrato, umidade inicial e
quantidade de &cido tanico sobre a atividade da tanase. A purificacdo foi avaliada por
cromatografia de troca ibnica em DEAE- Sephadex. A maxima atividade foi produzida
por Aspergillus melleus URM 5827 com 452,55 unidades por grama de substrato na
base seca (U/gss) utilizando 5,0 g de substrato, com umidade inicial de 60% e 2,0% de
acido tanico em 48 horas de fermentacdo. A enzima purificada apresentou peso
molecular de 69,52 kDa em Superdex G-75, enquanto que em eletroforese SDS-PAGE
apresentou 66,5 kDa. Quanto a caracterizacdo, apresentou pH e temperatura 6tima de
5,5 e 40°C respectivamente, obtendo termoestabilidade a 30°C. A atividade enzimatica
na presenca de ions, surfactantes e inibidores de protease, foi inibida na presenca dos
fons ZnCl,, ZnSO, e dos surfactantes triton X-100, SDS, reduzida com os ions CaCl,,
KCI, NaCl, MgS0Q,, CuSQ,, dos surfactantes Tween 20, Tween 80 e dos inibidores de
protease EDTA e B-mercaptoetanol. A tanase aumentou a atividade antioxidante do cha
verde significativamente. Os resultados obtidos no presente estudo, mostram o potencial
promissor da tanase produzida por Aspergillus melleus URM 5827 e na sua utilizagdo no

aumento do potencial antioxidante do cha verde.

Palavras-chave: Tanase, Garcinia humilis, Aspergillus melleus, Fermentacdo em Estado

Sdlido, Purificacdo, Cha verde



ABSTRACT

Tannin acylhydrolase (TAH) known as tannase (E.C:3.1.1.20) is an enzyme which
hydrolizes esters and lateral bonds of hydrolizable tannins. The tannic acid is a typical
hydrolizable tannin, which can be hydrolized by tannase along with glucose and gallic
acid. Tannase can be obtained from vegetables, animal and microbial sources. From
those, the last is the most important source to obtain the enzyme. Green tea has several
substances, among which catechins are a major source of antioxidant, which help in
maintaining the organism.The activity and purification of tannase produced by
Aspergillus melleus URM 5827 was evaluated by semi solid fermentation using seeds of
mangosteen (Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam) as substract. Forty two cultures
fungical cultures of Aspergillus were used for qualitative selection purposes in order to
verify potential for tannase production. After selecting cultures, it was performed a semi
solid fermentation using seeds of mangosteen as substrate. A factorial planning (23) was
used to verify the influence of production variables such as: quantity of substrate; initial
moisture and amount of tannic acid over tannase activity. The purification was evaluated
by ionic change chromatography at DEAE-Sephadex. Maximum activity was produced
by Aspergillus melleus URM 5827 with 452.55 units per gram of dry-based substract
(U/gss) using 5.0 grams of substrate, with initial moisture of 60% and 2% of tannic acid
through 48 hours fermentation. The purified enzyme has a molecular weight of 69.52
kDa on Superdex G-75, while on SDS-PAGE electrophoresis showed 66.5 kDa. As for
the characterization, the optimum pH and temperature was 5.5 and 40°C, respectively,
achieving thermostability at 30°C. Coughing increases the antioxidant activity of green
tea significantly. The results obtained in this study show the promising potential of
tannase produced by Aspergillus melleus URM 5827 and its use in improving the

antioxidant potential of green tea.

Key words: Tannase, Garcinia humilis, Aspergillus melleus, Solid state fermentation,

Purification, Green tea
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1. INTRODUCAO

Taninos sdo compostos polifendlicos, possuem diferentes pesos moleculares,
e ocorrem naturalmente no reino vegetal. Os taninos estéo presentes em diversas
partes da planta. Com base na estrutura os taninos podem ser classificados como
condensados e hidrolisaveis (ZAKIPOUR-MOLKABADI et al., 2013).

Tanino acil hidrolase (TAH) conhecida como tanase (E.C:3.1.1.20) é uma
enzima que catalisa a hidrolise de ésteres e ligacbes laterais de taninos
hidrolisaveis, liberando assim glicose e acido gélico como produtos (ZHANG et al.,
2016). A tanase pode ser amplamente utilizada nas industrias alimenticias no
preparo de chas instantaneos, vinhos, refrigerantes que tenham café como
ingrediente, clarificagdo de cerveja e sucos de fruta e detanificagdo de alimentos,
industrias de cosmético e farmacéutica (SENA et al., 2014).

Além de ser produzida por plantas, a tanase pode ser produzida por animais e
micro-organismos, como fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Dependendo
da fonte produtora a tanase pode apresentar massas moleculares variando entre
cerca de 50 a 320 kDa (REN et al., 2013).

A fermentacdo em estado soélido (FES) e a fermentac&do submersa (FSm), tem
sido amplamente estudadas para produc@o de tanase. Entretanto, existem varios
dados que mostram as vantagens da FES sobre a FSm, dentre eles estdo a
natureza extracelular da enzima, maior rendimento na producdo, entre outros
(BENIWAL et al., 2015).

A FES é um bioprocesso no qual os micro-organismos crescem em substratos
sélidos na auséncia ou quase auséncia de agua livre. Neste processo, a obtengéo
da enzima pode ter o custo reduzido pelo uso de residuos vegetais ricos em taninos,
como substratos alternativos, sendo vantajoso para as industrias onde esses
materiais sdo produzidos em abundéancia (SOUZA et al., 2015).

As plantas que pertencem a familia Clusiaceae (ou Guttiferae) séo
distribuidas principalmente nas regides tropicais, o género Garcinia (ex-Rheedia) é
considerado como 0 mais numeroso, possuindo cerca de 450 espécies (KUMAR et
al.,, 2013). O género Garcinia contém uma grande variedade de compostos 0s
quais possuem uma vasta gama de propriedades biolégicas e farmacéuticas, por
exemplo, antibacterianos, antioxidantes, antifangicos, etc (MOLIN et al., 2012). O

achachairu (Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam) pode ser conhecido pelos nomes de
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achachairi, chachairu, tatairu, bacupari boliviano, shashairl, ibaguazu,
cachicheruqui e tapacuarai (SOPRANO et al.,2010).

H& um interesse de alguns paises na importagdo desta fruta, e por esta razao,
vem aumentando a produgdo e o aproveitamento pelas industrias alimenticias e de
bebidas (“IBCE — Instituto Brasileiro de Comércio Exterior”, 2010).

O emprego de micro-organismos para utilizacdo de residuos agroindustrias
para a producdo de biomoléculas pode diminuir o custo de produgdo desses
compostos e ajuda a combater a poluicdo ambiental proveniente do descarte
inadequado desses ricos substratos (PANESAR et al.,2015).

Segundo Zhang e colaboradores (2016) O chéa verde € uma das bebidas mais
amplamente consumida em alguns paises como China e india. O cha verde é
proveniente das folhas da Camellia sinensis (L) O. Kuntze, que dependendo do
tratamento empregado, pode dar origem a quarto variedades de chas:branco, verde,
preto e oolong (BATISTA et al., 2009). Sharpe et al., (2016) relatam vérios estudos
gue apontam os beneficios do consumo do ché verde.

Sendo uma excelente fonte de varios sais minerais, vitaminas, compostos
polifendlicos e antioxidantes, tais como as catequinas (MILANI; MORGANO;
CADORE, 2016).

Em virtude dos beneficios medicinais que o consumo prolongado do chéa
verde pode proporcionar ao mercado consumidor, a demanda por este produto
encontra-se em crescimento ao longo dos ultimos anos. Desta forma, frente a este
cenério, o presente estudo dispbe-se a promover um melhoramento da atividade
antioxidante de forma a agregar valor biotecnoldgico ao cha verde a partir do uso de

tanase produzida por Aspergillus melleus URM 5827.
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2. REVISAO DE BIBLIOGRAFICA

2.1.TANINOS

A denominacéo "tanino" foi utilizada pela primeira vez por Seguin em 1796,
para descrever o material presente na casca de carvalho. A infusédo preparada com
as cascas era utilizada para curtimento do couro (LAGHI et al., 2010). Taninos s&o
polifenéis que ocorrem amplamente no reino vegetal, representam o quarto
componente mais abundante das plantas depois da celulose, hemicelulose e lignina
(SIVASHANMUGAM; JAYARAMAN, 2011). Sdo metabdlitos secundarios, que estao
distribuidos nas diversas partes da planta (raiz, caule, folhas, frutos e sementes).
Sua principal funcdo para os vegetais, consiste em protegé-los contra ataques de
animais herbivoros, insetos e fitopatbgenos. Nos animais esse mecanismo de
defesa atua, de modo que, tal substancia atribui uma palatabilidade amarga e
desagradéavel. Os taninos agem também como mecanismo de defesa contra fungos,
bactérias e virus (JANA et al., 2014).

Os taninos s&o um grupo heterogéneo de compostos polifendlicos, com peso
molecular entre 500 e 20.000 Daltons. Essas biomoléculas possuem a capacidade
de ligar e de precipitar proteinas, polissacarideos e alcaloides (FALCAO; ARAUJO,
2011). Essa capacidade de ligar-se a proteinas gera a adstringéncia de muitos frutos
e produtos vegetais, devido a precipitagdo das glicoproteinas salivares. (MA et al.,
2014a). Estruturalmente, os taninos podem ser divididos em dois grupos:
condensados e hidrolisaveis. (CRESTINI; LANGE, 2015).

Segundo Klongsiriwet e colaboradores (2015), taninos condensados (TC) séao
oligbmeros ou polimeros de flavan-3-ol (catequina) (Figura 1). Podem ser divididos
em dois subgrupos principais de TC sé&o procianidinas, que apresentam dois grupos

OH , e prodelfinidina, que tém trés grupos OH no Radical.
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Figura 1. Estrutura geral dos taninos condensados (R = H ou OH): a) monémero de

flavan-3-ol, catequina (R = H).

OH
Fonte: FALCAO; ARAUJO, (2011).

Taninos hidrolisaveis (TH) sdo compostos formados por ésteres de acido
galico ou acido elagico (Figura 2) ligado a uma unidade central de carboidrato
(OLIVAS-AGUIRRE et al., 2015). Segundo Sayago-Ayerdi et al. (2013), os TH

podem ser divididos em galotaninos e elagitaninos.

Figura 2. Estrutura geral do &cido galico (a) e do &cido elagico (b).

0. _0OH

Fonte: Modificado de OLIVAS-AGUIRRE et al., (2015).

Os galotaninos (GT) sdo considerados as formas mais simples de taninos
hidrolisados. Os GT sao ésteres de acido galico e acido di-galico ligados entre si por
ligacdes éster entre a carboxila (-COOH) de um e o -OH do outro,e por sua vez
ligado a hexoses (Figura 3) (OLIVAS-AGUIRRE et al., 2015).
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Figura 3. Estrutura geral do galotaninos: a) estrutura do &cido gélico; b) estrutura do

acido di-gélico.

OH

O

x

HO OH

Fonte: Modificado de FALCAO; ARAUJO, (2011).

Os elagitaninos (ET) sao formados a partir do acido hexahidroxidifénico que
quando hidrolisado desidrata-se para formar o &cido elagico (Figura 4) (OLIVAS-
AGUIRRE et al., 2015).

Figura 4. Estrutura quimica do elagitanino (casuarictina):(a) estrutura do acido

hexahidroxidifénico; (b) estrutura do acido elagico

OH

Fonte: FALCAO; ARAUJO, (2011).
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Segundo Sekowski et al. (2014), os taninos apresentam uma variedade de
efeitos biol6gicos, tais como, anti-tumorais, antimutagénicos, antimicrobianos,
antivirais, antiplagquetarios, hipoglicémicos, anti-inflamatorios, entre outros, tal fato
justifica a realizacdo de novas pesquisas para o0 conhecimento sobre seu

mecanismo de acgao e efeitos.

2.2.TANASE

Os micro-organismos, juntamente com suas enzimas exercem um importante
papel no melhoramento de vérios processos industriais. Dentre as principais
utilizacbes das enzimas bioproduzidas, podemos afirmar que elas sdo eficientes
catalisadores de reagdes, proporcionando vantagens sobre catalisadores quimicos.
O custo aproximado da utilizacdo das enzimas no mercado industrial é de US $ 1,6
bilhdes, entretanto, ainda existem obstaculos para utilizag&o integral destas enzimas
e o principal deles € o alto custo de producao (JANA et al., 2013; CHOI; HAN; KIM,
2015).

Tanino acil hidrolase (EC 3.1.1.20), frequentemente denominado de tanase, é
uma enzima produzida principalmente por micro-organismos intra ou
extracelularmente. Trata-se de uma enzima induzivel, que é produzida na presenca
de uma fonte de tanino, tal como o &cido tanico. A tanase catalisa a hidrélise de
ligagOes éster de taninos hidrolisaveis (Figura 5) tendo glicose e acido gélico como

produtos finais da reagéo (XIAO et al., 2015).

Figura 5. Esquema da hidrolise do &cido tanico
CH,OR, OOH

CH,OH R,: galoil
o) o
OR E.C.:3.1.1.20 0 R,: digaloil
’ T + 1 OH
OR, L /
OR
‘ OR, OH . ‘OH OH Ly OF
Acido tanico Acido galico Clicese

Fonte: Modificado de AGUILAR et al., (2001).

Esta enzima foi acidentalmente descoberta por Tieghem em 1867 durante um
experimento que tinha como objetivo a producéo de acido gélico, a solugdo aquosa

de taninos utilizadas acabaram sendo contaminadas acidentalmente por duas
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espécies fungicas, posteriormente identificadas como Penicillium glaucum e
Aspergillus niger (CRESTINI; LANGE, 2015).

A tanase pode ser obtida através de fontes vegetais, animais e microbianas. A
enzima encontra-se presente em vegetais ricos em taninos, principalmente nos
frutos, folhas, galhos e cascas de arvores. A tanase de origem animal € extraida do
intestino bovino e das mucosas de ruminantes. No entanto, para fins de processos
biotecnolégicos, a enzima de origem microbiana € a mais utilizada e é produzida a

partir de fungos e bactérias (YAO et al., 2014a).

Segundo MURUGAN; SARAVANABABU; ARUNACHALAM, 2007 o meio
microbiolégico é a fonte mais importante de obtenc&o de tanase, uma vez que as

enzimas sao mais estaveis, do que as obtidas de outros meios.

Segundo Ma et al. (2014b), a tanase é industrialmente importante devido a
sua ampla aplicagdo principalmente nos setores alimenticios e farmacéuticos.
Dentre suas aplicacfes destacam-se o0 seu uso na elaboragéo de chas instantaneos,
na producdo de vinhos, refrigerantes a base de café, clarificagdo de cervejas e
sucos. Outra aplicacdo secundéria da enzima esta na utilizag@o para preparacgdo de
alimentos para animais, pois aumentam a disponibilidade de nutrientes pela hidrélise
dos taninos que séo fatores antinutricionais (MADEIRA; MACEDO; MACEDO, 2011).

7

No setor farmacéutico o acido gdlico é utilizado como um importante
intermediario para fabricag@o do antimicrobiano trimetoprim (BENIWAL et al., 2015).
Na industria quimica, é utilizado para sintese do propil galato sendo empregado em
cosmeéticos, adesivos e lubrificantes, o acido galico também é utilizado na fabricagcéo
de semicondutores, corantes e em compostos para revelacédo fotografica (CHAVEZ-
GONZALEZ et al., 2012).

Para fins de conservacdo ambiental, a tanase também tem sido utilizada
como uma alternativa de baixo custo para a biodegradagdo de &guas residuais

contendo taninos, geradas pelo curtume do couro (REN et al., 2013)

Vérios estudos relatam a utilizacdo da fermentagdo submersa (FSm) para
producdo de tanase, entretanto, a utilizagdo da fermentagdo em estado solido (FES)

vem ganhando destaque, pois o método proporciona uma maior quantidade e
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gualidade na producgéo da enzima (ABOUBAKR; EL-SAHN; EL-BANNA, 2013; BAIK
et al., 2014; VISWANATH et al., 2015).

A primeira descrigdo da produgéo de tanase em FES ocorreu em, 1917, onde
foi utilizado o Aspergillus oryzae, tendo como substrato farelo de trigo. Foi estudado
que a producdo de tanase era maior a medida que se elevava a concentragdo de
tanino no meio, sendo que, a partir de 20% de tanino o crescimento fangico foi
inibido (BATTESTIN; DRA; ALVES, 2007).

2.3. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

O termo fermentagéo semisdlida ou fermentagcdo em estado sélido (FES) foi
proposto por Moo-Young et al. (1983), onde é definido como um bioprocesso
realizado na auséncia ou quase auséncia de &gua livre no substrato, no entanto
deve conter umidade e aeragdo suficiente para permitir o crescimento e o
metabolismo microbiano, simulando as condicbes de crescimento naturais
(BUENROSTRO-FIGUEROA et al., 2013; KARIMI et al., 2014; SINDHU, 2015).

Os substratos utilizados para a realizagdo da FES podem ser divididos em
dois grupos: materiais inertes, que agem como apoio soélido para o0s micro-
organismos, e materiais naturais, que além de ser um suporte atuam como fonte de
carbono para o crescimento microbiano (MACHADO; TEIXEIRA,; RODRIGUEZ-
COUTO, 2013).

Os residuos agroindustriais sdo gerados durante o processamento industrial
de produtos agricolas. Os produtos derivados das atividades agricolas incluem:
palhas, caules, talos, folhas, cascas, bagacos, sementes, borras entre outros.
Devido a grande disponibilidade e sua rica composi¢cdo ha um grande interesse em
reutiliza-los (PANESAR; KAUR; PANESAR, 2015).

H& um enorme interesse pelas industrias na obtengdo de novas enzimas,
mais especificas e estaveis que podem ser produzidos através de processos de
FES. As enzimas tém um papel importante nas industria biotecnoldgica,
farmacéutica e quimica. Elas também podem ser utilizadas em aplicagbes para
produtos alimentares ou no tratamento das aguas residuais (MAULINI-DURAN et al.,
2015).
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A fermentacdo submersa (FSm) é mais utilizada pelas industrias fabricantes
de enzimas, no entanto, nos ultimos anos tem ocorrido uma crescente utilizacdo da
FES pelas vantagens que esta proporciona em comparagdo com a FSm (CHANG;
CHANG, 2014).

Segundo Machado e colaboradores (2013) e Sindhu, (2015) as principais
vantagens da FES em relagdo a fermentagdo submersa FSm s&o: Substratos de
fermentacdo de composicdo simples; Disponibilidade restrita de &gua auxilia na
selec&o contra contaminantes; Maior rendimento em comparagdo com a FSm; Maior
concentracdo da molécula de interesse; N&o utiliza agitagdo; Possibilita a

reutilizagdo dos substratos; Recuperacéo facilitada do produto.

Em contrapartida, algumas das desvantagens da utilizagdo em FES em
escala industrial, se da em grande parte devido a problemas de transferéncia de
calor, homogeneidade do fermentado no substrato, controle da umidade do
substrato, controle da aeragdo, dificuldade na determinacdo do crescimento
microbiano, entre tanto varias pesquisas vem sendo direcionadas para o
desenvolvimento de métodos que possam superar essas dificuldades (MARTINS et
al., 2011).

A sele¢do dos micro-organismos é de extrema importancia para a FES, uma
variedade de micro-organismos incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias
podem ser utilizados, no entanto, devido ao baixo teor de umidade comumente 0s
fungos filamentosos sdo mais utilizados, uma vez que suas hifas tem a capacidade
de crescer na superficie das particulas e também s&8o capazes de penetrar nos
espacos entre as particulas do substrato (MARTINS et al., 2011; AWAD et al., 2014).

Outro aspecto importante para a FES estéd na sele¢do do substrato solido, ja
gue o rendimento de producdo pode ser melhorado com uma escolha ou mistura
adequada (SHARMA et al., 2013). Assim, nas regides com uma alta producdo de
material organico de baixo valor, como paises baseados em economia agricola, FES
fornece meios de agregar valor aos subprodutos e € uma alternativa para resolver o
problema da poluicdo decorrente do descarte inapropriado desses residuos
(GAYEN; GHOSH, 2013; DEMIR; TARI, 2014; BUCK et al., 2015).
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2.4.Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam

As plantas que pertencem a familia Clusiaceae (ou Guttiferae) séo
distribuidas principalmente nas regides tropicais. Esta familia compreende cerca de
40 géneros e aproximadamente 1.300 espécies (NIERO et al., 2012). Dentre esses,
0 género Garcinia (ex-Rheedia) é considerado como 0 mais numeroso, possuindo
cerca de 450 espécies amplamente distribuidas na Asia, Africa, America,
Madagascar, Australia, Polinésia, Bolivia e Brasil (KUMAR; SHARMA;
CHATTOPADHYAY, 2013).

Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam pode ser conhecida pelos nomes de
achachairu, chachairu, tatairu, bacupari boliviano, shashairl, ibaguazu,

cachicheruqui e tapacuarai, pitomba do indio (SOPRANO et al., 2010).

O achachairu é proveniente de uma arvore perenifélia a qual exsuda latex
amarelado e atinge entre 10 e 15 m de altura. Essa arvore possui folhas simples,
coriaceas, glabras e lustrosas na sua face superior, com cerca de 10 a 18 cm de
comprimento (LORENZI et al., 2006). Suas flores podem ser solitarias ou agrupadas
em fasciculos axilares, estroginas e andréginas, formadas principalmente durante os
meses de julho e setembro (BARBOSA et al., 2008; JANICK; PAULL, 2008).

Seus frutos sdo amarelo-alaranjados, ovoides ou elipsoides, possuindo de 5,0
a 6,0 cm de comprimento por 4,4 a 5,0 cm de diametro (Figura 6a e 6b), casca
grossa, lisa e resistente com 0,8 a 1,5 mm de espessura, possuem de 2 a 3
sementes (Figura 6c¢), ovais, marrons, poliembridnicas, possuindo de 3,0 a 3,5 cm de
comprimento por 1,5 a 2,0 cm de didametro, cobertas por polpa compacta (Figura 6d),
de sabor levemente &cido (LIM, 2012). A casca e a polpa sdo responsaveis pelos
maiores percentuais do peso total do fruto (JANICK; PAULL, 2008).
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Figura 6. Frutos da Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam (a e b); Sementes (c); Polpa
(d)

v _—

Fonte: O autor, (2014).

Segundo Barbosa et al., (2008), o achachairu é utilizado na medicina popular

boliviana e brasileira para tratar disturbios géastricos, reumatismo, inflamacgé&o e dor.

Terrazas et al. (2013), realizaram estudos de caracterizagéo fitoquimica com
extratos das sementes de achachairu e revelaram a presenca de benzofenonas,
xantonas e bioflavondides, como gutiferona N, garcinol, isogarcinol, gutiferona M,
camboginol, xantocimol e gutiferona A. Dentre esses compostos, benzofenona e
gutiferona A s&o tidos como o0s elementos principais, pois esses compostos
possuem uma grande importancia para a industria farmacéutica, devido ao amplo
espectro de atividades biologicas (MARQUES et al., 2012). Segundo (MOLIN et al.,
2012) as atividades dos compostos incluem a inibi¢cdo citopatica da infec¢do in vitro
do HIV, eliminacdo de radicais livres, propriedades tripanocidas, atividades anti-

inflamatorias, antimicrobianas, citotoxicas e antiplasmédicas.

O fruto em questdo trata-se de um produto agropecuario em potencial para
cultivo comercial, pois apresentam longa durabilidade bem como boa tolerancia ao
manuseio e transporte, garantindo assim vantagens competitivas (SOPRANO,
2010). Embora o achachairu venha sendo comercializado no Brasil, os dados

disponiveis na literatura sobre esse fruto séo limitados. Ha alguns relatos de plantios
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em Sao Paulo, Santa Catarina e Pernambuco ( BARBOSA et al., 2008; SOPRANO,
2010).

As importag6es mundiais do produto ainda ndo séo tdo especificas, contudo,
0s principais paises interessados na importacdo sdo: China, Russia e Alemanha.
Diante disto, j& existem iniciativas ndo sé para aumentar a producdo e qualidade,
mas também o aproveitamento na inddstria de sucos, sorvetes, conservas e outros
produtos, por esta razdo, nos Ultimos anos tem sido crescente o interesse no
estabelecimento de plantios comerciais da fruta, objetivando a industrializacdo e sua
exportacdo. Os possiveis beneficios nutricionais e antioxidantes do achachair(
fazem os produtores e pesquisadores conjecturar que em poucos anos, o fruto
possa se tornar produto agropecuério alvo de exportagdo (NUNES, 2004; “IBCE -

Instituto Brasileiro de Comércio Exterior”, 2010).

2.5. 0 GENERO Aspergillus

Os fungos filamentosos tém sido empregados ao longo de décadas na
biotecnologia industrial, onde foi possivel explorar sua capacidade de degradar
varias fontes de nutrientes, bem como as de tolerar condi¢cdes adversas. Além disso,
eles estdo sendo reconhecidos como produtores promissores de varios compostos
bioativos (BRANDL; ANDERSEN, 2015).

O género Aspergillus sdo fungos considerados mitosporicos (apresentam
esporos de origem assexuada) e estdo inseridos no Reino Fungi. Cerca de
aproximadamente 250 espécies compdem esse grupo taxondmico. Por fim, as
espécies deste género, apresentam um elevado impacto econdmico e social, pois

ocorrem em todo o mundo e nos mais variados habitats (SAMSON et al., 2014).

A primeira descricdo do género foi feita em 1729, por Pietro Antonio Micheli
sacerdote florentino e microbiologista. O género foi assim nomeado em funcéo da
estrutura do conidiéforo se assemelhar ao aspersorio, instrumento empregado na

igreja catdlica para aspergir agua benta (BENNETT, 2010).

A classificacdo do género Aspergillus é tradicionalmente baseada em
caracteres morfologicos. Raper e Fennell (1965) dividiu o género em 18 grupos,

entretanto, a classificagdo em grupos nado tinha status para suportar uma
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nomenclatura. Em 1985, Gams et al. introduziram nomes nos subgéneros e sec¢des
em Aspergillus. Posteriormente Peterson (2008) aceitou cinco subgéneros e 16
secOes do género Aspergillus (SAMSON et al., 2014). Houbraken et al. (2014) e
Hubka et al. (2014) recentemente propuseram quatro subgéneros (Aspergillus,

Circumdati, Fumigati e Nidulantes) e 20 seg0es.

Segundo Miller JD, McMullin DR (2014), Aspergillus € um dos géneros mais
utilizados biotecnologicamente. Os organismos desse taxon podem secretar um
amplo espectro de enzimas e proteinas extracelulares. Tais produtos podem ser
utilizados pra diversos processos industriais (BIANCO; PERROTTA, 2015).

Dentre as enzimas produzidas por espécies deste género, destacam-se
celulases, proteases, queratinases, quitanases e tanases. Aspergillus € reconhecido
como o melhor género produtor de tanases (SELWAL; SELWAL, 2012).

2.6. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Segundo Aquino e Nunces (2003), as primeiras observacdes referente a
cromatografia de troca i6nica foram feiras por Way e Thompson em 1850, que
observaram a capacidade dos solos em remover ions de aménio (NH*") de solugdes
e substitui-los por Calcio (Ca®"). Tal processo foi utilizado para o tratamento de
adgua. Folin e Bell em 1917, tentaram usar essa técnica na area da bioquimica em
uma tentativa de determinar o teor de aménio na urina. Por volta de 1935, as
primeiras resinas de troca organica comecaram a ser produzidas, o qual foi um

importante avango para a técnica.

A fim de que uma determinada biomolécula chegue ao mercado, se faz
necessario efetuar a separacgdo, identificagcdo e quantificagdo da substancia em
estudo. Dentre o0s métodos cromatograficos empregados, destacam-se:
cromatografia em papel; em camada delgada; por absorcéo; por troca idnica; por

excluséo; por bioafinidade; gasosa e liquida de alta eficiéncia (FEKETE et al., 2015).

Dentre os tipos de cromatografia citados, a de troca ibnica € uma técnica
amplamente utilizada em proteinas, peptideos e &cidos nucleicos de forma a

caracterizar e purificar as biomoléculas. Tal método tem como principio a separacao
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dos compostos de uma mistura de acordo com diferengas nas suas propriedades
especificas (ROCHA et al., 2014).

A cromatografia consiste de duas fases: a fase moével (que pode ser um
liquido ou gas) e a fase secundéaria (fixa a coluna). Esta segunda fase pode ser uma
resina ligada ao interior da coluna ou sobre a superficie de particulas sélidas

empacotadas dentro da coluna (HARRIS, 2012).

Segundo Collins (2006), a resina utilizada é feita de material poroso, tanto
natural ou sintético, inerte, insolivel em 4gua e em solventes orgéanicos. A resina
ainda possui ligagcdes covalentes a grupos trocadores idnicos e podem ser
classificadas em inorgéanicas ou organicas e ainda em naturais ou sintéticas. Caso
esteja carregada negativamente, a resina € denominada catiénica, sendo chamada

anidnica quando apresentar-se carregada positivamente.

Contudo, para a escolha da resina é necessério a consideragdo de alguns
fatores como: estabilidade fisica, resisténcia quimica para as condi¢des rigorosas de
limpeza e seu baixo nivel de interagdo nédo especifica. O pH e a forca iGnica do
tampdo também s&o importantes para assegurar a efichcia do processo (ION
EXCHANGE CHROMATOGRAPHY & CHROMATOFOCUSING - PRINCIPLES AND
METHODS, 2004)

2.7. Camellia sinensis (L) O. Kuntze

Camellia sinensis (L) O. Kuntze (Figura 7) € uma arvore pertencente a familia
Theaceae, nativa de alguns paises do oriente, podendo chegar até 15 metros de
altura na natureza, no entanto quando cultivada comercialmente, as plantas s&o
podadas em intervalos periodicos, para manter sua altura entre 60 a 90 cm
facilitando assim, a colheita das folhas e brotos (MUKHOPADHYAY; MONDAL,;
CHAND, 2015).
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Figura 7. Camellia sinensis (L) O. Kuntze

Fonte: LETTSOM JOHN COAKLEY, (1799)

Segundo Chang (2015), a producao do cha esta geograficamente limitada a
algumas areas, pois a planta é cultivada em climas tropicais e subtropicais, tendo
como requisitos para o plantio, temperaturas que variem de 10-30 °C (ou mais
guentes), precipitacdo minima anual de 1,250 milimetros, solos acidos.

De acordo, com a colheita e 0 processo de fermentacdo e oxidagédo sofrido
pelas folhas da Camellia Sinensis (L) O. Kuntze, podem ser obtidos quatro tipos de
chas diferentes, sendo eles chas: branco, verde, preto, e oolong
(HAJIAGHAALIPOUR et al., 2015)

O cha branco é feito dos brotos e folhas jovens, sofrem um processamento
rapido de vaporizacao e secagem (HAJIAGHAALIPOUR et al., 2015).

O cha verde é produzido das folhas frescas da planta, pelo emprego de
vaporizacdo e secagem, o que mantém preservado seu teor de polifendis e o torna
mais rico em catequinas que os demais. O cha preto é derivado de folhas
envelhecidas pela oxidacdo aerébica das catequinas. J4 o cha oolong ou € obtido
apos as folhas ficarem em repouso por duas a quatro horas, sendo depois
aguecidas para que o processo oxidativo seja interrompido (SENGER; SCHWANKE;

GOTTLIEB, 2010).
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Vale ressaltar que o chd € uma das bebidas ndo alcodlicas mais consumidas
no mundo, sendo uma bebida tradicional em alguns paises (MILANI; MORGANO;
CADORE, 2016).

Estima-se que a producdo mundial de ch& (preto, verde e instantaneo)
aumentou significativamente em 2013 para 5,07 milhdes de toneladas. A china
continua sendo o maior produtor de cha, com uma produgcédo de 1,9 milhdes de
toneladas. Esse valor perfaz mais de 38% do total mundial. A india, por outro lado,
detém a posicdo de segundo maior produtor, com acréscimo atingindo 1,2 milhdes
de toneladas em 2013. Isso se deve, pelo aumento no consumo de chd, em
particular na China, india e em outros paises de economia emergente. A produc&o
mundial de cha verde cresce 8,2% e estima-se que na china a producdo alcance
2,97 milhdes de toneladas em 2023 (CHANG, 2015).

Segundo Nishiyama et al., (2010) no Brasil o ch4d mais comercializado é o cha
verde, principalmente os adicionados em saquinhos de papel filtro (saché). Tendo
como diferencial a maior quantidade de compostos polifendlicos, esta caracterista

pode ser atribuida ao clima e ao solo do pais.

O cha verde contém em sua composi¢cdo quimica diversas classes de
compostos fendlicos, além de cafeina, carboidratos, aminoacidos e algumas
vitaminas. Além de minerais como: célcio, magnésio, zinco, potassio e ferro
(SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010; ZHANG et al., 2016). Pelos seus
beneficios & saude o cha verde é amplamente estudado por ter atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, hepatoprotetora, antimicrobiana e antimutagénica
(DUARTE; MENARIM, 2006).

Segundo Baik et al., (2014) as catequinas representam aproximadamente 75
a 80% dos ingredientes do cha verde, sendo elas: epigalocatequina galato (EGCG),
epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG), epicatequina (EC),
galocatequina (GC) e catequina (C).

Noh e colaboradores (2014) relatam que as catequinas do cha verde séo
utilizadas em uma vasta gama de produtos industriais, além de fornecer beneficios a

saude.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Selecionar, produzir e purificar tanase de Aspergillus utilizando fermentagcdo em

estado solido (FES) das sementes de achachairu.

3.2.0bjetivos Especificos

Selecionar culturas de Aspergillus em meio sélido com maior potencial para

produgéo de tanase;

Produzir tanase por fermentacdo em estado sdlido utilizando sementes de
achaichairu;

Estudar a influéncia das variaveis: concentracdo de residuo, umidade e
concentragcdo de acido tanico sobre a producdo de tanase por fermentacdo em
estado sélido, utilizando um planejamento fatorial (2°).

Purificar a tanase por cromatografia de troca ibnica e de exclusédo molecular.
Caracterizar a tanase purificada quanto ao pH, temperatura 6tima e estabilidade
térmica, efeito de ions, surfactantes e inibidores de protease.

Avaliar o potencial antioxidante do Cha Verde frente a acdo da enzima purificada.
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Capitulo 1

Aplicacdo da tanase produzida por Apergillus melleus URM 5827 por fermentacéo

em estado solido utilizando sementes de achachairt (Garcinia humilis (Vahl) C. D.

Adam) no melhoramento do potencial antioxidade do ch& verde ( Camellia sinensis
(L) O. Kuntze)

Tatiana Pereira Shiu Lin Liu', Raquel Pedrosa Bezerra', Romero Marcos Pedrosa
Branddo Costa’, Polyanna Nunes Herculano®, Cristina Maria de Souza Motta® Ana

Lucia Figueiredo Porto™*

'Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Dois Irmaos —
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Resumo

A producédo da tanase e as caracteristicas bioquimicas da enzima purificada foram
avaliadas. Das 42 amostras de Aspergillus avaliadas para selecéo do potencial de producédo de
tanase, o Aspergillus melleus URM 5827 apresentou o melhor resultado de 2,97 mm. A producéo
foi avaliada utilizando um planejamento fatorial completo 2°. A atividade maxima obtida foi de
452,55 U/gss nas condicdes de 5,0 g de sementes de achachair, umidade inicial de 60% e
2,0% de acido tanico em 48 horas de fermentagdo. A enzima purificada apresentou peso
molecular estimado de 69,52 kDa, temperatura étima de 40°C, pH 6timo 5,5 e estabilidade
térmica aos 30°C. Em relacgdo aos ions, surfactantes e inibidores de protease a tanase foi inibida
na presenca de ZnCl,, ZnSQ,, triton X-100, SDS, e foi reduzida na presenca de CaCl,, KCI,
NaCl, MgSO,, CuS0O,4, Tween 20, Tween 80, EDTA e B-mercaptoetanol. A tanase aumentou a
atividade antioxidante do cha verde significativamente. Os resultados obtidos no presente estudo
mostram o potencial promissor da tanase produzida por Aspergillus melleus URM 5827 utilizando
sementes de achachairi como substrato, e na sua utilizacdo como adjuvantes no melhoramento
do potencial antioxidante do cha verde. Ambos componentes foram utilizados pela primeira vez
para producdo de tanase. Entretanto, ainda se faz necesséario novos estudos quanto a
otimizac&o dos pardmetros para producéo em biorreator, para determinar a viabilidade comercial

da enzima em escala industrial.

Palavras-chave: Aspergillus melleus, Tanase, Garcinia humilis, Fermentacdo em estado

sélido, Caracterizacado, Purificacdo, Cha Verde.
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1. Introducgéo

O achachairuzeiro (Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam) é uma espécie
frutifera originaria da floresta tropical de média altitude da Bolivia. Atualmente, as
plantacbes podem ser encontradas no estado nativo e semi-cultivado. O género
possui aproximadamente 1300 espécies, sendo geralmente conhecido popularmente

como: achachaird, chachairu, tatairu e bacupari boliviano (Lorenzi et al., 2006).

Segundo dados Bolivianos as importagdes mundiais do produto ainda néo séo
especificas. Contudo, os principais paises interessados na importagdo séo: China,
Russia e Alemanha. Diante disto ja existem iniciativas dos produtores bolivianos néo
s6 para aumentar a producdo e qualidade, mas também o aproveitamento na
industria de sucos, sorvetes, conservas e outros produtos. E por esta razdo que nos
dltimos anos houve um aumento de interesse no estabelecimento de plantios
comerciais da fruta, objetivando sua industrializagéo e exportagédo (“IBCE — Instituto

Brasileiro de Comércio Exterior”, 2010).

O processo e a producéo agroindustrial sempre resultam em algum tipo de
residuo, o qual pode ser sdlido, liquido ou gasoso (Panesar et al., 2015). Tais
residuos podem causar problemas ambientais quanto a sua eliminacdo e tratamento
(Viswanath et al., 2015). A utilizag&o da biotecnologia surge, com a possibilidade em
utilizar esses residuos para gerar substancias com alto valor agregado (Panesar et
al., 2015; Martins et al., 2011).

A fermentac@o em estado sélido (FES) tornou-se uma tecnologia promissora
por utilizar residuos agroindustriais para producdo de biomoléculas (MAO et al.,
2015). Este bioprocesso é realizado na auséncia (ou quase auséncia) de agua livre.
No entanto, o substrato deve possuir umidade suficiente para proporcionar o
crescimento microbiano. A utilizacdo da fermentagcdo em estado sélido apresenta
como principal vantagem o baixo consumo de energia, baixa produgcdo de aguas
residuais, reducéo nos custos de processamento, maior produtividade, dentre outras
(Thomas et al., 2013; Demir & Tari, 2014).

Taninos sdo metabolitos secundérios distribuidos em todas as partes da
planta, sendo o quarto componente mais abundante depois da celulose,

hemicelulose e lignina (Sharma & John, 2011). Os taninos podem ser divididos em
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dois grupos de acordo com suas caracteristicas estruturais em: taninos
condensados e taninos hidrolisaveis (Redondo et al., 2015). Essas substancias séo
responsaveis pela inibicdo do crescimento de inUmeros micro-organimos, entretanto,
alguns micro-organismos produzem tanase como mecanismo necessario para

superar o efeito inibitério (Chavez-Gonzalez et al., 2012).

As enzimas s&o biocatalisadores de imenso potencial, sendo cada vez mais
utilizadas em industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosmético, em substituicdo
aos catalisadores quimicos, 0s quais empregam reagentes corrosivos e de alta
energia (Nie et al., 2012). Dentre elas, a tanase (tanino acil hidrolase - EC 3.1.1.20)
€ uma enzima que hidrolisa liga¢des éster de taninos hidrolisaveis. Os produtos

finais da reac&o séo glicose e &cido gélico (Yao et al., 2014b).

A tanase pode ser obtida a partir de fonte animal, vegetal e microbiolégica,
esta Ultima apresenta maior importancia, uma vez que as enzimas produzidas desta
maneira sdo mais estaveis (Yao et al.,, 2014a). A tanase € uma enzima produzida
extracelularmente, induzida em fungos e bactérias na presenca de acido tanico (Ren
et al., 2013).

7

A tanase é empregada nas industrias alimenticias, farmacéuticas e
agropecudrias. E valido também ressaltar outros empregos como por exemplo: no
processamento de couro, na fabricacdo de ché instantaneo, agentes clarificador em
sucos, cervejas, alguns vinhos e refrigerante que tenha café como componente
(Selwal et al., 2011). O interesse na producdo de tanase a partir de residuos
agricolas ou agroindudstrias tem aumentado ultimamente por apresentar um baixo

custo de produgao (Xiao et al., 2015).

O ch& verde é produzido a partir das folhas da Camellia sinensis (L) O.
Kuntze, trata-se de uma bebida saudavel que € consumida nivel global. Um dos
motivos pelo qual existe este sucesso comercial reflete suas propriedades
medicinais, tais quais: antioxidantes, anti-inflamatérias, antihipertensivas,

antidiabéticas e antimutagénicas (Senger et al., 2010).

Frente ao crescente cenario de uso e exportagdo deste agroproduto, o
presente estudo teve como objetivo a producéo e purificagdo da tanase, utilizando

fermentac@o em estado sélido em sementes de achaichairt (Garcinia humilis (Vabhl)
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C. D. Adam) e sua aplicacdo para o melhoramento na atividade antioxidante de cha

verde.
2. Materiais e métodos
2.1. Micro-organismos

As 42 cepas de fungos filamentosos do género Aspergillus estéo preservadas
em O6leo na Micoteca URM (University Recife Mycologia) do Departamento de

Micologia, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Para a manutencg&o dos fungos foi utilizado o meio de cultura Agar Extrato de

Malte e para esporulacéo foi utilizado o meio de cultura Agar Czapek.
2.2. Selecéo dos Fungos Produtores de Tanase

Os fungos foram submetidos a uma selecéo utilizando a metodologia descrita
por Murugan et al., (2007). As culturas com sete dias de crescimento foram
repicadas centralmente em placas de Petri, contendo o meio minimo Agar Czapek
Dox contendo 0,5% de &cido tanico (esterilizado em filtro Millipore de 0,22 pm) como
Unica fonte de carbono. As placas foram incubadas a 30°C durante 7 dias, em
camara de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD TECNAL TE-40/ Recife-Brasil).
As culturas com potencial para producdo de tanase foram evidenciadas, pela
formagéo de halo de degradacgéo ao redor da coldnia. O potencial de degradagéo do
acido tanico foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Teather &
Wood, (1982) e adaptado para a enzima estudada. O indice para potenciais
produtores de tanase (It) foi determinado pela relacdo entre o diametro do halo de
degradagéo (mm) e o diametro da col6nia (mm). Foram selecionados os fungos que

obtiveram halo de degrada¢&o maior que 1,90 mm.
2.3. Sementes do Achachairt (Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam)

Os frutos do achachairuzeiro foram adquiridos no Centro de Abastecimento e
Logistica de Pernambuco — CEASA/PE, nos meses de dezembro a abril e levados
para o Laboratério de Tecnologia de Bioativos - LABTECBIO da Universidade
Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, onde foram devidamente processados. A

polpa foi retirada das sementes manualmente, as sementes foram lavadas e
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mantidas durante uma hora numa solucdo de hipoclorito de sédio a 2%, e secas a
65°C até peso constante e, em seguida, armazenadas em recipientes de plastico
hermeticamente fechados. As sementes de achachairu foram utilizadas como
substrato, para a realizacdo da FES, o tamanho das particulas foram padronizadas
entre 3 e 8 mm para proporcionar uma melhor absor¢cdo de nutrientes, facilitando o

transporte de oxigénio (Spier et al., 2008)
2.4. Producéao de Tanase por Fermentacdo em Estado Solido (FES)

O fungo que obteve o melhor resultado na selegéo (item 2.2), foi utilizado para
a producgdo de tanase. A fermentacéo foi realizada em frascos do tipo Erlenmeyer de
250 ml, contendo 5 g das sementes de achachair(, inicialmente esterilizado a 60°C
durante 120 minutos, em seguida, em luz ultravioleta (UV) durante 120 minutos. O
inoculo foi preparado, através da suspensdo dos esporos presentes em tubos de
Agar Czapek em solucdo de tween 80% em agua destilada até obtencéo de 10’
esporos por grama por contagem em camara de Neubauer. A solucdo de 2% &cido
tanico foi preparada em solugédo nutriente, contendo 0,5% de extrato de levedura e
1% de dextrose em tampao de fosfato de sédio (10 mM, pH 5,5) (Viswanath et al.,
2015). A umidade inicial de 60% foi determinada de acordo com as normas do
Instituto Adolfo Lutz (Zenebon et al., 2008). Os frascos foram incubados a 30°C em
BOD (cAmara de Demanda Bioquimica de Oxigénio) (TECNAL TE-401/ Recife-
Brasil) no tempo de 48 horas.

2.5. Delineamento Experimental e Analise Estatistica

A influéncia da concentragcdo do substrato, umidade inicial e a concentragao
do A&cido tanico foram avaliadas realizando um planejamento fatorial completo (2°)
(Tabela 1). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Statistica 8.0.

2.6. Extragdo da Enzima

O tempo de fermentag&o para o experimento foi de até 96 horas. O contetdo
total dos frascos retirados para extragdo em intervalos regulares (24 h). Foi pesado
3,0 gramas do substrato fermentado e misturado com 18 ml de tampé&o fosfato de

sédio (10 mM, pH 5,5), macerado e filtrado em papel de filtro (Whatman n°. 1)
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utilizando bomba de vacuo. O extrato foi centrifugado a 2000 rpm durante 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi denominado como extrato bruto (EB) e utilizado

para posteriores determinacdes analiticas (Sabu et al., 2005).

2.7. Dosagem de Proteina

A concentracao de proteina total foi estimada seguindo o método descrito por
Smith et al., (1985). Foi realizada uma curva na concentragdes de 100 para 1000 ug
/ ml, tendo como padrédo albumina de soro bovino, as amostram foram lidas em

espectrofotometro (GE, Ultrospec 7000, Reino Unido).
2.8. Atividade de tanase.

A atividade tanase foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Sharma et al., (2000), modificada por Ordofiez et al., (2011). A atividade foi
realizada utilizando 100 pl do extrato enzimatico e 100 pl de solucdo de acido tanico
(0,3 mM) em tampéo de fosfato de sédio (10 mM, pH 5,5), incubado durante 30
minutos a 30°C. Em seguida, foram adicionados 300 pl de solugcdo de rhodanina
metandlica (0,667% w / v) e 100 pl de KOH (500 mM). Para a diluicdo das amostras
foi adicionado 900 pl de 4gua destilada. Ap6s incubacéo durante 10 minutos a 30° C
as amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 520 nm. A atividade de tanase foi
definida como a quantidade de enzima requerida para catalisar a produgdo de 1
umol de acido gélico por minuto sobre essas condicdes. A atividade especifica foi
expressa em unidades por grama de substrato na base seca (U/gss) (Mata-Gémez
et al., 2015).

2.9. Cromatografias
2.9.1.Cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex.

O ensaio foi realizado utilizando um volume de 100 mL de EB, que foi
precipitado em 70% de acetona, e depois ressuspendido em 5 mL de tampé&o fosfato
de sédio (10 mM, pH 5,5). Uma aliquota de 1 mL da amostra foi entdo submetida a
cromatografia em resina catibnica de trocador anionico, segundo Sharma et al.,
(1999) modificado. A coluna de vidro (15,5 x 2,5 cm) foi empacotada com resina
DEAE- Sephadex G-50, previamente ativada com solugbes de HCl e NaOH a 0,1 M

respectivamente, equilibrada e lavada com 100 mL de tampéo fosfato de sodio
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(10mM, pH 5,5). A eluicdo foi realizada a um fluxo de 1,0 ml / min, foram recolhidas
fracdbes (1 mL) em tubos de ensaio. As amostras coletadas foram lidas em
espectofotdmetro a 280nm. Posteriormente os picos forma submetidos a atividade e

tanase.

2.9.2. Andlise de filtracdo em gel da protease purificada colagenolitica.

A andlise de filtracdo em gel da protease purificada colagenolitica foi realizada
utilizando PBS num Avant 25 Sistema Akta (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) em
Superdex 75 (HR10 / 300GL), PC 3.2 / 30 da coluna de acordo com as instrugdes do
fabricante. A calibracdo da coluna foi realizada usando uma mistura de filtracdo em
gel marcadores de peso molecular (1 mg / mL): aloumina de soro bovino, anidrase
carbbnica e albumina de ovo de galinha e um inibidor de tripsina. A curva padréo
plotado usando o software UNICORN-6.0 seguiu a equacéo y = -7,674 + 134,7 (R* =
0,991).

2.10. Eletroforese em SDS- PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) na presenga de sulfato de
dodecilo de sédio (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com Laemmli (1970),
utilizando 10% (w / v) de gel. Os marcadores moleculares (Sigma ™ Marcador de
gama alta, peso mol 36,000-200,000 Da): (A) miosina cardiaca porcina (200.000),
(B) B-galactosidase de E. coli (116000), (C) A fosforilase B, musculo de coelho
(97000), (D) de albumina, de soro bovino (66000), (E) desidrogenase glutamico,
figado de bovino (55000), (F) de ovalbumina de ovo de galinha (45,000), (G), da
desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato, musculo de coelho (36000). As bandas de
proteinas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250 seguido de

coloracdo em prata (método sensivel para as proteinas).
2.11. Efeitos do pH e temperatura na atividade da enzima purificada.

O efeito do pH sobre a atividade da enzima foi observado utilizando diferentes
tampdes a 0,2 M (Acetato de sédio 3,0-5,0; Citrato fosfato 5,0-7,0; Tris- HCI 7,0- 8,5;
Glicina NaOH 10,0). A temperatura 6tima foi determinada no intervalo de 20-80°C

pela incubag&o da mistura de reacdo no pH 6timo. A termoestabilidade foi avaliada
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incubando-se a enzima nas diferentes temperaturas de 20-80°C durante 30 min. Em

seguida a atividade foi determinada de acordo com o item 2.8.

2.12. Efeitos de diferentes ions, surfactantes e inibidores de protease na

atividade da enzima purificada.

Para avaliar os efeitos das diferentes substéncias sobre a atividade da enzima
purificada, a enzima foi incubada durante 30min a 30°C com solugbes contendo 10
mM de CacCl,, KCI, NaCl, ZnCl,, ZnSO,4, MgSOQ,, CuSO,4, e com os surfactantes na
concentracdo de 2%, Tween 20, Tween 80, Dodecil sulfato de sédio (SDS) e Triton
X-100. Os efeitos do &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e B-mercaptoetanol
também foram avaliados. Em seguida a atividade foi determinada de acordo com o
item 2.8.

2.13. Efeito da enzima purificada no potencial antioxidante do cha verde.

O teste foi realizado utilizando 20 pl da enzima purificada e 20 pl do cha
verde, este foi homogeneizado utilizando o homogeneizador de solugdes (TECNAL
AP 22/ Recife-Brasil) na rotagcdo de 30 rpm a temperatura de 30°C. A dosagem da
atividade antioxidante foi determinada pelo método de Brand-Williams et al. O teste
foi realizado em microplaca de 96 pocos, onde foi adicionado em cada pogo, 200 pl
do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), em seguida foi adicionado 20 pl da enzima
purificada com o cha verde. As leituras foram realizadas no leitor de microplaca
(iMark™ Microplate Absorbance Reader/ Recife-Brasil) a 595 nm. A atividade
antioxidante foi dosada nos intervalos de 30, 40, 50, 60, 70 e 80 minutos

3. Resultados e discussao.

Das 42 culturas fangicas submetidas ao "screening” em meio minimo Agar
Czapek Dox acrescido de acido tanico, todas produziram halo de degradacdo como
pode ser observado na tabela 2. Isto se deve a utilizagdo do tanino presente no meio
pelo micro-organismo como fonte de carbono para o seu crescimento (Mizuno; et al.,
2014).

Os fungos que obtiveram halo de degradacdo maior que 1,90 mm foram: A.
janus URM 4456, A. aculeatus URM 4953, A. carbonarius URM 5012, A. versicolor

URM 5701 e A. melleus URM 5827, que apresentaram indice enzimético de tanase
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de 1,99 mm; 1,95 mm; 2,13 mm; 2,48 mm e 2,97 mm respectivamente. O A. melleus
URM 5827 obteve halo superior aos demais, sendo escolhido para a realizacdo do

estudo.

Bhoite & Murthy, (2014), utilizando meio de agar contendo &cido tanico para
selecionar fungos produtores de tanase, relatam que a relagdo entre o diametro do
halo de degradacdo e o diametro da colonia pode ser utilizada como indicador da

eficiéncia do micro-organismo para secretar tanase.

Souza et al., (2015) relata que, os fungos do género Aspergillus séo
amplamente estudados para producéo de tanase. Yao et al., (2014a) descreve que
além dos fungos do género Aspergillus outros fungos como: Penicillium, Fusarium e

Trichoderma, também s&o empregados para producéo de tanase.

Dentre os micro-organismos citados o A. melleus URM 5827 obteve o melhor
resultado, sendo escolhido para nossos estudos. A atividade maxima da enzima foi
de 339,03 U/gss, obtida no tempo de 48 horas, sob as condigbes de 5,0 g de

substrato com umidade inicial de 60%, utilizando 2,0% de acido tanico (Tabela 3).

Xiao et al., (2015) em seus estudos de producdo de tanase utilizando a
fermentac@o em estado sélido do p6 de talo de cha por A. tubigensis e observaram
uma producao de 84,24 U/gss de tanase obtidas em 118 horas. Mata-Gomez et al.,
(2015) utilizaram A. niger GH1 em fermentacao soélida tendo como suporte a espuma
de poliuretano, a producdo da enzima atingiu o valor de 130 U/gss em 24 horas.
Para A. ficuum (Gim 3.6), usando farelo de trigo como substrato, a producdo de
tanase foi de 8,65 U/gss em 72 horas (Ma et al., 2014b). Sharma et al., (2013)
utilizou A. niger, tendo como substrato de fermentacdo a borra de cha, por um
periodo de 48 horas, a producédo de enzima foi de apenas 1,86 U/gss. Ainda para a
fermentacdo de A. niger JMU-TS528, tendo com substrato talos de cha com 96
horas de fermentagéo, a melhor producéo foi de 62 U/gds (Wang et al., 2013). Desta
forma as sementes de achachaird demonstram ser um bom substrato para a

producgéo de tanase apresentando uma produgao superior ao relatado na literatura.

Quanto ao tempo de produgédo, nosso trabalho esta de acordo com o relatado
pelo grupo de pesquisa de Sharma et al., (2013), onde a tanase € produzida na fase

priméria de crescimento até as primeiras 48 horas e com o decorrer do tempo a
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atividade diminui. Essas concentracdes podem variar, de acordo com 0 micro-
organismo e o substrato utilizado para a fermentacéo. Além disso, para a producao
industrial de enzimas, o micro-organismo ideal € aquele que obtenha a maxima
producdo num curto periodo de tempo, pois esse fator minimiza os custos produtivos
(Lima et al., 2014).

A principal variavel que mais influenciou positivamente a producdo da tanase
foi a concentracdo de acido tanico, ou seja, maiores atividades da enzima podem ser
obtidas quando altas concentragBes de acido tanico sdo utilizadas, pode-se observar
que a interacdo da umidade inicial e a concentragdo de &cido tanico também

influenciaram significativamente a producéo (Figura 1.).

Este resultado corrobora com as consideragdes feitas por Yao et al.,(2014a) e
Mandal & Ghosh,(2013), relatam que o principal fator para a expresséo da atividade
de tanase é a presenca de um indutor, como o &cido tanico, este em determinadas
concentragdes induz positivamente a producdo da enzima. Em relacdo a varialvel
Umidade esta também foi significativa, segundo Wang et al.,(2013) o teor de
umidade do substrato também & um fator importante que determina o crescimento e
a producdo da enzima. Enquanto que a variavel substrato ndo foi um fator

significativo para produgédo da enzima.

ApoOs precipitacdo do EB, uma aliquota foi injetada na Superdex G-75,
cromatografia de exclusdo molecular. A (Figura 2A.) mostra o cromatograma obtido,
que revelou um Unico pico de atividade e foi denominado tanase purificada a partir
de A. melleus URM 5827 utilizando sementes de achachaird. O pico apresentou um
peso molecular de 69,52 kDa. Posteriormente, este pico foi submetido a eletroforese
SDS-PAGE a enzima demonstrou peso de 66,5 kDa (Figura 2B.)

A tanase de A.niger MTCC5889 avaliada por SDS-PAGE obteve peso
molecular de 89,9 kDa (Viswanath et al., 2015). A enzima recombinante (rAoTanA) e
nativa (AoTanA) produzidas por A. oryzae e expressas por Pichia pastoris obtiveram
peso moleculares de 45-80 e 45-75 kDa, respectivamente e ap6s N-desglicolisacao
0Ss pesos apresentaram valores de 33-30 kDa e 34-30 kDa, respectivamente
(MIZUNO et al.,, 2014). A tanase produzida por A. phoenicis apresentou peso

molecular de 218 kDa quando estimado por filtrado em gel, e quando analisada a
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6% de SDS-PAGE apresentou subunidades de 93,3 kDa e 120,2 kDa (Riul et al.,
2013). Os resultados de purificagcdo obtidos corroboram com a literatura disponivel,
que relatam pesos moleculares para tanase na faixa de 50 e 320 kDa (Crestini &
Lange, 2015).

O pH otimo para a enzima purificada foi pH 5,5 (Figura 3A.), tendo 40 °C
como temperatura Otima (Figura 3B.). Quanto a termoestabilidade, foi possivel
observar que quando colocado sob temperaturas acima de 30°C , ocorreu

decréscimo da atividade de tanase (Figura 3B).

Alguns estudos referentes a caracterizagéo de tanase produzidas pelo género
Aspergillus relatam que para A. niger MTCC5889, em FES tendo o bagacgo do caju
como substrato, a temperatura 6tima foi de 40 °C e o pH 6timo para produgdo de
tanase foi de 5,5 (Viswanath et al., 2015). Ainda utilizando o A. niger, Ni et al., (2015)
relatam a maxima atividade de tanase no pH 6timo de 5,5 tendo como temperatura
Otima de 50 °C, no que se refere a termoestabilidade a enzima apresentou

estabilidade até a temperatura de 60 °C.

Enquanto para a enzima purificada de A. oryzae, nativa AoTanA e
recombinante rAoTanA o pH o6timo foi de 4,0 e 5,0 respectivamente, quanto a
temperatura 6tima foi de 30 °C e 35 °C respectivamente, e mantiveram-se estaveis
até 40 °C (Mizuno et al., 2014). O A. niger JMU-TS528, teve como pH 6timo 6,0 e
temperatura de 28 °C, utilizando talo de cha como substrato para FES (Wang et al.,
2013).

Dependendo do fungo utilizado o pH 6timo pode variar de 4,5 a 6,5 enquanto
a temperatura 6tima pode variar numa faixa de 30-70°C (Wang et al.,, 2013,
Zakipour-Molkabadi et al., 2013).

Quanto a agdo dos ions, surfactantes e inibidores de protease na atividade de
tanase, a enzima foi reduzida na presenca de CaCl,, KCIl, NaCl, MgS0Oa, CuSQ4,
Tween 20, Tween 80, EDTA e B-mercaptoetanol. e inibida na presenca de ZnCl,,
ZnSQOq, triton X-100, SDS (Figura. 4).

O efeito dos ions, surfactantes e inibidores de protease sobre a atividade de

tanase tem sido estudado por vérios autores. Jin et al, (2013), estudaram o
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melhoramento da atividade de tanase obtida por A. niger TA9701, utilizando ions e
tensoativos e relatam que os agentes tensioativos como xileno e SDS foram
estimulantes, enquanto EDTA e triton reduziram a atividade enzimatica, quantos aos
fons estudados Mn?*, Sn?" aumentaram o rendimento, enquanto Fe;, Fes, Zn,, Cu, e

Co, diminuiram o rendimento.

Por outro lado Riul et al., (2013) verificaram que a atividade de tanase foi
mantida quando utilizados os compostos de KH,PO,4, KCI, MnCl,, NaCl, NH,4, Cl e
ZnCly, reduzida na presenca de Als, Co; e inibida por B-mercaptoetanol. Enquanto
gue Renovato et al.,, (2011) estudaram o efeito de MgSO,4, CuSO,4, FeSO4, KCI,
CaCly, ZnSO4, e MnCl,, e observaram que estes compostos inibiram a atividade da
tanase, jA 0 EDTA ndo demonstrou efeito inibitorio na atividade enzimatica produzida

por A. niger (colecdo UAdeC-DIA).

No entanto muitos autores relatam que o comportamento da tanase fangica
na presenca de algumas substancias quimicas como: ions metalicos, sais, solventes
e surfactantes ainda s&o contraditorios podendo em alguns casos induzir ou inibir a

atividade enziméatica (Riul et al., 2013; Jana et al., 2014),

DPPH é um radical livre que é capaz de receber um elétron ou um radical
para se tornar uma molécula de hidrogénio estavel. Este método é tipicamente
utiizado para avaliar a capacidade de eliminagdo de radicais livres de um
antioxidante. A diminuiu significativa da concentragéo de radical DPPH (p <0,05),
com ou sem tratamento da tanase no cha é ilustrada na Figura 5. Podemos
observar, o tempo de reagdo de cinco minutos, o tempo de 40 minutos (ch& verde
com adigao de tanase) o potencial de captura do DPPH foi 60%, enquanto o controle
(cha verde sem tanase) foi de 5%, indicando que o tratamento enzimatico melhorou
a captura dos radicais livres. Os tempos superiores a 40 minutos ndo demonstraram

mudancgas significativas.

Este aumento no potencial antioxidante se deve, pela esterificacdo do EGC
com o acido gélico, no qual é produzido no processo final da hidrélise de taninos
hidrolisaveis presentes no cha verde, aumentando assim a concentragdo de EGCG.

Corroborando com o relatado por (Jin et al., 2015).
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Verloop et al., (2015) relatam que as catequinas sdo um dos componentes
mais numerosos presente no cha verde, sendo divididas em: epigalocatequina
galato (EGCG), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG), epicatequina
(EC), galocatequina (GC) e catequina (C).

Dentre as propriedades medicinais do ch& verde, a atividade antioxidante
merece destaque. Os compostos antioxidantes auxiliam no combate aos radicais
livres, formado pelo metabolismo do organismo, auxiliando no combate ao
envelhecimento precoce. No tocante a este aspecto, as catequinas presente no cha
verde séo alvos de interesses das industrias farmacéuticas e alimenticias. (Hong et
al., 2014).

4. Concluséo

Os resultados obtidos no presente estudo mostram o potencial promissor da
tanase produzida por Aspergillus melleus URM 5827 utilizando sementes de
achachaird no melhoramento do potencial antioxidante do cha verde . Tanto o micro-
organismo, quanto o substrato utilizado para a fermentagéo, foram utilizados pela
primeira vez para producdo de tanase. Entretanto, ainda se faz necessario novos
estudos quanto a otimizagdo dos parametros para produgdo em biorreator, para

determinar a viabilidade comercial da enzima em escala industrial
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Tabela 1. Niveis das variaveis utilizadas no planejamento fatorial 2 para producéo

de tanase de Aspergillus melleus URM 5827 por Fermentacdo em Estado Solido
(FES).

Niveis
Variveis Inferior Central Superior
(-1) ) (+1)
Cs(g)? 5,0 7.5 10,0
Ui (%) ° 40 50 60
At (%) ° 0 1 2

& Cs- Concentragdo de substrato (g), ® Ui- Umidade inicial (%), 9 At- Acido tanico (%).
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Tabela 2. Selecdo de Aspergillus com potencial para produgéo de tanase utilizando

meio minimo Agar Czapek Dox contendo 0,5% de &cido tanico.

URM Linhagem @h dc It
1 1546  Aspergillus carbonarius 37 24 1,54
2 2803 A. niveus 15,7 10 1,57
3 3266 A. tamarii 23,5 13,4 1,75
4 3840 A. japonicus 31,2 29 1,07
5 3856  A.niger 38,9 21,2 1,83
6 3916 A.japonicus 35,6 28,5 1,24
7 4009 A.versicolor 14 8,5 1,64
8 4456 A. janus 28,9 14,5 1,99
9 4634 A.tamarii 25,5 14 1,82
10 4641 A. granulosus 17,8 14,5 1,22
11 4645 A.niger 31,2 20 1,56
12 4658 A. terreus 13 12 1,08
13 4924 A.phoenicis 34,5 245 1,40
14 4953 A. aculeatus 38 20 1,95
15 5012 A.carbonarius 51,2 24 2,13
16 5076 A.clavatus 13 8 1,62
17 5093 A.terreus 18,9 16,5 1,14
18 5620 A.japonicus 34,5 33,4 1,03
19 5654 A. niger var.awamori 36,7 28,5 1,28
20 5701 A.versicolor 11,2 45 2,48
21 5740  A.flavus 24,5 14,5 1,68
22 5741 A.niger 40 37,8 1,05
23 5751 A.japonicus 19 11,5 1,65
var.japonicus
24 5756 A.niger 41 33,4 1,22
25 5774 A.sydowiii 26,5 25,5 1,03
26 5778 A. parasiticus 28,9 15,5 1,86
27 5787 A.parasiticus 21,2 13,4 1,58
28 5791 A.flavus 19,2 11 1,74
29 5792 A.sclerotiorum 14,5 11,2 1,29
30 5793 A.flavus 22,3 17,5 1,27
31 5794 A.flavus 23,4 16,7 1,40
32 5827 A.melleus 13,4 45 2,97
33 5829 A.variecolor 15,6 15,5 1,00
34 5837 A.niger 38,9 28,5 1,36
35 5838 A.niger 33,5 28,5 1,17
36 5863 A.niger 34,5 30 1,15
37 5864 A.terreus 24,5 13,5 1,81
38 5865 A.parasiticus 26,7 15,6 1,71
39 5870  A.niveus 20,9 14,5 1,44
40 5930 A.niveus 32,3 24,5 1,31
41 5896 A.terreus 21,2 17,8 1,19
42 5860  A.sydowii 20,7 11,2 1,84

(1): Indice de produg&o de tanase = relagéo entre o (@h) didmetro do halo (mm) / (@c)

didametro da col6nia (mm).
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Tabela 3. Matriz experimental do planejamento fatorial 2% para a producéo de tanase

por Apergillus melleus URM 5827 através de Fermentagcdo em Estado Solido (FES).

utilizando sementes de achachairt (Garcinia humilis (Vahl) C. D. Adam).

Tanase
Ensaio Cs (g)* Ui (%)° At (%)" 24h 48h 72h 96h

U/gss Ul/gss U/gss U/gss

1 5 40 0 200,66 176,95 175,20 177, 85
2 5 60 0 118,58 131,23 130,87 178,16
3 10 40 0 171,81 259,65 248,35 209,60
4 10 60 0 143,62 187,05 158,85 238,13
5 40 2 207,64 289,99 217,15 275,12
6 60 2 224,69 452,55 179,49 180,64
7 10 40 2 243,37 218,45 212,27 251,09
8 10 60 2 225,90 220,85 186,30 262,48
9°¢ 7,5 50 1 195,13 251,38 243,31 214,67
10°¢ 7,5 50 1 220,95 279,64 204,98 224,08
11° 7,5 50 1 272,56 221,18 234,05 186,69
12° 7,5 50 1 284,88 258,84 193,44 192,62

Nota: Para tanase o tempo de cultivo é dado em horas. °Cs - Concentragédo de substrato (g), "Ui - Umidade inicial (%), At

- Acido tanico (%) e (C) — Ponto central. Todos os ensaios foram realizados a temperatura de 30°C.
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Figura 2. Purificacdo da enzima tanase de Aspergillus melleus URM 5827 em
sistema FPLC e SDS-PAGE. (A) Cromatografia em resina de excluséo molecular
Superdex-G75 através de protocolo de eluicdo com tampéo fosfato 0,1M, pH 5,5,
fluxo de 0,5mL/min, monitorado em 215nm. Peso molecular estimado através da
construcdo de uma curva de calibracdo utilizando os padrdes: Albumina (66kDa),
Ovoalbumina (45kDa), Inibidor de Tripsina (23kDa) e Lisozima (14kDa). (B) (1)
amostra obtida a partir de FPLC em concentragdes de (1) 30ug, (2) 15ug e (3) 10ug.
Os marcadores moleculares (SigmaMarker ™ alta gama, peso mol 36,000-200,000
Da): (A) miosina cardiaca porcina (200.000), (B) B-galactosidase de E. coli (116000),
(C) A fosforilase B, musculo de coelho ( 97000), (D) de albumina, de soro bovino
(66000), (E) desidrogenase glutamico, figado de bovino (55000), (F) de ovalbumina
de ovo de galinha (45,000), (G), da desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato,
musculo de coelho ( 36000).
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Figura 3. Efeito do pH 6timo (A), da temperatura 6tima e termoestabilidade (B) na
atividade da tanase purificada de Aspergillus melleus URM 5827. Todos os
resultados foram realizados em triplicata.
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Figura 4. Efeito de ions, surfactantes e inibidores de protease na atividade da
tanase purificada de Aspergillus melleus URM 5827.
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Figura 5. Cromatograma de tanase como uma abordagem potencial para a atividade
antioxidante do ch& verde. Experimento realizando utilizando a eliminagdo de
radicais livres pelo método DPPH. Todos os resultados foram obtidos em triplicatas.
Tempo de hidrélise de &cido tanico presente no cha verde foi avaliada e monitorada
pelo potencial antioxidante.
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For authors choosing OnlineOpen
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If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the
following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.aspand

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--
License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust
and members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to
publish your article under a CC-BY license supporting you in complying with Wellcome
Trust and Research Councils UK requirements. For more information on this policy and
the Journal's compliant self-archiving policy please
visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

2.7 Manuscript Referrals to the Open Access Journal Food Science & Nutrition
This journal works together with Wiley's open access journal, Food Science & Nutrition,
to enable rapid publication of good quality research that is unable to be accepted for
publication by our journal. Authors may be offered the option of having the paper, along
with any related peer reviews, automatically transferred for consideration by the Editor
of Food Science & Nutrition. Authors will not need to reformat or rewrite their manuscript
at this stage, and publication decisions will be made a short time after the transfer takes
place. The Editor of Food Science & Nutrition will accept submissions that report well-
conducted research which reaches the standard acceptable for publication. Food
Science & Nutrition is a Wiley Open Access Journal and article publication fees apply.
For more information, please go to www.foodscience-nutrition.com.

3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS
Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site. Go to
the journal home page and click on 'Online Submission'. The use of an online
submission and peer review site enables rapid distribution of manuscripts and
consequentially speeds up the review process. It also allows authors to track the status
of their own manuscripts. Complete instructions for submitting a paper are available
online and below.
Manuscript submission is a step-by-step process, and little preparation is required
beyond having all parts of your manuscript in an electronic format and a computer with
an Internet connection and a Web browser. Full help and instructions are provided on-
screen. As an author, you will be prompted for author and manuscript details and then to
upload your manuscript file(s).
To avoid postal delays, all correspondence is by e-mail. A completed manuscript
submission is confirmed by e-mail immediately and your paper enters the editorial
process with no postal delay. Your manuscript will have a unique manuscript number and
you can check the progress of your manuscript at any time by returning to the online
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submission site via the journal home page. When a decision is made, revisions can be
submitted online, with an opportunity to view and respond to all comments.
Peer review is also handled online. Referees are given full instructions and access to the
paper on the online submission site. The review form and comments are completed
online and immediately made available to the Editor-in-Chief.
Full instructions and support are available on the site and a user ID and password can be
obtained on the first visit. If you require assistance then click the Get Help Now link
which appears at the top right of every ScholarOne Manuscripts page. If you cannot
submit online, please contact the Editorial office.

3.1. Getting Started
» Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher,
Netscape 7.0, 7.1, or 7.2, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online
Submission Site via thejournal home page and click on 'Online Submission'.
e Log-in or click the 'Create Account' option if you are a firsttime user.

. If you are creating a new account.
- After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail information and click
‘Next'. Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'
- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail
address as your user ID), and then select your area of expertise. Click 'Finish'.
« If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on
the journals online submission system http://mc.manuscriptcentral.com/ijffst and enter
your e-mail address. The system will send you an automatic user ID and a new

temporary password.
» Log-in and select 'Author Centre.'
3.2. Submitting Your Manuscript

» After you have logged in, click the 'Submit a Manuscript' link in the menu bar.
» Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from
your manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.
* Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next
screen.

* You are required to upload your files.
- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.
- Select the designation of each file in the drop-down menu next to the Browse button.
- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.
» Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal. Click
the 'Submit' button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted
Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-
protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files
will be automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the
review process. The text and the figures should be uploaded as separate files. The text
file must contain the entire manuscript including title page, summary, keywords, text,



73

references, tables, and figure legends, but no embedded figures. Figure tags should be
included in the file. Manuscripts should be formatted as described in the Author
Guidelines below.

3.4. Blinded Review
[Version 1 (Single-blinded Review):]
All manuscripts submitted to the International Journal of Food Science & Technology will
be reviewed by at least two experts in the field. The International Journal of Food
Science & Technology uses single-blinded review. The names of the reviewers will thus
not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process
You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and
save it to submit later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted
Manuscripts' and you can click on 'Continue Submission' to continue your submission
when you choose to.

3.6. E-mail Confirmation of Submission
After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you
do not receive the confirmation e-mail after 24 hours, please check your e-mail address
carefully in the system. If the e-mail address is correct please contact your IT
department. The error may be caused by spam filtering software on your e-mail server.
Also, the e-mails should be received if the IT department adds our e-mail server
(uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.7. Manuscript Status
You can access ScholarOne Manuscripts any time to check your 'Author Centre' for the
status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has
been made.

3.8. Submission of Revised Manuscripts
Revised manuscripts must be uploaded within 1 month of authors being notified of
conditional acceptance pending satisfactory revision. Locate your manuscript under
‘Manuscripts with Decisions' and click on 'Submit a Revision' to submit your revised
manuscript. Please remember to delete any old files uploaded when you upload your
revised manuscript. Please also remember to upload your manuscript document
separate from your title page.

Correspondence regarding manuscripts should be sent by e-mail to the Editor-in-Chief.
General and IFST correspondence should be sent to:

Institute of Food Science and Technology
5 Cambridge Court
210 Shepherds Bush Road
London, W6 7NJ, UK

When preparing a manuscript, authors should refer to a recent issue of the Journal and
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follow the detailed instructions given below. Please keep a copy of the original
manuscript for reference. An e-mail acknowledging the online submission of a
manuscript will be sent by the Journal. Any material sent to the Editorial Office will not be
returned.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED
Original Papers: These are reports of substantial research less than 5000 words
equivalent, including tables, figures, references. Typically a table or figure is equivalent
to 150 words while photograph is equivalent to 300 words. These are guidelines only.
Original Articles should comprise:
(@) a concise Summary (fewer than 150 words) containing the main results and
conclusions;

(b) up to ten keywords that accurately identify the paper's subject, purpose and focus;
(c) an Introduction giving essential background but no subheadings; objectives must be
clearly stated;
(d) Materials and methods with sufficient full experimental detail (where possible by
reference) to permit repetition; sources of material must be given and statistical methods
must be specified by reference, unless non-standard;
(e) Results should be presented concisely, using well-designed tables and/or figures; the
same data may not be used in both; appropriate statistical data should be given. All data
must be obtained with attention to statistical detail in the planning stage. If a sufficiently
large number of replicates are not organized before the experiment is undertaken,
biological variation is not eliminated satisfactorily. As replicate design has been
recognised to be important to biological experiments for a considerable time, the Editor
has decided that any paper that appears not to have adequate mathematical treatment of

the data will be returned un-refereed;
(f) Discussion should cover the implications and conseqguences, not merely recapitulating
the results; conclusions should be concise;
(9) brief Acknowledgements;

(h) References as shown below.

Review Articles: (fewer than 6000 words) These are concise, critical but constructive
and conclusive topical accounts written for non-specialists. References must be in the
form shown below. A small honorarium may be given.

Letters to the Editor: These are brief comments on material published in previous issues;
they are published at the discretion of the Editor. They are the only items not subject to
multiple peer review.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE
Authors should very carefully consider the preparation of papers to ensure that they
communicate efficiently. Papers are much more likely to be accepted if they are carefully
designed and laid out, have few or no errors, are concise, and conform to the style and



75

instructions. They will also be published with much less delay than those that require
much scientific and editorial correction.

The Editor reserves the right to make literary corrections and to make suggestions to
improve brevity.

It is important that authors take care in submitting a manuscript that is written in plain
language and adheres to published guidelines (see the new Fowler's Modern English
Usage 3rd ed. Oxford: Clarendon Press, 1996; Hall G.M. How to write a paper. London:
BMJ Publishing, 1994).

Language: The language of publication is UK English. Authors for whom English is a
second language must have their manuscript professionally edited by an English
speaking person before submission to make sure the English is of high quality. An
English Language Editing Service is available. Ensure your paper is clearly written in
standard, scientific English language appropriate to your discipline. Visit our site to learn
about the options. Please note that using the Wiley English Language Editing Service
does not guarantee that your paper will be accepted by this journal.

5.1. Page Charge
From the 1st March 2007 all manuscripts submitted are subject to a charge of 100GBP
for each page in excess of seven printed journal pages (approximately 21 pages of
double-spaced typescript). The editor may decide to waive this charge in exceptional
circumstances.

5.2. Format
Standard Usage, Abbreviations and Units: Spelling and hyphenation should conform
to The Concise Oxford English Dictionary. Statistics and measurements should always
be given in figures, e.g. 10 min, except when the number begins a sentence. When the
number does not refer to a unit of measurement it should be spelt in full unless it is 100
or greater.

Abbreviations should be used sparingly and only if a lengthy name or expression is
repeated throughout the manuscript, and never in the title. The abbreviated name or
expression should be cited in full at first usage, followed by the accepted abbreviation in
parentheses.

Metric Sl units should generally be used except where they conflict with current practice
or are confusing. For example 1.5 | rather than 1.5 x 10° m?, or 3 mm rather than 3 x 10°
*m. Chemical formulae and solutions must specify the form used, e.g. anhydrous or
hydrated, and the concentration must be in clearly defined units. Common species
names should be followed by the Latin binomial (underlined) at the first mention. For
subsequent use the generic name should be contracted to a single letter if it is
unambiguous.

Main Text: Text files should be formatted double-spaced with no hyphenation and
automatic wordwrap (no hard returns within paragraphs). Please type the text
consistently e.g. take care to distinguish between '1' (one) and 'I' (lower case L) and '0'
(zero) and 'O’ (capital O), etc.
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5.3. Structure

All  manuscripts submitted to The International Journal of Food Science &
Technology should include:

Title Page: The title page should carry an informative title that reflects the content, a
running title (less than 46 characters including spaces), the names of the authors, and
the place(s) where the work was carried out. The full postal address plus e-mail address
of the indicated corresponding author must be given. Up to ten keywords or very brief
phrases must be given to aid data retrieval and indexing.

Graphical abstract - Please upload the Graphical Abstract as the first file in the
Manuscript. Please ensure that it is clearly sub-titled ‘Graphical Abstract.” The Graphical
Abstract should be designed to be read on-line in conjunction with the text abstract, it
should be approximately square, ideally in colour and should contain a high impact
Figure, Graph or Photograph that summarises the key findings of your research.

Summary  (or  Abstract), used in Original Papers  and Reviews:
Optimizing Your Abstract for Search Engines
Many students and researchers looking for information online will use search engines
such as Google, Yahoo or similar. By optimizing your article for search engines, you will
increase the chance of someone finding it. This in turn will make it more likely to be
viewed and/or cited in another work. We have compiled these guidelines to enable you to
maximize the web-friendliness of the most public part of your article.

Well written summaries attract both the general reader and the specialist and greatly
improve the impact of your paper. Summaries should give information specific to your
article and comprise short punchy sentences with an introduction of one or two
sentences followed by comparative data between treatments where interesting effects
were observed. This should be followed by concise conclusions.

Statistical Methods: Statistical methods used should be defined and, where appropriate,
supported by references. Useful statistical references are as follows:

Statistical Textbooks
Cochran, W.G., Cox, G.M. (1992).
Experimental Designs, 2nd edn. New York: Wiley.

Cox, D.R. (1992). Planning of Experiments. New York: Wiley.
Draper, N.R., Smith, H. (1998). Applied Regression Analysis, 3rd edn. New York: Wiley.
Sokal, R.R., Rohlf, F.J. (1994) Biometry, 3rd edn. San Francisco: W.H. Freeman.
Steel, R.G.D., Torrie J.H., Dickey, D. (1996). Principles and Procedures of Statistics.
McGraw-Hill.

General Papers
Chatfield, C. (1985). The initial examination of data. Journal of the Royal Statistical
Society A, 148, 214-253
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Preece, D.A. (1987). Good statistical practice. The Statistician, 36, 397-408.

Repeated Measures
Kenward, M.G. (1987). A method for comparing profiles of repeated
measurements. Applied Statistics, 36, 296-308.

Acknowledgements: please make these as brief as possible.

5.4. References
References follow the Harvard system of referencing. References in the text should cite
the authors' names followed by the date of their publication, unless there are three or
more authors when only the first author's name is quoted followed by et al. e.g. Smith et
al. (1999) or Jones and Smith (2000). Add a, b, c etc. to distinguish between two or more
references with the same author name and year date (e.g. Jones 1999a,b). References
at the end of the paper should be listed in alphabetical order with the title of the article or
book and the title of the journal given in full, as shown:
Bucky, A. R., Robinson, D.S. & Hayes, P. R. (1987). Enhanced deactivation of bacterial
lipases by a modified UHT treatment. International Journal of Food Science and
Technology, 22, 35-40.

Stone, H. & Sidel, J. L. (1985). Sensory Evaluation Practices. Pp. 56-59. Orlando, USA:
Academic Press.
Dubois, P. (1983). Volatile phenols in wines. In: Flavour of Distilled Beverages (edited by
J. R. Piggott). Pp. 110-119. Chichester, UK: Ellis Horwood.
Unpublished work must only be cited where necessary, and only in the text. Copies of
references in press in other journals must be supplied with submitted typescripts. It is
essential that all citations and references are carefully checked before submission, as
mistakes or omissions will cause delays.
References to material on the World Wide Web can be given, but only if the information
is available without charge to readers on an official site. Authors will be asked to provide
electronic copies of the cited material for inclusion on the International Journal of Food
Science and Technology homepage at the discretion of the Editors. The format of

citations is:
Beckleheimer, J. (1994). Online reference included in article [Internet document]
URLhttp://www.sample _url.bibliography/html. Accessed 01/04/2004.

The editor and publisher recommend that citation of online published papers and other
material should be done via a DOI (digital object identifier), which all reputable online
published material should have - see www.doi.org/ for more information. If an author
cites anything which does not have a DOI they run the risk of the cited material not being
traceable.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management
and formatting.

Reference  Manager reference styles can be searched for here:
www.refman.com/support/rmstyles.asp
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5.5. Tables, Figures and Figure Legends
Tables: Tables should be few in number, carefully designed, uncrowded, and include
only essential data. Each must have an Arabic number, e.g. Table 3, a self-explanatory
caption and be on a separate sheet. Vertical lines must not be used.

Figures: Figures should be submitted as separate files. Always include a citation in the
text for each figure using Arabic numbers, e.g. Fig. 3. Artwork should be submitted online
in electronic form. Detailed information on our digital illustration standards is available on
the Wiley-Blackwell websitehere. Approval for reproduction/modification of any material
(including figures and tables) published elsewhere should be obtained by the
authors/copyright holders before submission of the manuscript. Contributors are
responsible for any copyright fee involved.

Preparation of Electronic Figures for Publication
Although low quality images are adequate for review purposes, print publication requires
high quality images to prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (line
art) or TIFF (halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are
unsuitable for printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only)
should have a resolution of at least 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings)
in relation to the reproduction size (see below). Please submit the data for figures in
black and white or submit a Colour Work Agreement Form (see Colour Charges below).
EPS files should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).
For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: line art: >600 dpi; halftones (including gel photographs): >300
dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.
Further information can be obtained at Wiley-Blackwell's guidelines for
figures:http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting
it:www.authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must
be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain
these in writing and provide copies to the Publisher.
Colour Charges: It is the policy of the International Journal of Food Science &
Technology for authors to pay the full cost for the reproduction of their colour artwork.
Therefore, please note that if there is colour artwork in your manuscript when it is
accepted for publication, Wiley-Blackwell require you to complete and return a colour
work agreement form before your paper can be published. This form can be downloaded
as a PDF* from here.
* To read PDF files, you must have Acrobat Reader installed on your computer. If you do
not have this program, this is available as a free download from the following web
address:http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html

Once completed, please return the form to:

The Production Editor
International Journal of Food Science and Technology
Scientific Publishing Services P) Ltd No.

97, G.N. Chetty Road,
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T. Nagar,
Chennai 600 017.
Tamil Nadu, India.

e-mail: ijffs@wiley.com

Any article received with colour work will not be published until the form has been
returned.

Figure Legends: Self-explanatory legends of all figures should be included separately
under the heading 'Legends to Figures'. In the full-text online edition of the journal, figure
legends may be truncated in abbreviated links to the full screen version. Therefore, the
first 100 characters of any legend should inform the reader of key aspects of the figure.
6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the
Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1. Proof Corrections
The corresponding author will receive an e-mail alert containing a link to a website. A
working e-mail address must therefore be provided for the corresponding author. The
proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site.
Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
downloaded (free of charge) from the following
website: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . Further instructions will be
sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address is available; in
your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to retrieve the
proofs.

Proofs must be returned to the Production Editor within three days of receipt.

As changes to proofs are costly, we ask that you only correct typesetting errors.

Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the
publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in their
work, including changes made by the copy editor.

6.2. Early View (Publication prior to Print)
The International Journal of Food Science & Technology is covered by Wiley-Blackwell's
Early View service. Early View articles are complete full-text articles published online in
advance of their publication in a printed issue. Early View articles are complete and final.
They have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final
corrections have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be
made after online publication. The nature of Early View articles means that they do not
yet have volume, issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the
traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows
the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication,
the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access the article.

6.3. Author Services
Online production tracking is available for your article through Wiley-Blackwell's Author
Services. Author Services enables authors to track their article - once it has been
accepted - through the production process to publication online and in print. Authors can
check the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key
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stages of production. The author will receive an e-mail with a unique link that enables
them to register and have their article automatically added to the system. Please ensure
that a complete e-mail address is provided when submitting the manuscript.
Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on online production
tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation,
submission and more.
For more substantial information on the services provided for authors, please see Wiley-
Blackwell Author Services

6.4. Author Material Archive Policy
Please note that unless specifically requested, Wiley-Blackwell will dispose of all
hardcopy or electronic material submitted two months after publication. If you require the
return of any material submitted, please inform the editorial office or production editor as
soon as possible.

6.5. Offprints and Extra Copies
Free access to the final PDF offprint of your article will be available via Author Services
only. Please therefore sign up for Author Services if you would like to access your article
PDF offprint and enjoy the many other benefits the service offers. Additional paper
offprints may be ordered online. Please click on the following link, fill in the necessary
details and ensure that you type information in all of the required
fields: offprint.cosprinters.com/cos/bw/main.jsp?SITE ID=bw&FID=USER HOME PG

If you have queries about offprints please e-mail offprint@cosprinters.com

Note to NIH Grantees: Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted
version of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed Central upon
acceptance. This accepted version will be made publicly available 12 months after
publication. For further information, seewww.wiley.com/go/nihmandate




