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RESUMO

A investigacao biotecnoldgica, acompanhada da aplicacdo das enzimas, tem
sido realizada em microrganismos para a produgédo de enzimas para fins industriais.
Entre estas enzimas, as fosfatases, responsaveis por hidrolisar ésteres e anidridos
de &cido fosforico, e as fitases microbianas, que catalisam a hidrélise do fitato (mio-
inositol hexaquisfosfato) em mio-inositol e fosfato inorganico, tém sido amplamente
utilizadas em diferentes setores como, por exemplo, em experimentos de biologia
molecular e na alimentacdo animal. De acordo com o pH o6timo de reacédo, as
fosfatases séo divididas em alcalinas (EC 3.1.3.1) e acidas (EC 3.1.3.2). As fitases
sdo enzimas que também pertencem a classe das fosfatases, hidrolisando, no
entanto, de forma especifica, o acido fitico. Em recentes trabalhos, o fungo
filamentoso Rhizopus microsporus var. microsporus apresentou potencialidade na
producdo de fosfatases e fitases. Diante disto, este estudo visou a producado, a
purificacdo e caracterizacdo da fosfatase e da fitase alcalina produzidas por R.
microsporus var. microsporus. No processo de otimizacdo em Fermentagao
Submersa (FSbm), a maior producédo enzimatica foi em meio Khanna com 0,4 mM
de KH,PO3 e adicionado de 0,5% de farinha de centeio por 76 h, 32°C, pH 6,3, a 100
rpm. Em colunas cromatograficas, a fosfatase alcalina foi purificada 10 vezes e com
recuperacao de 13%, e a fitase alcalina foi purificada 86 vezes com recuperacao de
167%. A massa molecular nativa da fosfatase e da fitase alcalinas produzidas por R.
microsporus var. microsporus foi de 122,7 e 55,5 kDa, respectivamente. A fosfatase
alcalina purificada apresentou temperatura 6tima de atividade de 45°C e pH 6timo de
8,5, mantendo sua atividade catalitica acima de 60% nas temperaturas de 40 e 45°C
por até 210 min. Manteve sua atividade acima de 50% em pH alcalinos por até 24
horas. A fitase alcalina purificada apresentou temperatura e pH étimos de atividade
de 65°C e 9,5, respectivamente. A fitase alcalina manteve sua atividade enzimatica
acima de 60% nas temperaturas de 65, 70 e 80°C por 270 min. Apés incubacédo da
fitase em valores de pH alcalinos por 3 horas, houve aumento da atividade
enzimatica em até 50%. A fosfatase teve sua atividade aumentada na presenca de
0,4 mM de FeCls, e melhor hidrolisou o substrato p-nitrofenilfosfato, seguido pelo
ATP. O K, para a fosfatase alcalina utilizando o substrato p-nitrofenilfosfato na
auséncia e na presenca de FeCl; foi 0,449 mM e 0,382 mM, respectivamente. Para a
fitase alcalina o K, foi 0,413 mM utilizando fitato de sédio como substrato. Deste
modo, a fosfatase e a fitase alcalinas produzidas por R. microsporus var.
microsporus foram co-purificadas e bioquimicamente caracterizadas, evidenciando-
se importantes caracteristicas de ambas as enzimas possibilitando, assim, futuras
aplicacdes industriais.

Palavras-chave: Rhizopus. Fermentagdo submersa. Fosfatase alcalina. Fitase
alcalina.



ABSTRACT

Biotechnological research, accompanied by the application of enzymes, has
been carried out in microorganisms for production of enzymes for industrial purposes.
Among these enzymes, microbial phosphatases, responsible for hydrolyzing
phosphoric acid esters and anhydrides, and phytases, which catalyzes the hydrolysis
of phytate (myo-inositol hexaquisphosphate) in myo-inositol and inorganic
phosphate, have been widely used in different sectors as, for example, in molecular
biology experiments and in animal feed. According to the optimum reaction pH,
phosphatases are divided into alkaline (EC 3.1.3.1) and acidic (EC 3.1.3.2). Phytases
are enzymes that also belong to the class of phosphatases, however, hydrolyzing
phytic acid. In recent works, the filamentous fungus Rhizopus microsporus var.
microsporus presented potential for production of phosphatases and phytases. In
view of this, this study aimed at the production, purification and characterization of
phosphatase and alkaline phytase produced by R. microsporus var. microsporus. In
the optimization of Submerged Fermentation (FSbm), the highest enzymatic
production was in Khanna medium with 0.4 mM KH,;PO3; and added with 0.5% rye
flour for 76 h, 32°C, pH 6.3, at 100 rpm. In chromatographic columns, alkaline
phosphatase was purified 10 folds and recovered at 13%, and alkaline phytase was
purified 86 folds with recovery of 167%. The native molecular mass of alkaline
phosphatase and phytase produced by R. microsporus var. microsporus was 122.7
and 55.5 kDa, respectively. The purified alkaline phosphatase had an optimum
temperature of 45°C and optimum pH of 8.5, maintaining its catalytic activity above
60% at temperatures of 40 and 45°C for up to 210 minutes. It maintained its activity
above 50% in alkaline pH for up to 24 h. Purified alkaline phytase presented optimum
temperature and pH of activity of 65°C and 9.5, respectively. Alkaline phytase
maintained its enzymatic activity above 60% at temperatures of 65, 70 and 80°C for
270 min. After phytase incubation in alkaline pH for 3 hours, enzymatic activity
increased by up to 50%. Phosphatase had increased activity in presence of 0.4 mM
FeCls, and better hydrolyzed the substrate p-nitrophenylphosphate, followed by ATP.
The K, for alkaline phosphatase using the substrate p-nitrophenylphosphate in the
absence and presence of FeCl; was 0.449 mM and 0.382 mM, respectively. For
alkaline Phytase, the K, was 0.413 mM using sodium phytate as substrate. Thus,
alkaline phosphatase and phytase produced by R. microsporus var. microsporus
were co-purified and biochemically characterized, evidencing important
characteristics of both enzymes, thereby, possibilities of future industrial applications.

Keywords: Rhizopus. Submerged fermentation. Alkaline phosphatase. Alkaline
phytase.
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1 INTRODUGCAO
1.1 Reino Fungi

Estima-se que existam de 1,5 a 5,1 milhBes de espécies pertencentes ao
Reino Fungi que, apesar de sua diversidade, sdo pouco conhecidas devido a agéo
antropica e predatoria no meio ambiente, causando assim, prejuizo imensuravel para
0 equilibrio ecoldgico, além de tornar o possivel potencial biotecnoldgico dessas
espécies desconhecido e inutilizavel para as futuras geracdes (BLACKWELL, 2011).
O Reino Fungi é formado por seres eucariotos, heterotrdficos, unicelulares ou
multicelulares e micro ou macroscoépicos (BENNETT, 1998). Morfologicamente, sédo
divididos em trés grupos: as leveduras, que séo unicelulares, apresentando forma
oval ou esférica, reproduzem-se assexuadamente por brotamento e podem formar
pseudohifas (cadeia de células formada apOs vérias divisdes); os fungos
filamentosos, que apresentam células alongadas e ramificadas chamadas de hifas; e
os dimorficos, que podem existir em ambas as morfologias, dependendo das
condicbes de crescimento, principalmente da temperatura (JAMES et al., 2006). Os
fungos podem ocorrer em associacdo com outras espécies, como micorrizas e
liquens, e também podem ter vida livre ou atuar como patdgenos em plantas e
animais. Sua nutricAo pode ser feita através de enzimas, onde 0s nutrientes
liberados pela acédo destas moléculas sobre o substrato sdo absorvidos através da
parede e da membrana celular (BLACKWELL, 2011).

1.1.1 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos, ou fungos carnosos, apresentam seu talo (corpo)
composto por filamentos longos de células conectadas entre si, denominados de
hifas. Entre os fungos filamentosos, as hifas podem ser divididas em septadas, que
contém paredes cruzadas denominadas de septos, dividindo-as em diferentes
unidades celulares uninucleadas; e em cenaociticas, que ndo apresentam septos e
sdo constituidas por células multinucleadas alongadas, e apenas sao encontradas
em poucas classes de fungos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A reproducdo desses microrganismos pode ser tanto assexuada quanto
sexuada pela formacédo de esporos, que sdo produzidos nas hifas aéreas, ou

também chamadas de hifas reprodutivas (JAMES et al., 2006). Em sua reproducéo
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assexuada, os esporos sdo formados por mitose. J& a reproducdo sexuada, €
constituida de trés etapas: plasmogamia, ocorrendo a fusdo dos citoplasmas das
células envolvidas, onde o nucleo haploide da célula doadora (+) entra no citoplasma
da célula receptora (-); a cariogamia, fase em que os nucleos (+) e (-) se fundem,
formando um ndcleo zigoto diploide; e a meiose, que h& formacdo de um nucleo
haploide, onde alguns podem ser recombinantes genéticos dos nucleos formadores
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Entre as principais espécies estudadas para fins biotecnoldgicos, pode-se ci-
tar as do género Penicillium, Trichoderma, Fusarium, Rhizopus e Aspergillus
(BENNETT, 1998; JAMES et al., 2006). Essas linhagens podem produzir diversas
classes de moléculas que podem possuir atividades hormonais, antibidticas, antitu-
morais, antifingicas, citotdxicas, antivirais, imunossupressoras e antiparasitarias,
entre outras (SANCHEZ; DEMAIN, 2002). As enzimas estdo entre as moléculas de

maior interesse biotecnolégico produzidas por fungos.

1.2 Enzimas

As enzimas tém propriedades cataliticas usadas, direta ou indiretamente, pelo
homem ha milhares de anos, e sua utilizagdo € associada a histéria da Grécia, onde
se utilizavam enzimas de microrganismos no processo de producdo de cervejas,
gueijos, bebidas alcodlicas e no processo de panificacdo (BHALLA et al., 2013).
Porém, em meados do século XIX, houve uma expansado na sua area de aplicagéo,
levada pela busca por biocatalizadores com propriedades novas e melhoradas
(FISCHLECHNER et al., 2014). Desde entdo, o emprego destes catalizadores no
setor alimenticio e farmacéutico vem crescendo exponencialmente (ORLANDELLI et
al., 2012). Grande parte das enzimas sdo proteinas com fungbes cataliticas
especificas, aumentando a velocidade em que as reacBes atingem o equilibrio
(SAID; PIETRO, 2002).

Atualmente, sdo encontradas 7270 enzimas diferentes registradas no banco
de dados BRENDA (TECHNISCHE UNIVERSITAT BRAUNSCHWEIG, 2017) de
acordo com o sistema de nomenclatura da IUBMB, o qual considera o tipo de reagéo
que catalisada por cada enzima, dividindo-as em seis classes (Tabela 1)(NELSON;
COX, 2013).
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Tabela 1 - Classificagdo internacional de enzimas

Nome da classe

Classe n° . Tipo de reacéo catalisada
de enzimas
. Transferéncia de elétrons (ions hidridos ou ato-
1 Oxidorredutases : .
mos de Hidrogénio)
2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise (transferéncia de grupos

funcionais para a agua)

Clivagem de C-C, C-O, C-N ou outras ligacdes
4 Liases por eliminac&o, rompimento de ligacdes duplas
ou anéis, ou adicao de grupos a ligacdes duplas.

Transferéncia de grupos dentro de uma mesma

5 Isomerases . : ) .
molécula produzindo formas isoméricas

6 Ligases Formacéo de ligacdes C-C, C-S, C-O

Fonte: Nelson e Cox (2013).

1.2.1 Fontes de enzimas e potencialidade biotecnoldgica

As enzimas com potencial de aplicacdo biotecnoldgica podem ser de origem
vegetal, animal ou microbiana. Dentre as enzimas de origem vegetal, pode-se citar a
bromelina (utilizada na sintese de farmacos digestiveis), papaina (utilizada no
amaciamento da carne e na producdo de algumas cervejas), e as a e 3-amilases
(aplicadas na maltagem de bebidas destiladas). Quanto as enzimas de origem
animal pode-se citar a pancreatina e pepsina, que sao utilizadas em medicamentos
digestivos. Algumas enzimas produzidas por animais sao pouco utilizadas na
indastria, pois, algumas delas, podem ser substituidas por similares de origem
microbiana, que sdo de mais facil obtencdo, podem ser produzidas em maior
guantidade, mais rapidamente, e utilizando substratos baratos como residuos
agroindustriais. Entre as enzimas de origem microbiana encontram-se, por exemplo,
as esterases e lipases (aplicadas na fabricacdo de queijos, alterando o sabor)
(BENNETT, 1998; YEDGAR; COHEN; SHOSEYOV, 2006; LI, S. et al., 2012;
ORLANDELLI et al, 2012). Contudo, as enzimas disponiveis na natureza,
geralmente, ndo sdo adequadas para aplicacdes industriais devido as condi¢cdes dos
processos fermentativos que, muitas vezes, requer o uso destas em condi¢oes
extremas (FISCHLECHNER et al., 2014).
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1.2.2 Obtencdo de enzimas através do processo de fermentacédo

Com relagdo a producdo, as enzimas microbianas podem ser obtidas
utilizando-se a fermentacdo em substrato solido (FSS) e a fermentacdo submersa
(FSbm). A FSS é utilizada para microrganismos que crescem sobre madeira, palha e
outros residuos florestais ou subprodutos agricolas, sendo utilizada principalmente
para fungos filamentosos. Esse tipo de fermentacédo tem como vantagem a auséncia
de formagdo de espuma, menor demanda de energia, simplicidade do meio e
facilidade no controle de contaminagdo proporcionada pela baixa quantidade de
agua livre no sistema (USTOK; TARI; GOGUS, 2007). A FSbm é a mais comum no
ambito industrial, pois proporciona alta eficiéncia na producdo de enzimas e
praticidade, dispensando tratamentos sofisticados de filtragdo, aeracdo, controle de
temperatura e homogeneizacao do meio (NOROUZIAN et al., 2006).

1.2.3 No comércio e industria

Quando o foco é a producdo de enzima de interesse industrial, os fungos
filamentosos tém se destacado, pois podem produzir enzimas que possuem alta
especificidade e que podem ser utilizadas em pequenas quantidades, tornando seu
estudo interessante sob o ponto de vista biotecnologico (SANT'ANNA JUNIOR,
2001).

O comércio de enzimas propicia altas despesas, fazendo com que as
industrias explorem maneiras de obter uma producdo economicamente viavel como,
por exemplo, utilizando substratos com baixo custo (LI, S. et al., 2012).
Microrganismos que possam crescer em residuos agroindustriais como o bagaco de
cana de acUcar e bagaco de laranja, produzindo enzimas com aplicacfes
biotecnolégicas sdo o foco de diversos estudos (GAIND; SINGH, 2015).

Entre os principais produtos que atualmente utiliza-se enzimas em alguns de
seus processos industriais, pode-se citar: a producédo de polpas (JIMENEZ et al.,
1999), papel (NGUYEN, D. et al., 2008), tratamento do couro (KANDASAMY et al.,
2012), detergentes (SAEKI et al., 2007), alimentos (CONTRERAS et al.,, 2011),
bebidas (OKAMURA-MATSUI et al., 2003), ragdes animais (LI, S. et al., 2012),
farmacos (WOODLEY, 2008), produtos quimicos (GAVRILESCU; CHISTI, 2005),
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cosméticos (LODS et al., 2000), biodiesel (HERNANDEZ-MARTIN; OTERO, 2008) e
téxteis (LI, S. et al., 2012).

1.3 Fosfatases

Dentre as enzimas de interesse biotecnoldgico, pode-se citar as fosfatases
(EC 3.1.3). Estas enzimas estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas tanto em organismo procariotos quanto em eucariotos (GUIMARAES et
al., 2004), sendo responsaveis por hidrolisar ésteres e anidridos de &cido fosforico
liberando fosfato inorganico (WANG; HOULTON; FIELD, 2007) (Figura 1). Séo
descritos na literatura diferentes mecanismos de hidrélise e especificidades ao
substrato de acordo com o pH 6timo da enzima (BERNARD et al., 2002;
GUIMARAES et al., 2003).

Figura 1 - Reacéo catalisada pela acéo da fosfatase.
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Fonte: Autor

De acordo com o pH o6timo de reacdo, as fosfatases sdo divididas em
alcalinas (EC 3.1.3.1) e acidas (EC 3.1.3.2). As formas acidas podem hidrolisar o
monoester-O-substituido de acido fosforotibico, produzindo alcool e 4&cido
tiofosforico, sugerindo que o atomo de oxigénio € o radical e o fosfato € necessario
para essa reacdo ocorrer (HOLLANDER, 1971), enquanto as alcalinas podem
hidrolisar o monoester-S-substituido de acido fosforotidico, junto com a ligacdo S-P,
produzindo ortofosfato e o correspondente tio-alcool, e, devido sua capacidade de
hidrolisar em pH alcalino, podem atuar sobre ATP, ADP, AMP, p-nitrofenil fosfato,
glicose-6-fosfato, glicose-1-fosfato, gliceraldeido-3-fosfato e pirofosfato (SIMAO et
al., 2007). Outra classificacdo também é utilizada para as fosfatases, dividindo-as
em fosfatase alcalina, fosfatase acida de alta massa molecular (maior que 90 kDa),
fosfatase acida de baixa massa molecular (menor que 50 kDa), fosfatase &cida
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purpura (metaloenzima, ou seja, enzima associada a um metal de transi¢cdo) e V-
proteino-fosfatase (MULLANEY; ULLAH, 2003).

Desta forma, sdo fundamentais para diversos processos biolégicos como
assimilacdo de fésforo, sinalizacdo celular e metabolismo intermediario. No solo,
guando os niveis de fosfato inorganico livre estdo baixos, ela € responsavel pela
mineralizacdo do fosfato organico (AOYAMA et al., 2003). A hidrdlise do fosfato no
solo é predominantemente mediada por microrganismos, e, mesmo com a presenca
de fosfatases e fitases produzidas por plantas, as fosfatases acidas produzidas por
esses microrganismos atuam no solo mais eficientemente para obtencao de fésforo
(TARAFDAR et al., 2001).

O fésforo € um macronutriente encontrado em todos os organismos, fazendo
parte de diversas moléculas vitais, como o DNA, RNA, os fosfolipidios, a lectina,
caseina, além de integrar membranas celulares, estruturas 6sseas e moléculas de
ATP (NELSON; COX, 2013). Este elemento também atua na regulagéo da atividade
de diversas enzimas e coenzimas, além de possuir funcdo tamponante quando
presente no meio intracelular e participar da fosforilagdo da glicose (IDADE et al.,
2001).

Este nutriente é essencial tanto para 0 crescimento quanto para o
desenvolvimento dos seres vivos, sendo, nos animais, o segundo mineral mais
abundante na composicao dos tecidos vivos, onde 80% do fésforo compdem dentes
e 0SS0Ss, e o restante esta distribuido entre os fluidos e outros tecidos (VIEIRA et al.,
2009). Quando armazenados nos 0ssos, atua como reserva de fosforo, atendendo
as exigéncias nutricionais do organismo (IDADE et al., 2001). Nas plantas, depois do
nitrogénio, o fosforo é o segundo principal nutriente limitante para o crescimento
vegetal, participando de seu metabolismo (HOLFORD, 1997).

O fosforo presente no solo é encontrado, em maior concentragdo, na forma de
fosfato de inositol, seguido pelos fosfolipidios com ligacfes diéster, acidos nucleicos,
e outros ésteres de fosfato (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; RHEINHEIMER;
ANGHINONI; KAMINSKI, 2000). O fésforo presente nos fosfolipidios e acidos
nucleicos é facilmente mineralizavel em sua forma inorganica (H,POy), 0 que facilita
a decomposicéo destes compostos. Por outro lado, o fosfato de inositol interage com
0s nutrientes inorganicos do solo, dificultando a mineralizacdo do fésforo presente
devido sua alta carga residual (SCHUMACHER; CECONI; SANTANA, 2004),
tornando-o insoltvel e indisponivel para as plantas (LOPEZ-BUCIO, 2002).
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Entre diversas aplicacdes, as fosfatases alcalinas tém destaque na area
clinica, pois sdo encontradas nos tecidos humanos, notadamente na mucosa
intestinal, figado, tdbulos renais, baco, ossos e placenta (MOTTA, 2000). Testes
clinicos com esta enzima s&o utlizados para identificar doencas e realizar
tratamentos especificos, tais como: o diagnostico e monitoramento de cancer
prostatico, particularmente, da forma metastizada (LI, J. et al., 2006). Além disso,
estd intimamente ligada a calcificacdo dos ossos e a ativacdo da producédo de
células NK que podem causar regressdo tumoral; também sdo utilizadas em
experimentos de clonagem removendo grupos fosfato das extremidades 5 das
moléculas de DNA (Figura 2), impedindo que os vetores de DNA digeridos por

endonucleases de restricdo voltem a recircularizar (KAWADA et al., 2003).

Figura 2 - Mecanismo de acao da fosfatase alcalina sobre a extremidade 5’ do DNA.
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Fonte: Adaptado de Keogh et al. (2006).

Entre os microrganismos produtores de fosfatases pode-se citar a bactéria
Mycobacterium tuberculosis (SALEH; BELISLE, 2000) e os géneros Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium e Enterobacter (WHITELAW, 2000), além dos fungos Aspergillus
fumigatus (BERNARD et al., 2002), Scytalidium thermophilum (GUIMARAES et al.,
2001), Aspergillus caespitosus (GUIMARAES et al., 2004), Humicola grisea var.
thermoidea (BUAINAIN et al., 1998), Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis
(GUIMARAES et al., 2006), Trichoderma harzianum (LEITAO et al., 2010) e
Rhizopus microsporus var. microsporus (SATO et al., 2014). Este dltimo demonstrou

sua eficiéncia na producéo de fitases e fosfatases (SATO, 2015).



32

1.4 Fitases

Outra enzima de interesse industrial é a Myo-inositol hexaquisfosfato
fosfohidrolase (EC 3.1.3.8 e EC 3.1.3.26), também conhecida como fitase, que €&
uma enzima pertencente a classe das fosfatases que hidrolisam o acido fitico em

myo-inositol e ortofosfato inorganico (Figura 3) (SELLE et al., 2000).

Figura 3 — Reacdo catalisada pela fitase.
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Fonte: Adaptado de Selle et al. (2000).

As fitases sdo divididas em trés grupos: as HAP (histidina fosfatase acida),
BPP (B-hélice fitase) e PAP (fosfatase acida purpura) (MULLANEY; ULLAH, 2003).
As HAP constituem 0 grupo que possui maior niumero de representantes, sendo
caracterizada pela presenca de uma sequéncia conservada no sitio ativo composta
por sete aminoacidos (RHGXEXP) e um dipeptideo cataliticamente ativo
(His***Asp®®?) (WYSS et al., 1999). As BPP ndo possuem dipeptideo cataliticamente
ativo e sdo dependentes de Ca?" para serem ativas e termorresistentes, e as PAP
sdo metaloenzimas, ou seja, contém um ou mais ions metélicos em sua estrutura
(MULLANEY; ULLAH, 2003).

O numero de enzimas descritas como sendo fitases vem aumentando.
Entretanto, nem todas apresentam estruturas similares ou degradam o fitato pelo
mesmo mecanismo. Desta forma, a variedade de propriedades cataliticas e
conformacdes das enzimas refletem em diferentes métodos de conversdo do acido
fitico (LEI; PORRES, 2011).

O fitato, ou acido fitico, € a maior forma de armazenamento de fosforo (P) na
maioria das plantas, graos de cereais e sementes oleaginosas (PANDEY et al.,
2001). Este é composto por seis grupamentos fosfatos ligado a uma molécula com

seis carbonos (Figura 4), e apresenta diversas funcdes fisiologicas nas plantas,
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como o armazenamento de fosforo e cations que, apds a germinagdo da semente,

fornece matéria-prima para a formacao da parede celular (SAKAI et al., 2015).

Figura 4 - Estrutura do acido fitico.
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Fonte: FARUSI (2007).

O acido fitico é, nos alimentos, uma molécula carregada negativamente,
conferindo-lhe o potencial de formar complexos com cations, como Zn*?, Fe*?, Fe*?,
Mg*? e Ca*?, (RAVINDRAN et al., 2001; COWIESON; ACAMOVIC; BEDFORD, 2006)
e proteinas, desde que estas estejam acima do pH isoelétrico (LEAL et al., 2010).

Desta forma, o fitato apresenta caracteristica antinutricional para animais
monogastricos, ja que nao produzem fitases, ligando-se aos nutrientes, impedindo a
completa absorcéo dos nutrientes (MUDGE; SMITH; RICHARDSON, 2003), além de
interagir com a amilase, diminuindo a energia metabolizavel da racdo animal (SELLE
et al., 2000).

As fitases sdo naturalmente encontradas em plantas e microrganismos, sendo
estes fontes promissoras para sua producdo, com destaque para os fungos. Entre os
microrganismos produtores de fitase, pode-se citar as espécies de bactérias,
principalmente, dos géneros Bacillus e Pseudomonas (GRAMINHA et al., 2008),
leveduras como Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Torulopsis candida,
Debaryomyces castelii, Kluyveromuces fragilis e Schwanniomyces castellii
(DVORAKOVA et al., 1997), além dos fungos filamentosos como Aspergillus sp., A.

ficuum e A. niger que sao utilizados para obtencao destas enzimas. O principal fungo
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para producdo de fitase é o Aspergillus niger, que vem sendo empregado na
industria desde 1991 (SELLE; RAVINDRAN, 2008).

Atualmente, a fitase € acrescida na racdo animal, principalmente de suinos e
frangos, permitindo um melhor aproveitamento do Aacido fitico ali presente,
aumentando a disponibilidade de fésforo e diminuindo a necessidade de
suplementacdo com outras fontes inorganicas de fésforo, atendendo assim, a
demanda nutricional desses animais (SELLE; RAVINDRAN, 2008; LEIl; PORRES,
2011; PARK; LEE; CHO, 2012; SATO et al.,, 2014). O uso da fitase permite a
reducdo de 20 a 50% do fosforo excretado, minimizando o impacto ambiental
causado pela atividade agropecuaria (YADAV; TARAFDAR, 2003).

Além de a industria utilizarem as fitases para aumentar a biodisponibilidade
de minerais em ra¢des animais, o uso de fosfatos provindos da hidrélise do mio-
inositol apresenta efeitos terapéuticos tanto aos animais quanto aos humanos,
diminuindo o risco de doencas cardiovasculares (ANDERSON et al., 1999),
reduzindo a formacao de calculos renais (URBANO et al., 2000) e varios tipos de
canceres (SHAMSUDDIN, 2002). Além disso, a fitase pode ser interessante para a
industria de papel, pois os residuos liberados apresentam alto teor de fitato, e com a
remocdo do &cido fitico presente nas plantas, minimizaria o impacto ambiental
causado pelo fitato liberado nos efluentes e no solo, pois este se liga a matéria

organica, dificultando sua decomposicado (KEROVUO et al., 2000).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa foi selecionar uma linhagem fangica capaz de
produzir fosfatase e fitase alcalinas, purificando-as e caracterizando-as

bioguimicamente.

2.2 Objetivos Especificos

e Screening dos potenciais fungos filamentosos produtores de fosfatase e fitase
alcalinas;

e Selecionar a espécie com maior producao fosfatasica alcalina;

e Padronizar as melhores condi¢des de cultivo para producédo de fosfatase alca-
lina em fermentacdo submersa;

e Purificar a fosfatase e fitase alcalinas obtidas;

e Caracterizar bioquimicamente ambas as enzimas.

e Determinar os parametros cinéticos da fosfatase e fitase alcalinas.



36

3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de
Microbiologia e Biologia Celular do Departamento de Biologia na Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP — USP). A Figura 5 descreve

simplificadamente os procedimentos realizados no presente trabalho.



Figura 5 - Esquema simplificado dos experimentos realizados neste trabalho.
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3.1 Microrganismos utilizados e selecdo das linhagens produtoras de

fosfatases e fitases

A selecdo (screening) das linhagens fungicas com capacidade de produzir
fosfatases e fitases foi realizada entre as linhagens Aspergillus niveus, Aspergillus
flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus phoenicis, Aspergillus
caespitosus, Aspergillus versicolor, Trichoderma sp. e Rhizopus microsporus var.
microsporus, além das espécies Aspergillus niger ANG18 e Aspergillus fumigatus
CAS21 isolados de plantas da Caatinga, depositadas na micoteca do Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras, USP, de Ribeirdo Pre-
to/SP.

3.2 Manutencdo dos microrganismos no laboratorio

Os repiques das culturas fungicas foram feitos a cada 30 dias em tubos de
ensaio contendo 10 mL do meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) previamente
autoclavado a 121°C, 1,5 atm por 30 minutos, e posteriormente inclinados a
temperatura ambiente para solidificacdo. As linhagens foram incubadas em estufa
por um periodo de 6 a 8 dias a 30°C. Apds esse periodo, foram armazenadas em

refrigerador a 4°C até a utilizacao.

3.3 Preparo da suspensao de esporos

A partir das culturas armazenadas, a suspensao de esporos foi obtida através
da adicdo de 10 mL de agua destilada estéril em cada tubo, sendo realizada a
raspagem da superficie do meio contendo o microrganismo com o auxilio de uma
alca de platina, submetendo-o0 a agitagao manual. A contagem de esporos por mL da
suspensao foi realizada em camara de Neubauer, padronizando-se o in6culo com a

concentracéo de 10° esporos/mL de meio de cultivo.

3.4 Producéo de fosfatases e fitases em fermentagcdo submersa (FSbm)
A fermentacdo submersa foi inicialmente conduzida em 25 mL de meio
Khanna (KHANNA et al., 1995), contidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL, com pH

ajustado para 6,0, adicionados de farinha de centeio (1-2% m/v) como fonte
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adicional de carbono. Os meios foram previamente autoclavados a 121°C a 1,5 atm
por 30 minutos e depois inoculados com suspenséo de esporos (10° esporos/mL de
meio), sendo posteriormente incubados a 30°C sob agitacdo orbital de 100 rpm, por
24-96 horas. Todos os experimentos foram feitos em duplicata bioldgica, ou seja,
duplicata de experimentos utilizando repiques diferentes da mesma linhagem.

3.5 Obtencédo das enzimas em FSbm

As culturas provindas da fermentacdo em meio Khanna foram filtradas a
vacuo em funil Bichner, obtendo-se um filtrado livre de células e o micélio. O filtrado
foi dialisado contra agua destilada a 4°C por 24 horas, e utilizado para determinacéo
da atividade enzimatica extracelular. O micélio foi macerado em graal de porcelana
em banho de gelo adicionando-se areia previamente tratada com &cido nitrico,
seguida da adicdo de &gua, e centrifugada a 10000xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi entdo utilizado para determinacdo da atividade enzimatica

intracelular.

3.6 Determinacgéo da atividade enzimatica

3.6.1 Atividade p-nitrofenilfosfatasica

Foi determinada descontinuamente, utilizando-se como substrato o p-nitrofenil
fosfato (Figura 6) a 2,5 mM em tampéo acetato de sédio 100 mM, pH 5,0 para a
atividade fosfatasica acida e tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 para a atividade
fosfatasica alcalina. O meio reacional foi composto por 100 uL do substrato
dissolvido em solugéo tampé&o e 100 pL de amostra enzimatica. A mistura de reagéo
foi mantida a 40°C por diferentes intervalos de tempo (10 e 20 minutos). A reacgao foi
interrompida pela adicdo de 2,0 mL de solucéo saturada de tetraborato de sodio. As
absorbancias foram obtidas em A=405 nm. Uma unidade de atividade enziméatica (U)
foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar um
micromol de substrato por minuto nas condi¢des de ensaio. A atividade especifica foi
expressa em U/mg de proteina. Nos experimentos foram incluidos controles com a
enzima inativada, obtida com a adicao prévia da solucéo tetraborato de sddio antes

da adicdo da amostra enzimatica no meio reacional, para identificar a hidrolise nédo
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enzimatica do substrato e todos os ensaios foram realizados em triplicata para o

célculo do erro padréo.

Figura 6 - Acéo da fosfatase alcalina sobre o p-nitrofenil fosfato
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Fonte: Autor baseado em Stanford et al. (2014).

3.6.2 Atividade fitasica

A atividade fitasica foi determinada mediante adaptacdo da metodologia
descrita por Gulati et al. (2007) com modificacbes, sendo o meio reacional composto
por 50 yL de amostra enzimatica incubada com 50 yL da solucao de acido fitico
(dodecasédico hidratado, CgHeNa.04P6.H-O Sigma®) a 1% (m/v) dissolvido em
tampédo de acetato de sédio 200 mM, pH 5,5 para atividade &cida e tampéao Tris-HCI
200 mM, pH 8,0 para a atividade alcalina. Apés 30 minutos de reacdo na
temperatura de 55°C, foram adicionados 100 pL de acido tricloroacético (TCA) 15%
para interromper a reagdo e 300 yL de agua destilada em cada tubo de ensaio.
Posteriormente, foram adicionados 900 pyL do reagente cromogénico, composto por
acido sulfarico 0,76 M, acido ascorbico 10% e molibdato de aménio 2,5% (3:1:0,5
vIvVIV) e, posteriormente, incubados a 50°C por 20 minutos. Apos os tubos esfriarem,
foi feita a leitura em espectrofotdbmetro a A=820 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi determinada e expressa como a quantidade de enzima necessaria
para liberar um pmol de fosfato por minuto nas condicbes de ensaio. A atividade
especifica foi expressa em U/mg de proteina. Nos experimentos foram incluidos
controles com a enzima inativada para identificar a hidrélise ndo enzimatica do
substrato e todos os ensaios foram realizados em triplicata para o calculo do erro

padrao.
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3.7 Quantificacdo de proteina

A quantificacdo de proteinas foi realizada como descrito por Bradford (1976),
utilizando albumina de soro bovino (20-200 ug) como padréo e foi expressa como
mg de proteina por mL de amostra. Todos os ensaios foram realizados em triplicata

para o calculo do erro padrao.

3.8 Influéncia de diferentes fontes adicionais de carbono na producéao

enzimatica

Foram utilizados, a fim de melhorar a producdo fosfatasica, carboidratos,
como amido, avicel, dextrose, lactose, maltose, pectina, rafinose, sacarose, trealose,
triptose, xilana e xilose, residuos agroindustriais (bagaco de cana-de-acgUcar, casca
de mandioca e farelo de trigo), entre outras fontes (soja moida, chéa preto, farinha de
centeio), todos acrescentados na proporcao de 1% (m/v) no meio de cultivo, além de
um ensaio sem fonte adicional de carbono.

Posteriormente, a producdo enzimética nas melhores fontes adicionais de
carbonos foi analisada em fungéo do tempo de cultivo, variando de 24 a 96 horas.
Uma vez determinado o periodo para a maior produ¢do enzimatica para cada fonte
adicional testada, o efeito da concentracdo (0,5% a 4% (m/v)) destas no meio foi
analisada. No caso do bagaco de cana-de-acucar utilizado, doado por um
microempreendedor na cidade de Ribeirdo Preto/SP, o mesmo foi inicialmente
lavado com &gua destilada diversas vezes até que todo o acucar redutor fosse
retirado, este foi quantificado a cada lavagem pelo método de DNS (MILLER, 1959).
Posteriormente, foi seco em estufa de circulagdo de ar por 24 horas, moido em
moinho de facas no Instituto de Quimica da UNESP/Araraquara com peneira de 30
mesh, e depois levado ao laboratério de Microbiologia da USP-Ribeirdo Preto/SP
para realizacao dos experimentos.

Depois, foi analisada a influéncia de uma segunda fonte adicional de carbono,
dextrose, no meio de cultivo, sendo adicionada em diferentes concentracdes
variando de 0,05 a 5 mM, onde o controle foi realizado sem a adicdo da segunda

fonte de carbono.
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3.9 Influéncia de diferentes meios de cultivo na producédo fosfatidsica em
FSbm

Com o objetivo de melhorar a producao de fosfatase alcalina extracelular por
R. microsporus var. microsporus, foram testados cinco diferentes meios de cultivo,

0S quais estdo descritos a seguir:

Meio Khanna (KHANNA et al., 1995)

e Solucdo de sais de Khanna [20X]........ccooiiiiiiiiiiiiieieiiiieee e 5,0mL
O NHINOG. ..o 2,09
O KH2PO 4 i 1,39
0 MOSO4THO. ..o e 0,362g
O KOG e 0,098¢g
0 ZNSO4H20......i i 0,007g
0 MNSO4H20. ... e 0,0138g
0 Fe2(S04)3.6 HoO..oviiiiiee e 0,00669
0 CUSOLS5 HoOoiiiieie e e 0,0062g
o Agua destilada 0.S.p.....ccvevereeiieieiee e, 100mL
o EXtrato de [eVedUra...........cooviiiiiiiieeee e 0,19
L Vo U E= e L1 11 F=To =W TR T 100mL

Meio Czapek (WISEMAN, 1975)

L 1= 1 L 2T 0,39
0 KHOPO e et 0,1g
®  MOSO4.7 HoO e e 59
0 K ettt ettt 0,059
0 FE(S08)3.7 HoO oot ee e et ee et ee e e 0,001g
o EXtrato de leVedura..........ccooiviiiiiiiiii e 0,19
o AQUA dESHIA0A .S Pueveeeeeeeeeeee et 100mL

Meio SR (RIZZATTI et al., 2001)

o  SOIUGAO de SIS SR [20X]...evruurrrerreriiieieeeeeees s 5,0mL
O MgSO47 [ Y TR 0 249



0 KH2PO g oo 0,39
O NHAHoPO 4cun 1,0g
o Agua destilada 0.8.p...c.ccvveveeeieiieeeeeeeee e 100mL
PEPIONA. .. 0,02¢g
Extrato de levedura..............uuuuiiiiiiiii i e 0,45g
Agua destilada 0.S.P.....cveeeeieeeeeeieeeeee e 100mL

Meio NBrip (NAUTIYAL, 1999)

MOC12:6 HaO oo e 1,0g
Kl e et e 0,2g
MOSO4.7 HoO e 0,25g
(NH) 2SO0 1,0g
AQUa deSHIA0A G.S. P eee ettt 1,0L

Meio Mineral (COSTA et al., 2008)

L - T O 0,19
@ NHUC L oo e 0,39
@ KHoP O ettt 0,29
®  MOSO4.7 HoO ittt 0,1g
o Agua destilada g.S.Pu..cveeeeieeeee et 100mL
Meio Vogel (VOGEL, 1964)
e Solugéo de sais de Vogel [SOX]....uuuuurmiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 2,0mL
o Citrato de sodio pentahidratado................cccoeceiiiiiinninnnee. 1,59
O KH2PO 4 i 2,59
O NHINO ... 1,09
O MQOSO4.7 HoO e 0,19
0 CaCla2 HoO. it 0,05¢g
o Agua destilada 0.S.p...c.cviveeveieriere i 100mL
e  SOIUGEOD de DIOtING.......cciiiiiiiiiiiiii e 20pL
O BIOtINGA....ciiiiiiiiiie 0,05g
o = = 1 [0 ] I 0 100mL
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e Solucéo de tracos de elementos...........eeeveiiiiiieeieee e 0,5mL
0 ACIHO CItHICO. HoO ettt 59
0 ZNSO4T HoOouiiiiiii e 59
0 Feas(NH4)2 .(SO04)2.6 HoO oo, 1g
O CUSOLSE HaO ..o 0,259
O H3BO3u e, 0,05g
O MNSO4HO. .. 0,05¢g
0 NazM0O4.2 HoO..ooiiiiii e 0,05¢g
O ClOrOfOrMIO.....ccieeie et e 1mL

o Agua destilada 0.S.P.....eiveceeeeiieieiecie e e 100mL

3.10 Influéncia da adicdo de fosfato de potassio monobésico na producao

enzimatica

Com o proposito de avaliar o efeito da adicdo de KH,POs; na producédo
enzimatica, o composto foi retirado da formulacdo do meio Khanna. Posteriormente,
foram adicionadas, separadamente aos frascos Erlenmeyer, diferentes
concentracbes de fosfato de potassio (0,05 a 5 mM) no meio de cultura. Como

controle, foi adotado o meio de cultivo ausente desse composto.
3.11 Planejamento experimental

Para otimizacdo das condicbes de cultivo do fungo filamentoso R.
microsporus var. microsporus em FSbm para producdo da fosfatase alcalina, foi
realizado um planejamento experimental utilizando um delineamento composto
central rotacional (DCCR), considerando trés fatores (k = 3; temperatura, pH e tempo
de cultivo), com duplicata no ponto central por bloco (n; = 6), em trés niveis (n=3)
adicionados de pontos axiais. Nas condi¢cdes descritas anteriormente, o0 DCCR foi
preparado em duplicata (2 blocos) utilizando o software STATISTICA® verséo 12.5

da empresa StatSoft, Inc., como apresentado na Tabela 2:
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Tabela 2 - Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR) para 3 fatores, 3 niveis e duplicata no

ponto central por bloco.

ReBIIOi((:jaetas Temperatura (°C) pH Tempo de Cultivo (h)

2 25 (-1) 4 (-1) 72 (-1)

2 25 (-1) 4 (-1) 120 (+1)
2 25 (-1) 8 (+1) 72 (-1)

2 25 (-1) 8 (+1) 120 (+1)
2 35 (+1) 4 (-1) 72 (-1)

2 35 (+1) 4 (-1) 120 (+1)
2 35 (+1) 8 (+1) 72 (-1)

2 35 (+1) 8 (+1) 120 (+1)
2 30 (0) 6 (0) 96 (0)

2 21,18 (-a) 6 (0) 96 (0)

2 38,81 (+a) 6 (0) 96 (0)

2 30 (0) 2,47 (-a) 96 (0)

2 30 (0) 9,52 (+a) 96 (0)

2 30 (0) 6 (0) 53,66 (+a)
2 30 (0) 6 (0) 138,33 (+a)
2 30 (0) 6 (0) 96 (0)

a=1,6329.

A equacao do modelo matematico proposto com o planejamento experimental

foi formulada de acordo com a equagéo 1:

Equacdo 1: Modelo matemético para o resultado do delineamento composto central rotacional.

Yi=Bo+ B1a+ B2b + Bsc+ B11a* + Bazb* + B33c? + Brzab + Bizac + Basbe + g

Onde a, b, e ¢ sdo as variaveis referentes aos fatores; o Bo (ponto de
intersegao), os B, B2, B3 (referentes aos efeitos lineares), os B11, B2, Pas (referentes
aos efeitos quadraticos) e 0s B12, P13z € P23 (referentes aos efeitos de interacédo dupla)
sao coeficientes de regressao obtidos pelo método de minimos quadrados; e € € o

erro experimental correspondente a y (atividade especifica).
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3.12 Purificacdo da fosfatase e fitase alcalina em FSbm

O filtrado extracelular foi submetido ao processo de purificagdo em coluna
cromatografica de troca idbnica DEAE-Celulose (2 x 12 cm), previamente equilibrada
em tampdao Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. A enzima foi eluida mediante a aplicacdo de um
gradiente linear de NaCl (0 a 500 mM) no mesmo tampéao, com vazao ajustada para
0,9 mL/min. As fracbes coletadas (3 mL/fracdo) foram monitoradas a 280 nm em
espectrofotdmetro e submetidas a avaliacdo da atividade fosfatasica alcalina como
descrito anteriormente (item 3.6.1). As fracOes que apresentaram atividade
fosfatasica foram reunidas em um unico pool e dialisadas overnight por 24 h contra
agua destilada a 4°C. Posteriormente, foram liofilizadas, ressuspensas em solucao
tampéao Tris-HCI 10 mM pH 7,5 adicionado de 500 mM de NaCl e, entdo, aplicada
em coluna cromatogréfica de exclusdo molecular Sepharose CL-6B (1 x 70 cm)
previamente equilibrada e eluida com o mesmo tampdao. A vazao foi ajustada para
0,3 mL/min e as fragcbes coletadas (1 mL/fracdo) que apresentaram atividade
fosfatasica foram reunidas em um dnico pool, assim como as que apresentaram
atividade fitasica, como ja descrito no item 3.6.2, que foram reunidas em outro pool.
As amostras foram dialisadas contra agua (4°C) por 24 horas. Posteriormente, as
amostras obtidas das colunas cromatograficas DEAE-Celulose e Sepharose CL-6B
foram dialisadas e aplicadas em eletroforese em condicbes desnaturantes, como

descrito a seguir.

3.13 Eletroforese em condi¢bes desnaturantes (SDS-PAGE)

As amostras purificadas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, montado entre placas de vidro, em condi¢cdes desnaturantes (SDS-
PAGE 12%) (LAEMMLI, 1970), utilizando-se a fonte de alimentacdo PowerPac™
BIO-RAD® ajustada para 100 V e 40 mA. Apds a corrida eletroforética, o gel foi
removido das placas de vidro e as bandas proteicas coradas com Coomassie Blue
Silver G-250 (CANDIANO et al., 2004), Como marcador de massa molecular, foi
utilizado o Precision Plus Protein “Kaleidoscope” Standards (BIO-RAD®) com massa

molecular variando de 10 a 250 kDa.



47

3.14 Determinacdo da massa molecular

As massas moleculares nativas da fosfatase e fitase foram determinadas
utilizando amostras proteicas dialisadas contra agua (4°C) por 24 horas, liofilizadas e
ressuspensas em 2 mL de tampéo Tris-HCI 10 mM pH 7,5 adicionado de 500 mM de
NaCl, sendo, posteriormente, aplicadas em coluna cromatografica de excluséao
molecular Sepharose CL-6B (1 x 70 cm), nas condi¢des ja citadas no item 3.9. Como
marcador de massa molar foram utilizados [(-amilase (200 kDa), alcool
desidrogenase (150 kDa) e albumina de soro bovino (66 kDa). O volume livre da

coluna (Vo) foi de 53 mL, determinado com Blue Dextran 2000.

3.15 Caracterizacao Bioquimica

3.15.1 Determinacdo da temperatura 6tima de reacdo e termoestabilidade

para a atividade fosfatasica e fitasica

O ensaio de determinacdo da temperatura Otima de atividade para as
fosfatases foi realizado em diferentes temperaturas (30°C a 60°C) e para a
determinacdo da temperatura Otima de atividade fitdsica, a reacdo enzimética foi
conduzida em temperaturas variando de 30°C a 70°C. A estabilidade térmica da
fosfatase foi realizada a 40°C, 45°C, 50°C e 60°C, e da fitase a 50°C, 60°C, 65°C,
70°C e 80°C. Em diferentes intervalos de tempo (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120,
150, 210, 280 minutos), foram retiradas aliquotas da enzima incubada, mantidas em
banho de gelo e, depois, ensaiadas para atividade enzimatica como ja descrito (item
3.6.1e3.6.2).

3.15.2 Determinacdo do pH 6timo de reacédo e estabilidade ao pH para a ati-

vidade fosfatasica e fitadsica

Para a determinagdo do pH otimo de atividade fosfatasica foram utilizadas as
seguintes solugdes: tampao acido citrico 100 mM (pH 3,0 a 4,0), tamp&o acetato de
sédio 100 mM (pH 4,5 a 6,5) e tampéao Tris-HCI 100 mM (pH 7,5 a 9,0). Para a
atividade fitasica, a influéncia do pH reacional foi avaliada utilizando-se solucéo

tampao acido citrico 100 mM (pH 2,5 a 7,0), solucao tampéao Tris-HCI 100 mM (7,5 e
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8,0) e solugdo &cido boérico 100 mM (pH 8,5 a 10,0). A estabilidade da fosfatase e
fitase quanto ao pH foi verificada incubando-se essas enzimas em valores de pH
variando de 3 a 10, armazenadas em camara fria (4°C). As amostras enzimaticas
foram adicionadas na proporcédo de 1:1 (v/v) e ap6s diferentes periodos de tempo (O,
0,5 1, 3, 6, 12 e 24 horas), foram retiradas aliquotas (100 uL) e a atividade

enzimatica residual foi determinada como ja descrito no item 3.6.1 e 3.6.2.

3.15.3 Efeito de diferentes compostos na atividade fosfatasica e fitasica al-

calina

O efeito de compostos quimicos sobre a atividade fosfatasica e fitasica (item
3.6.1 e 3.6.2, respectivamente) foi determinado adicionando-se diferentes composto
na mistura reacional, como: sais (AgNOg3, BaCl,, CaCl,, CoCl,, CuCl,, CuSQO,, FeCls,
Fex(S0O4)3, HYCly, KCI, KH,POy4, KI, MgCl,, MgSO4, MnCl,, MNSQO,4, NaBr, NaCl, NaF,
NaNOs, NH4Cl, NH4F, NH4NOj3;, Zn(NO3), e ZnSO,), B-mercaptoetanol, ureia,
glicose, SDS e EDTA na concentracédo final de 1 mM e 5 mM; 0,01% e 0,02% (v/v)
para os detergentes Triton X-100 e Tween-20, e 1% e 2% (v/v) para os solventes

organicos metanol, acetona, acetonitrila, etanol, isopropanol e n-butanol.

3.15.4 Hidroélise de diferentes substratos

Para analisar a hidrélise de diferentes substratos frente a fosfatase alcalina
purificada, foram utilizados os substratos B-Glicerofosfato, ATP, acido Fitico, D-
frutose-6-fosfato, D-glicose-1-fosfato, D-glicose-6-fosfato, p-nitrofenilfosfato. Para
guantificar a atividade enzimatica da fosfatase alcalina, foi utilizado o método
descrito por Heinonen e Lahti (1981), onde o meio reacional foi composto por 225 uL
de 4gua ultrapura, 200 uL de tampao Tris-HCI (100 mM) pH 8,5, 25 uL de amostra
enzimatica e 50 uL do substrato na concentracgao final de 2,7 mM. Apés 15 minutos
em banho-maria a 45°C, a reacéo foi interrompida com a adigao de 500 uL de TCA
20%. Posteriormente, 500 pyL do ensaio anterior foi utilizado para determinar a
atividade enzimética com o acréscimo do reagente cromogénico, preparado no
momento da reacdo, composto por 3,09 mL de Molibdato de amoénio, 34,7 mL de
acido sulfarico concentrado e agua destilada até completar o volume de 250 mL. Os

ensaios foram agitados em agitador tipo Vortex, e adicionado de 1000 uL de
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Acetona, agitado novamente e depois adicionado 500 uL de acido citrico (0,4 M).
Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi determinada e expressa como a
quantidade de enzima necessaria para liberar um pmol de fosfato por minuto nas
condi¢cdes de ensaio. Nos experimentos foram incluidos controles com a enzima
inativada para identificar a hidrolise ndo enzimética do substrato e todos os ensaios

foram realizados em triplicata para o calculo do erro padrao.
3.15.5 Determinacdo das constantes cinéticas

A constante de Michaelis-Menten (K,), velocidade maxima (Vmax), constante
de renovacédo (keat) € a razao kea/Km foram determinados para a fosfatase e fitase
purificada, utilizando seus respectivos substratos, o p-NPP (em concentragdes finais
de 0,1 a 2,5 mM) e fitato (em concentracdes finais de 0,1 a 4,5 mM final). Os valores
de Km e Vimax foram determinados com auxilio do software SigrafW® (LEONE et al.,
2005). A atividade fosfatasica e fitasica foi determinada como descrito no item 3.7.1.

e 3.7.2., respectivamente.
3.15.6 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Bioestat
versdo 5.3, considerando-se trés repeticbes. Foram realizados testes de
homocedasticidade, de normalidade dos erros, andlise de variancia e teste de Tukey

para comparacao das medias com intervalo de confianca de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecédo da linhagem produtora de fosfatases e fitases

Como pode-se observar na Tabela 3, o microrganismo Aspergillus flavus
destacou-se como melhor produtor de fosfatase acida intracelular (23 U/mg de
proteina), sendo de 4 a 6,5 vezes superior aos demais e 7,5 vezes maior que a
forma extracelular. Além disso, para forma extracelular, as producdes enzimaticas
por Aspergillus carbonarius, Aspergillus fumigatus e Rhizopus microsporus var.
microsporus foram estatisticamente semelhantes entre si e superiores aos valores
observados para as demais linhagens, sendo cerca de 2,7 vezes maior que a obtida
com Aspergillus flavus.

Os fungos do género Aspergillus sdo amplamente estudados devido a
producédo de diversas enzimas, incluindo-se as espécies A. carbonarius (GARGOVA;
SARIYSKA, 2003), A. phoenicis (NASCIMENTO, 2011) e A. flavus (GAIND; SINGH,
2015), que ja foram pesquisados quanto a sua capacidade de producao de fosfatase
acida e fitase. Ja o fungo R. microsporus var. microsporus, apesar da existéncia de
trabalhos citando a presenca de fosfatases dentro da célula (SATO, 2015), nédo foi
caracterizado especificamente em relacdo a sua producdo de fosfatases acidas e
alcalinas extracelular.

Com relacdo a producao fosfatasica alcalina, o fungo A. flavus foi o melhor
produtor da forma intracelular (8,28 U/mg de prot.), valor este 2,1 vezes maior se
comparado ao fungo com menor producao (A. carbonarius). Por outro lado, a baixa
producao da forma extracelular mostra que, possivelmente, esta linhagem mantém a
maior parte de suas fosfatases no interior da célula ou essas enzimas presentes no
meio intracelular podem ser enzimas, armazenadas no interior de vesiculas, com
destino extracelular em via de secrecdo. Com relacdo a enzima extracelular alcalina,
os fungos A. fumigatus e R. microsporus var. microsporus como melhores
produtores (4,86 U/mg de prot. e 5,18 U/mg de prot., respectivamente), sendo a

producao 2,4 e 2,6 vezes maior que a observada para o fungo A. flavus.
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Tabela 3 - Atividade especifica da fosfatase acida e alcalina em FSbm por diferentes linhagens de

fungos filamentosos.

Fosfatase Acida

Fosfatase Alcalina

Fungos (U/mg de prot.) (U/mg de prot.)
Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular
A. carbonarius 5,39%+1,23 8,31"+0,35 4,00°+0,24 4,16%+0,08
A. flavus 23,00°+1,01 3,025+0,09 8,285+0,33  2,00°+0,06
A. fumigatus 3,98%+0,13 8,20"+1,39 7,96°+0,61 4,86°+0,11
A. phoenicis 4,09"+0,63 6,16+0,02 6,36°+0,06  3,91°+0,00
A. terreus 3,47"+0,11 5,53°+0,21 4,43"+0,34 3,48°+0,26
R. microsporus 452°4076  7,48°+111 6244106 5,185+0,71

var. miCI’OSpOYUS

FSbm em meio Khanna suplementado com 1% de farinha de centeio, por 72 horas sob agitacdo
orbital de 100 rpm, pH 6,0, a 30°C. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com a tabela anteriormente apresentada, o fungo A. flavus possui
potencial para producdo de enzimas intracelulares, acidas e alcalinas, pois, segundo
Khan e colaboradores (2010), a maior parte das enzimas produzida por este
microrganismo encontra-se dentro de vacuolos no interior da célula, e também
associada na parte interna da membrana plasmatica. A utilizacdo de enzimas
intracelulares ainda é inviavel em escala industrial, devido ao processo adicional
necessario para retirada desta proteina, no caso, a ruptura das células. Quanto as
enzimas extracelulares alcalinas, dois fungos se destacaram, A. fumigatus e R.
microsporus var. microsporus. Considerando a existéncia de diversos trabalhos
guanto a capacidade de producéo de fosfatases e fitases pelo género Aspergillus,
optou-se por trabalhar com o fungo R. microsporus var. microsporus, o qual ja foi
indicado como bom produtor de fosfatases e fitases acidas (SATO et al., 2015). De
acordo com o trabalho publicado por Guimarées e colaboradores (2006) e Howsom
e Davis (1983), os fungos R. microsporus var. oligosporus, R. oryzae, R. oligosporus
e R. stolonifer sdo bons produtores de fosfatases, demonstrando que o género
Rhizopus tem grande potencial a ser estudado quanto a estas enzimas.

Considerando a melhor producdo de fosfatase alcalina (5,18 U/mL), bem
como indicios da presenca de uma atividade fitasica alcalina (SATO, 2015), o
microrganismo R. microsporus var. microsporus foi escolhido para dar continuidade

ao estudo, em comparagdo com outras linhagens fungicas disponiveis no laboratorio
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de Microbiologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras, USP, de Ribeirdo
Preto/SP.

Na Tabela 4, nota-se que a producdo extracelular de fitase pela maioria dos
microrganismos testados, com excecéo do A. caespitosus e A. niveus, foi superior a
intracelular, o que é interessante uma vez que o0 processo mecanico de lise celular
torna-se desnecessério. Considerando a forma intracelular, o fungo A. niveus foi o
maior produtor (7,71 U/mg de prot.), sendo seguido por A. fumigatus (6,37 U/mg de
prot.). Pode-se observar também que A. fumigatus e A. terreus foram os maiores
produtores da forma extracelular (20,6 U/mg de prot. e 19,4 U/mg de prot., respecti-

vamente), sendo seguida por R. microsporus var. microsporus e A. niger.

Tabela 4 - Producéo de fitase alcalina em FSbm por diferentes linhagens de fungos filamentosos.

Atividade Especifica (U/mg de prot.)

Fungos
Intracelular Extracelular I Total (Intra+Extra)

A. caespitosus 2,69F+2,13 0,88°+0,88 3,58%F+3,02
A. flavus 0°+0,0 3,17°+1,48 3,17°F+1,48
A. fumigatus 6,37°+0,31 20,68"+1,01 27,05"+1,32
A. niger 0°+0,0 10,155+3,33 10,15%+3,33
A. niveus 7,71%+0,88 0°+0,0 7,71°+0,88
A. phoenicis 0P+0,0 3,34°+0,58 3,345+0,58
A. terreus 0°+0,0 19,41%%+45 57 19,41°8+5 57
A. versicolor 1,52°+0,43 4,75%+0,99 6,27°P+1,42
R. microsporus 226%+0,00  13,99%+0,0 16,25+0,0

var. microsporus

Trichoderma sp. 0,78°°+0,78  3,68°#0,68 4,47°%+1,46
FSbm utilizando meio Khanna suplementado com farelo de centeio 2% (m/v) por 72 horas, pH 6,0
a 30°C sob agitacéo orbital (100 rpm). Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

As linhagens de Aspergillus sdo amplamente estudadas quanto a sua capa-
cidade de produzir inUmeras enzimas, incluindo a fitase (SELLE; RAVINDRAN,
2008), porém o fungo Rhizopus microsporus var. microsporus ainda foi pouco carac-
terizado quanto a producao de fitase alcalina secretada para o meio extracelular e,
por este motivo, foi selecionada esta linhagem. Existem poucos relatos na literatura
com referéncia a producdo de fitase alcalina por fungos filamentosos como, por
exemplo, as observadas para A. fumigatus, A. flavus (GAIND; SINGH, 2015) e R.
microsporus var. microsporus (SATO et al., 2015). Entretanto, nenhum estudo apro-

fundado no que diz respeito a caracterizacdo destas enzimas foi realizado. A produ-
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¢céo de fitase alcalina tem sido relatada também entre bactérias como no caso de
Pseudomonas sp. (SELVAMOHAN et al., 2012).

4.2 Efeitos de diferentes fontes adicionais de carbono na producéo de

fosfatase alcalina em FSbm

De forma geral, os microrganismos quebram moléculas de carbono com alta
massa molecular em pequenas moléculas através de processos metabdlicos,
convertendo-as em aminoacidos, nucleotideos, vitaminas, carboidratos, acidos
graxos, para posteriormente transforma-las em proteinas, coenzimas, &cidos
nucleicos, peptidoglicanos, polissacarideos e lipidios (SANCHEZ; DEMAIN, 2002).
Selecionado o fungo R. microsporus var. microsporus como melhor produtor de
fosfatase alcalina extracelular, analisou-se a producdo enzimatica na presenca de
diferentes fontes de carbono adicionadas ao meio de cultivo.

Desta forma, na Tabela 5 podemos observar que a farinha de centeio
favoreceu a maior producédo fosfatasica intracelular (13,81 U/mL) sendo 21 vezes
maior que o meio sem fonte adicional de carbono, e alta atividade especifica em
relacdo as demais fontes (51,63 U/mg de prot.), sendo seguida pela producédo obtida
com a adicdo de soja moida (10,25 U/mL). Considerando a anato-fisiologia do
microrganismo e 0 método de obtengdo da enzima intracelular, quando as células
fungicas foram maceradas, obteve-se ndo somente as enzimas que atuam no
interior da célula, mas também aquelas que estavam no citosol sendo direcionadas
para sair da célula e, possivelmente, com a extensdo do tempo de cultivo, estas
enzimas poderiam ser secretadas para 0 meio externo sendo quantificadas no
filtrado extracelular, e ndo como amostra intracelular (WISEMAN, 1975).

As atividades especificas identificadas para os meios com adicdo de lactose e
sem adicdo de fonte de carbono provém do baixo crescimento do microrganismo,
ndo sendo possivel a quantificacdo de proteinas, devido a baixa absorbancia (0,004
e 0,001, respectivamente) obtida.
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Tabela 5 - Influéncia das fontes adicionais de carbono utilizadas na producéo de fosfatase alcalina

intra e extracelular em FSbm por R. microsporus var. microsporus.

Fonte adicional de

Carbono Intracelular Extracelular

(1% (m/v)) Atividade Atividade Atividade Atividade
Fosfatasica Especifica Fosfatasica  Especifica

(U/mL) (U/mg prot.) (U/mL) (U/mg prot.)

Amido (Maisena) 0,22+0 3,13+0,00 0,13+0,06 0,15+0,07
Avicel 2,43+0,03 2,90+0,03 2,65%0,03 6,98+0,08
Bagaco de Cana 1,72+0,06 14,82+0,55 5,63+0,32 9,04+0,51
Casca de Mandioca  2,84+0,09 13,27+0,45 0,70+0,03 0,80+0,03
Cha Preto 1,95+0,57 14,78+4,37 2,13£0,25 3,26%0,39
Dextrose 1,40+0,32 5,96+1,36 6,59+0,19 11,01+0,32
Farelo de Trigo 8,31+0,51 24,01+1,48 0,68+0,06 0,68+0,06
Farinha de Centeio 13,81+0,51 51,63+1,92 4,56+0,86 3,25+0,61
Lactose 1,20+0,03 ND* 1,65+0,09 3,65%0,00
Maltose 1,06%0,03 14,13+0,42 2,27+0,06 2,98+0,08
Pectina 4,36x0,06 26,15+0,38 0,25+0,03 0,62+0,08
Rafinose 0,77%0,06 8,76x0,72 2,95+0,25 6,01+0,52
Sacarose 3,00+0,06 6,43+0,13 2,72+0,19 7,53+0,53
Soja Moida 10,25+0,03 19,49+0,06 0,90+0,32 0,43+0,15
Trealose 0,18+0,06 1,60%£0,56 0,43+0,03 0,68+0,05
Triptose 0,84+0,96 8,61+0,98 7,97£0,16 6,43%0,12
Xilana 0,52+0,03 5,03+0,31 0,00+0,00 0,00+0,00
Xilose 1,09+0,12 6,30+0,74 0,59+0,06 1,45+0,15

Sem fonte adicional 0,65+0,03 ND* 1,56%0,16 3,80+0,00

Cultivo em FSbm no meio Khanna, por 72 horas sob agitacdo orbital de 100 rpm, pH 6,0, a 30°C.

*ND = N&o determinado. Os valores de proteinas totais ndo puderam ser determinados.

Com relacao a forma extracelular, pode-se observar que os maiores niveis de
producdo enzimatica foram obtidos com a adicdo do acgucar triptose (7,97 U/mL),
sendo cinco vezes maior se comparado ao meio sem fonte adicional de carbono,
seguido por dextrose (6,59 U/mL), bagaco de cana de acucar (5,63 U/mL) e farinha
de centeio (4,56 U/mL). A atividade especifica obtida com bagaco de cana de acucar
(9,04 U/mg de prot.), foi menor que a observada com a adicdo de dextrose (11,01
U/mg de prot.), que foi 2,9 vezes superior ao meio sem adicdo de carbono. Foi
superior também ao obtido com a adicdo de avicel (6,98 U/mg de prot.), sacarose
(7,53 U/mg de prot.) e demais fontes de carbono.

Na presenca de amido, casca de mandioca, farelo de trigo, pectina, soja

moida, trealose e xilose, a producdo enziméatica foi extremamente reduzida. Em meio
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adicionado com xilana, a producgéo fosfatasica extracelular foi inexistente, diferindo
do observado por Guimardes e colaboradores (2003) para o fungo Aspergillus
caespitosus que apresentou maior producdo extracelular com esta fonte de carbono
(5,4 U/mL).

Um ponto importante a se analisar antes da escolha da fonte adicional de
carbono é a disponibilidade desta para o pesquisador e seu custo no mercado, pois
a busca por fontes de carbono com reduzido valor comercial e alta disponibilidade
onde o microrganismo possa crescer e produzir os metabdlitos desejados, torna a
pesquisa mais aplicavel no ambito cientifico e industrial (CARVALHO et al., 2006). O
bagaco de cana de acucar € um substrato em alta disponibilidade devido a producéo
alcooleira e acucareira, o qual € gerado em toneladas e descartado no meio
ambiente sem nenhum tipo de tratamento, causando impacto ambiental (CARDONA
et al., 2010).

Considerando a producéo fosfatasica alcalina extracelular (U/mg de proteina),
a influéncia do tempo de cultivo na producdo enzimatica utilizando dextrose e
sacarose, as quais proporcionaram alta atividade, bem como o agro residuo bagaco
de cana-de-acUcar, que alavancou a producdo enzimatica, foi analisada.
Considerando que o uso da farinha de centeio, proporcionou a maior produgéo da
forma intracelular por R. microsporus var. microsporus (51,63 U/mg de prot.), esta

fonte adicional também foi considerada para as proximas analises.

4.3 Producéo de fosfatases em cultivos com diferentes fontes adicionais
de carbono em fungéo do tempo

Analisando a Figura 7A, a maior producdo enzimatica intracelular, utilizando
farinha de centeio, foi obtida em 72 horas (19,0 U/mL), representando um valor 9,5
vezes maior que o obtido com o uso das demais fontes de carbono neste mesmo
periodo. Por outro lado, com a adicdo de dextrose a maior producdo enzimatica
(22,8 U/mL) foi obtida em 24 horas de cultivo. A dextrose € uma fonte de carbono
prontamente assimilavel em relagdo as outras fontes de carbono testadas e de
menor complexidade em relagéo as outras fontes de carbono testadas. O acréscimo
de bagaco de cana de acUcar e sacarose promoveram baixas producdes
enzimaticas intracelulares ao longo do tempo. A sacarose e dextrose nao

proporcionaram uma producdo satisfatoria ao longo do tempo de cultivo,
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possivelmente devido a glicose, sendo também o produto de hidrdlise da sacarose,
atuar como repressor catabdlico, o que causa transformacdes irreversiveis na
formacdo das proteinas, tornando-as inativas (MAZON, 2014). Por mais que o
bagaco de cana de acucar utilizado tenha sido previamente tratado com diversas
lavagens até que todo o acucar redutor fosse removido, a presenca de agucares
retidos entre as fibras celuloliticas (MARABEZI, 2009) pode ter inibido a producéo de

fosfatases, como citado anteriormente.

Figura 7 - Producéo de fosfatase alcalina intracelular (A) e extracelular (B) por R. microsporus var.
microsporus em funcdo da adicdo de 1% (m/v) de sacarose (m), dextrose (), bagaco de cana-de
aclcar (A) e farinha de centeio (V). Cultivos realizados em meio Khanna em agitador orbital a 100
rpm, pH 6 e 30°C.
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Fonte: Autor

Como o objetivo principal era a obtencdo de uma fonte do carbono adicional
gue favorecesse a producdo da fosfatase secretada para o meio, analisou-se o
filtrado extracelular (Figura 7B). Para o uso do bagaco de cana de acucar e da
farinha de centeio, a producdo enzimatica extracelular foi estatisticamente similar
considerando o periodo de 72 horas. Observou-se que, diferentemente dos meios
com as outras fontes adicionais, o meio adicionado farinha de centeio poderia
proporcionar uma maior produ¢do enzimética se o tempo de cultivo fosse estendido.
Desta forma, prolongado o tempo de cultivo, a maxima producdo foi obtida no
periodo 96 horas (11,7+0,27 U/mL).

Existem estudos demonstrando a eficicia da utilizacdo de bagaco de cana de
acucar como fonte de carbono para producdo de enzimas de origem fungica
(GUIMARAES et al., 2009; RIBEIRO et al., 2012), e de fontes de carbono
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provenientes de grdos como farelo de trigo (RUSTIGUEL et al., 2015). A farinha de
centeio, que apresenta composicdo quimica semelhante ao trigo, é rica em saodio,
célcio, potassio e fosforo (LEON; ROSELL, 2007). A presenca de fosforo, que
também faz parte do bagaco de cana de acucar, mostrou que, em certa quantidade,
favorece a producado de fosfatases pelo fungo R. microsporus (SATO et al., 2015).
Assim, para continuidade do estudo, foram selecionados cultivos de 72 e 96 horas
contendo bagaco de cana de acUcar e farinha de centeio, respectivamente, para a

producao de fosfatase alcalina extracelular.

4.4 Influéncia da concentracdo da fonte de carbono adicional na produ-

cdo enzimética

De acordo com a Figura 8A, a maior produ¢cdo enzimatica alcalina extracelular
foi obtida com a utilizacdo de 3% (m/v) de bagaco de cana de aglUcar no meio,
concentracao superior a usada por outros autores, como Guimaréaes e colaboradores
(2004) que utilizaram 1% (m/v) desta fonte para producédo de fosfatases acida por
Aspergillus caespitosus. No caso da farinha de centeio (Figura 8B), a concentracéo
Otima para maior producdo enzimatica alcalina extracelular foi de 0,5% (m/v),
atingindo 14,3 U/mL, superando a maxima proporcionada pelo bagaco de cana de
acucar (10,9 U/mL).
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Figura 8 - Efeito da concentracdo de bagaco de cana-de acUcar (A) e de farinha de centeio (B)
adicionados ao meio de cultivo na producéo fosfatasica alcalina extracelular por R. microsporus var.
microsporus cultivado em meio Khanna em agitador orbital a 100 rpm, pH 6,0 e 30°C por 72 (A) e 96
(B) horas. Erro padrao variando entre 0,22 e 1,56. Simbolos: (m) Atividade fosfatasica alcalina (e)
Atividade especifica. Em (A), 100% corresponde a 10,9 U/mL e 3,98 U/mg de prot.; Em (B), 100%
corresponde a 14,3 U/mL e 3,34 U/mg de prot.
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De acordo com os perfis dos gréficos analisados anteriormente (Figura 8)
para as diferentes concentracdes de bagaco de cana de acucar e de farinha de
centeio empregadas, e considerando a composicdo em fosfato para ambas as
fontes, é possivel especular sobre as causas da variagdo na producédo de fosfatases.
No caso do bagaco de cana de acUcar, o qual apresenta baixa concentracdo de
fosfato em sua composicdo (CARVALHO et al, 2006), a producdo da fosfatase é
pouco incentivada, necessitando de uma concentragdo maior de bagago para suprir
essa necessidade nutricional. Por outro lado, logo apds aumentar além da
guantidade Otima necesséria, leva a reducdo da producdo fosfatasica. Fato
semelhante ocorre com a farinha de centeio que, de acordo com a Tabela Brasileira
de Composicao de Alimentos (NEPA-UNICAMP, 2011), possui alta concentracao de
fosforo (3,4g/kg de farinha de centeio), sendo o composto que apresenta-se em
maior concentracdo. Desta forma, a utilizagdo da farinha de centeio em baixa
concentracdo disponibiliza uma quantidade de fosforo acrescentado ao meio de
cultivo suficiente para que tenha alta producdo de fosfatases. Porém, quando a
concentracdo de centeio é aumentada, tem-se a brusca reducdo da producédo

enzimatica como observado na Figura 8B.
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Bernard et al. (2002) demonstraram a reducdo na atividade p-
nitrofenilfosfatasica produzida por Aspergillus fumigatus com a adicdo de 1 mM ou
mais de fosforo inorganico no meio de cultivo. O estudo realizado com o fungo
Humicola lutea 120-5 também demonstrou que, aumentando a concentracao de
fosfato de potassio no meio de cultivo, a biossintese de fosfatase e protease acidas
€ reduzida (ALEKSIEVA; MICHEVA-VITEVA, 2000). Para continuidade do estudo,
foram adotadas as concentracfes de 3% (m/v) para o bagaco de cana-de-acucar e

0,5% (m/v) para a farinha de centeio.

4.5 Influéncia da adicdo de glicose como segunda fonte adicional de
carbono

Selecionada as concentracdes do bagaco de cana de acucar e farinha de
centeio, adicionaram-se diferentes concentracdes de glicose a fim de observar se a
producao de fosfatase alcalina extracelular seria maior na presenca de uma segunda

fonte de carbono de mais facil acesso, como o0s agucares.

Figura 9 - Influéncia da adi¢éo de diferentes concentra¢gdes de glicose como segunda fonte adicional
de carbono para producdo de fosfatase alcalina extracelular por Rhizopus microsporus var.
microsporus em meio Khanna, adicionado de 3% de bagaco de cana por 72 horas (A) e 0,5% de

farinha de centeio por 96 horas (B), em agitador orbital a 100 rpm, pH 6,0 e 30°C.
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A producéo de fosfatase alcalina foi reduzida para os meios contendo bagaco
de cana-de-agucar e farinha de centeio acrescentados de glicose (Figura 9A e B,

respectivamente). Este comportamento deve-se, possivelmente, a repressao
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catabdlica sofrida pelo fungo, pois a glicose atua como inibidor dos genes que
participam na producdo de diversas enzimas (MAZON, 2014). Porém, em alguns
microrganismos, como 0 S. cerevisiae, a presenca de glicose é fundamental para o
monitoramento do fosforo inorganico presente no meio, sugerindo que esse acgucar
compde um sistema de feedback do fungo, regulando a secrecao de fosfatase para
0 meio extracelular (GIOTS; DONATON; THEVELEIN, 2003).

4.6 Producéo de fosfatase alcalina em diferentes meios de cultura

Utilizando as duas fontes adicionais de carbono selecionadas anteriormente,
a influéncia da composi¢do do meio de cultura na producéo enziméatica foi analisada.
Pode-se observar na Figura 10A que o meio Czapek favoreceu a maior producao
enzimatica (12,1 U/mL) quando utilizado bagaco de cana de agucar, seguido pelo
meio Vogel (10,5 U/mL). Considerando a atividade especifica, a maior producgéo
também foi encontrada no meio Czapek (8,15 U/mg de prot.). J& no caso da farinha
de centeio (Figura 9B), a melhor producao foi obtida em meio Khanna (13,8 U/mL),
gue ja estava sendo utilizado anteriormente, sendo 16,5 vezes maior que o obtido

com o meio de menor producao (NBRIP), seguido pelo meio Czapek (10,91 U/mL).

Figura 10 - Influéncia do meio de cultura adicionado de 3% (m/v) de bagaco de cana-de-acucar (A) e
de 0,5% (m/v) de farinha de centeio (B) na producdo de fosfatase alcalina extracelular por R.
microsporus var. microsporus em FSbm sob agitacdo orbital a 100 rpm, pH 6,0 e 30°C por 72 horas e
96 horas, respectivamente. Em (A), 100% corresponde a 12,1 U/mL e 8,15 U/mg de prot.; Em (B),
100% corresponde a 13,8 U/mL e 4,1 U/mg de prot.).
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Analisando a composi¢édo dos meios de cultura Khanna e Czapek observa-se
a presenca de fosfato de potassio monobasico, o que pode ter favorecido a
producédo de fosfatase. De certa forma, este resultado € reforcado com o observado
para 0 meio NBRIP, que ndo apresenta esse componente em sua formulagéo,
obtendo-se a menor produ¢cdo com ambas as fontes de carbono adicionais testadas.
Ja foi descrito que a concentracdo de enzimas ou metabdlitos produzidos pode
depender da presenca de um composto especifico, o qual age como indutor, sendo
capar de “ativar’ a producdo de metabdlitos quando necessario (SANCHEZ;
DEMAIN, 2002).

A adicdo de farinha de centeio, que contém alta concentracdo de fésforo em
sua composicdo, em meio Khanna pode ter contribuido para a maxima producéo
enzimética (Figura 10B), uma vez que este meio possui baixa concentracdo de
fosfato. Considerando o uso de baga¢o de cana de aguUcar, o qual possui baixa
concentracdo de fésforo em sua composicdo, nos diferentes meios de cultura, o
meio Czapek, com a segunda maior concentracdo de fosfato de potassio testado,
favoreceu a maior producéo enzimatica de fosfatases (Figura 10A). Alguns estudos
mostram que a presenca de fosfato no meio, até em forma de rocha mineral, é
importante para o microrganismo obter fésforo (YADAV; TARAFDAR, 2003).

O meio Mineral, que apresenta maior concentracdo de fosfato de potassio
monobasico em sua composicdo, favoreceu a producdo fosfatasica quando
adicionado de farinha de centeio. Por outro lado, quando adicionado de bagaco de
cana de acuUcar, que, possui agucar residual entre suas fibras de celulose, a
producéao foi reduzida, demonstrando que a presenca de glicose no meio de cultura
pode ter reduzido a producéo da fosfatase, semelhante ao estudo da fosfatase acida
produzida por Humicola lutea 120-5 (ALEKSIEVA; MICHEVA-VITEVA, 2000). Estes
resultados reforcam a importancia ndo somente da composicédo do meio de cultura
empregado, mas também a importancia da composicdo da fonte de carbono
empregada na producdo enzimatica por R. microsporus var. microsporus.

Sato e colaboradores (2015) cultivaram o fungo R. microsporus var.
microsporus em biofilme utilizando o meio Khanna com adicdo de diferentes
concentragcbes de fosfato de potassio monobéasico (0-5 mM), e identificaram um
aumento na produgdo fitasica com o acréscimo de até 0,5 mM de KH,PO,, e quando

essa concentracdo foi aumentada, notou-se uma reducao na producéao de fitase.
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Observando a concentracdo de fosforo disponivel nos meios, € possivel
especular uma ligacao entre a utilizacdo deste composto, a mobilizacdo de reservas
endogenas e producao de fosfatases. Os resultados obtidos sugerem que a sintese
de fosfatase é regulada por meio da concentracdo de fosfato no meio, sendo
sintetizada em condi¢des limitantes de fosforo. A producdo de fosfatase regulada
pela concentracdo de KH,PO, ja foi descrita por Yeung et al. (2009) para a bactéria
gram-negativa Burkholderia cenocepacia e para o fungo Neurospora crassa (NAHAS
et al., 1982). Gras (2008) demonstrou que o fungo Neurospora crassa possui um
gene (mak-2) que atua na via de sinalizacdo para a captagdo de fosfato e no
monitoramento do fosforo inorganico (Pi) extracelular, e esta diretamente ligado as
MAP quinases, enzimas que atuam na sinalizacdo intracelular. As MAP quinases
S840 essenciais para a ativacdo ou repressdo de genes que possibilitam uma
resposta adaptativa especifica ao meio, como a producao de enzimas extracelulares
para obtencao de nutrientes (GRAS, 2008).

Por este motivo, o estudo da regulacdo da sintese da fosfatase por
microrganismos deve ser feito com a linhagem pura em condi¢cdes determinadas
pelo pesquisador, pois os mecanismos de regulacdo da sintese sao complexos e
variam de um microrganismo para outro (ALBRECHT et al., 2010).

A farinha de centeio, por mais que nédo seja um residuo, pode ser utilizada em
baixa concentracdo como, por exemplo, 0,5% (m/v) no meio de cultivo, para
obtencdo da maxima producdo enzimatica. Com isso, foi escolhida esta

concentracéo para dar continuidade aos estudos.

4.7 Influéncia da concentracdo de fosfato de potassio no meio de cultivo

Observando a Figura 11, pode-se inferir que quando adicionado 0,4 mM de
fosfato de potassio ao meio, a produgdo enzimatica foi maior. Na formulacdo do
meio Khanna (KHANNA et al., 1995), o fosfato de potassio faz parte da solucéo de
sais, sendo adicionado na concentragdo de 0,1 mM. Quando acrescido em
concentracdes iguais ou superiores a 0,5 mM, a producao enzimatica mantém-se em
torno de 15 U/mL, comportamento ja descrito por Aleksieva e Micheva-Viteva (2000),
demonstrando que, a partir de uma determinada concentragéo, 0 microrganismo nao

produz mais fosfatases, evitando assim o0 excesso de metabdlitos no meio. Com



63

isso, a concentracdo de 0,4 mM de fosfato de potéssio foi utilizada para posteriores
analises.

Figura 11 - Influéncia da concentragdo de fosfato de potassio no meio de cultivo para producéo de

fosfatase alcalina por Rhizopus microsporus var. microsporus a 30°C, pH 6 por 96 horas em agitacao
orbital de 100 rpm.
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4.8 Influéncia da agitacdo na producao de fosfatase

A influéncia da intensidade da agitagdo orbital do cultivo sobre a producao
enzimatica foi analisada como pode ser observado na Figura 12. A maior producéo
enzimatica (12,9 U/mL) por R. microsporus var. microsporus foi obtida empregando-
se agitacao de 100 rpm.
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Figura 12 - Influéncia da condicédo de agitacéo orbital para producéo de fosfatase extracelular alcalina
por R. microsporus var. microsporus em FSbm em meio Khanna adicionado de 0,5% de farinha de

centeio a 30°C por 96 horas. 100% corresponde a 12,9 U/mL.
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Sem 50 100 150 200
Agitagéo

Agitacao Orbital (rpm)

Fonte: Autor

Nos cultivos em fermentagcédo submersa, 0s quais SGo compostos por mais de
90% de agua livre, é necessario mecanismo de aeracdo e agitacdo para que 0S
componentes deste meio, células microbianas e oxigénio estejam dispersos
uniformemente (SHRADDHA et al., 2011). Ustok, Tari e Gogus (2007) afirmaram que
0s objetivos principais das condi¢cées de agitacdo € o aumento da transferéncia de
calor e massa no meio e manutencdo das células em suspensédo, além da dispersao
das bolhas de ar, e consequentemente, fornecendo o suprimento de oxigénio
necessario para 0os microrganismos. Do ponto de vista bioquimico, o oxigénio é o
receptor final de elétrons, sendo, ao final da cadeia respiratéria, reduzido a agua,
permitindo a reoxidacdo das coenzimas participantes das reacOes de
desidrogenacdo ao longo do ciclo de Krebs e da glicolise, além de permitir a
estocagem de energia através das moléculas de ADP, que séo convertidas em ATP
(NELSON; COX, 2013).

Guimaraes e colaboradores (2004), utilizando o fungo A. caespitosus,
obtiveram fosfatases alcalinas em fermentacdo submersa também agitada
orbitalmente a 100 rpm. Desta forma, foi selecionada a agitacdo orbital de 100 rpm

para posteriores estudos.
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4.9 Otimizacéo das condi¢gdes de cultivo utilizando o Planejamento Ex-

perimental

De maneira geral, analisando os resultados obtidos, € possivel observar que
em temperaturas mais altas (35°C) ocorre uma reducéo da producdo enzimatica em
relacdo a 25°C e 30°C (Tabela 6). Também ¢é possivel observar reducdo da
producdo enzimatica quando usado pH 4,0 comparado ao pH 8,0. As maiores
producdes enzimaticas foram obtidas nas andlises 5 e 7, sendo que temperaturas
moderadas (aproximadamente 27,5°C) influenciam positivamente a producao
fosfatasica alcalina. Fungos do género Rhizopus sédo descritos como mesofilos, ou
seja, desenvolvem-se melhor em temperaturas entre 15 e 40°C (BENNETT, 1998), o
gue justifica tal resultado. A combinacdo que proporcionou a maior producao
enzimatica foi pH 8,0, temperatura 25°C e tempo de cultivo de 120 horas (andlise 7).

Tabela 6 - Matriz do delineamento composto central rotacional para pH, tempo e temperatura de

cultivo.

Tempo de Atividade Especifica

Ne nali H ; Temperatura (° U/mg de prot.

daandlise p Cultivo (h) Temperatu a (°C) Blo(co 19 p B?oco S
1 4 72 25 8,80 5,02
2 4 72 35 0,62 3,24
3 4 120 25 2,77 1,27
4 4 120 35 2,91 1,91
5 8 72 25 8,54 6,88
6 8 72 35 7,03 4,11
7 8 120 25 13,34 15,59
8 8 120 35 1,99 4,13
9 6 96 30 3,13 4,90
10 2,47 96 30 2,29 2,50
11 9,52 96 30 3,66 3,24
12 6 53,66 30 2,87 2,26
13 6 138,33 30 3,80 6,72
14 6 96 21,18 9,28 7,65
15 6 96 38,81 8,78 6,89
16 6 96 30 3,86 2,60

0=1,6329
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49.1 Confiabilidade do modelo matematico do planejamento

O valor previsto pode n&o condizer inteiramente aos valores obtidos nos
ensaios, devido ao erro experimental, obtendo-se um R?=0,7976, ou seja, obteve
uma confiabilidade de 79,76%, sendo uma correlagcédo baixa, onde normalmente, no
ambito cientifico, é aceito um R? acima de 0,90, o que confirma a correlagdo do
planejamento e equacéo retirada do modelo (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Outros
trabalhos académicos utilizaram o planejamento para otimizar outros parametros,
como a producéo de etanol celulésico com R?= 0,89 (SANTOS et al., 2014), para
otimizagdo na producdo de a-amilase com R*= 0,96 (ANUPAMA; SOMALANKA,
2016), otimizacdo na producdo de tanases com R?=0,99 (KUMAR et al., 2016), e
otimizacdo no método de extracao e hidrélise da quercetina em alface e kaempferol
em ricula com R?=0,74 e 0,75, respectivamente (HUBER et al., 2007).

Os testes estatisticos, p-valor e intervalos de confianga ndo podem ser
interpretados de forma absoluta nas ciéncias biologicas, sendo que os resultados
nao estatisticamente significativos podem representar dados biologicamente
significados (GREENLAND et al., 2016). Isso pode ser analisado quando
comparado, por exemplo, as variagdes de temperatura e pH do ambiente ao longo
da linha evolutiva dos microrganismos, sendo fator determinante para o metabolismo
O0timo e sucesso adaptativo deles (BENNETT, 1998; JAMES et al., 2006;
BLACKWELL, 2011).

4.9.2 Otimizacédo do pH, temperatura e tempo de cultivo para a producgéo

enzimatica

Os dados apresentados a seguir (Tabela 7) estimam que os fatores que mais
influenciaram a producéo enzimatica foram o pH no modelo linear, e a temperatura
no modelo linear e quadratico, onde seus coeficientes demonstram a significancia da
alteracéo desses fatores sobre a atividade especifica da fosfatase alcalina produzida
por R. microsporus var. microsporus.

Segundo o gréfico de pareto (Figura 13), é possivel observar que o pH no
modelo linear apresenta coeficiente de 2,79, representando que o aumento do pH

nos experimentos age positivamente na producdo enzimatica, diferentemente da
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temperatura no modelo linear, que apresentou o coeficiente de -2,77, demonstrando

gue o aumento da temperatura tem efeito negativo na producdo enzimatica.

Tabela 7 - Efeitos para os fatores e os erros padrdes correspondentes a atividade especifica da
fosfatase alcalina produzida por R. microsporus var. microsporus. Modelo linear e quadrético
representados por (L) e (R), respectivamente. Em vermelho, os valores estatisticamente
significativos.

Coeficiente de

R ~ Erro Padréo p
egressao
Média 3,660 1,300 0,010
Efeitos Principais
pH (L) 2,727 0,976 0,011
pH (Q) -0,266 1,140 0,818
Tempo (L) 0,646 0,976 0,515
Tempo (Q) 0,371 1,140 0,748
Temperatura (L) -2,708 0,976 0,011
Temperatura (Q) 3,095 1,140 0,013
Interacdes
pH + Tempo 2,163 1,302 0,111
pH + Temperatura -2,236 1,302 0,100
Tempo + Temperatura -0,973 1,302 0,463

Figura 13 - Gréfico de Pareto para o efeito médio estimado das varidveis independentes sobre a

atividade especifica da fosfatase alcalina produzida por R. microsporus var. microsporus.

PH (L)

Temperatura (L) [

2793175

-2, 77398

Temperatura (Q) | 2.716057

pH + Temperaturat -1, 71741

pH + Tempo | 1.661365

Tempo + Temperatura - 747124

Tempo (L) } 6613284

Tempo (Q)} ,3256339

pH (Q) t -233207

p=,05
Efeito médio estimado (Valor Absoluto)

Fonte: Autor
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Com base no modelo matematico de 22 ordem do DCCR, representados na
equacdo 2, os parametros nao estatisticamente significantes para atividade

especifica da fosfatase alcalina foram retirados, obtendo assim a equacao ajustada
do modelo matemético:

Equacdo 2: Representacdo matematica ajustada do modelo criado com o planejamento composto
central rotacional.

Atividade Especifica (y)

—149,68 + 9,48 * pH + 6,41 * Temperatura — 0,098 * Temperatura2

Observados os dados anteriormente, o modelo quadratico foi utilizado para
gerar as superficies de resposta, comparando duas variaveis correlacionadas, sendo

pH e temperatura (Figura 14), temperatura e tempo (Figura 15), e tempo e pH
(Figura 16).

Figura 14 - Superficie de Resposta para o efeito do pH e da temperatura sobre a atividade especifica

(U/mg de prot.) da fosfatase alcalina extracelular produzida por R. microsporus var. microsporus
mantendo o tempo de cultivo no ponto central (96 horas).
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Figura 15 - Superficie de Resposta para o efeito da temperatura e do tempo sobre a atividade

especifica (U/mg de prot.) da fosfatase alcalina extracelular produzida por R. microsporus var.
microsporus mantendo o pH no ponto central (pH 6,0).

o opthuaty wyRm SN

B - 20
Il <20
I <15
Bl < 10
= 3P g D<5
<o
Fonte: Autor

Figura 16 - Superficie de Resposta para o efeito do tempo e pH sobre a atividade especifica (U/mg

de prot.) da fosfatase alcalina extracelular produzida por R. microsporus var. microsporus mantendo a
temperatura no ponto central (30°C).

it 50 D) PRI AT

Il - 20
<14
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Fonte: Autor

Posteriormente, foi calculado, com auxilio do software, os valores criticos de

pH inicial, tempo e temperatura de cultivo (Tabela 8) para méaxima producédo de
fosfatase alcalina extracelular.
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Tabela 8 - Valores minimos e maximos testados, e valores criticos de pH, tempo de cultivo e
temperatura para maxima producéo de fosfatase alcalina por R. microsporus var. microsporus em
FSbm

Valores Minimos Valores Criticos Valores Maximos

pH 2,47 6,31 9,52
Tempo (h) 53,66 75,58 128,33
Temperatura (°C) 21,18 31,79 38,81

Realizando o cultivo nas condi¢des citadas nos valores criticos (pH 6,3, 76
horas e 31,8°C), a fosfatase produzida por R. microsporus var. microsporus atingiu
21,68 £ 0,58 U/mL de atividade enzimatica, sendo cerca de 1,67 vezes maior do que
os valores de atividade da fosfatase obtidas antes da realizacdo da otimizacdo. Esse
valor supera os valores obtidos para a fosfatase produzida por A. caespitosus (4,49
U/mL) em meio SR com pH 6 a 40°C por 72 horas (GUIMARAES et al., 2003) e A.
flavus em meio Mustard cake com pH 6 a 30°C por 96 horas (12,00 U/mL) (GAIND;
SINGH, 2015). Com base no exposto, foi selecionado 76 horas de tempo de cultivo,

pH inicial 6,3 e 32°C de temperatura de incubacao para os posteriores analises.

4.10 Purificacédo do filtrado extracelular em coluna cromatografica DEAE-

Celulose

Na Figura 17, pode-se observar o perfil cromatografico em coluna de troca
ionica DEAE-Celulose para a fosfatase alcalina extracelular, sendo observado um
unico pico de atividade enzimatica eluido com 141 mM de NaCl, demonstrando que
a fosfatase alcalina interagiu com a resina. Este método inicial utilizado para
purificacdo da fosfatase alcalina assemelha-se ao método utilizado para purificar a
fosfatase acida de Aspergillus caespitosus por Guimarées e colaboradores (2004), o
gual foi seguido pela purificagdo na coluna Concanavalina A-Sepharose. Outro
método de purificacdo citado na literatura é a precipitacdo da fosfatase de E. coli por
sulfato de aménio com saturacdo de 25 a 80% e, posteriormente, por cromatografia
em CM-Sepharose CL-6B, DEAE-Sepharose CL-6B, fenil-Sepharose CL-4B e
MonoS HR 5/5 (GREINER et al., 1993). Lim et al. (2000) separaram as isoformas de
fosfatases de Escherichia coli através da técnica de chromatofocusing que separa as

proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos.
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Figura 17 - Perfil cromatografico em DEAE-Celulose para a fosfatase alcalina extracelular produzida
por R. microsporus var. microsporus em FSbm no meio Khanna com adi¢do de 0,5% (m/v) de farinha
de centeio a 100 rpm em agitador orbital, pH 6,3, 31,8° C por 76 horas. Simbolos: (=) Atividade

fosfatasica alcalina; (o) Absorbancia 280 nm.
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Considerando que o fungo R. microsporus var. microsporus foi capaz de
produzir fitase alcalina, como apresentado anteriormente e verificado por Sato et al.
(2015), a atividade fitasica alcalina da fracéo purificada foi analisada, obtendo-se um
valor de 4,54 U/mL.

Posteriormente, a fracdo com atividade fosfatdsica e fitdsica reunida da
DEAE-Celulose foi submetida a coluna cromatogréfica de exclusdo molecular. Na
figura 18, apresenta-se o perfil cromatografico em coluna de exclusdo molecular
Sepharose CL-6B para a fosfatase e fitase alcalinas extracelulares produzidas por
Rhizopus microsporus var. microsporus. Sao observados dois picos de atividade
enzimatica, sendo que o primeiro corresponde a atividade fosfatdsica alcalina, e o

segundo a atividade fitasica alcalina.



72

Figura 18 - Perfil cromatografico em Sepharose CL-6B (1 x 70 cm) para a fosfatase e fitase alcalina
produzida por R. microsporus var. microsporus em FSbm no meio Khanna com adic&o de 0,5% (m/v)
de farinha de centeio a 100 rpm em agitador orbital, pH 6,3, 31,8° C por 76 horas. Simbolos: (m)

Atividade fosfatasica alcalina; (A) Atividade fitasica alcalina; (o) Absorbancia 280 nm
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Mediante estes procedimentos de purificacdo, a fosfatase foi purificada 9,9
vezes com 13,0% de recuperacao (Tabela 9), divergindo da purificacdo da fosfatase
acida de A. caespitosus em ConA-Sepharose, que foi purificada 33,4 vezes com
recuperacéo de 14,7% (GUIMARAES et al., 2004).
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Tabela 9 - Purificagdo da fosfatase alcalina extracelular produzida por R. microsporus var.
microsporus em FSbm no meio Khanna com adicdo de 0,5% (m/v) de farinha de centeio a 100 rpm

em agitador orbital, pH 6,3, 31,8°C por 76 horas.

Atividade

Passo de Volume Atividade Pr_l(_)tel’na especifica Recuperagao Fatqr_de
o ~ : otal Purifica-
Purificacéao (mL) (U Totais) (U/mg de (%) "
(mg) prot.) ¢céo (vezes)
Extrato Bruto 90 1980 191,6 10,33 100,0% 1
DEAE-Celulose 25 1160,8 25,74 45,09 58,6% 43
Sepharose 16 257,6 2,51 102,6 13,0% 9,9

CL-6B

Com relagéo a fitase alcalina, obteve-se purificagcdo de 86,36 vezes com
recuperacado de 167,6% (Tabela 10). Este resultado de recuperacdo indica que,
possivelmente, a atividade da fosfatase atrapalha na quantificacdo da atividade
fitdsica, pois o produto formado pela acéo catalitica da fitase sofre, posteriormente,
hidrélise pela fosfatase. Segundo Gulati, Chadha e Saini (2007), o complexo “azul de
molibdénio” formado na reacdo de quantificagdo da atividade fitasica ocorre com a
ligacdo do ortofosfato liberado com o molibdato de aménio adicionado ao meio
reacional, porém quando o ortofosfato € hidrolisado pela fosfatase, a formacédo do
complexo é reduzida fazendo com que a atividade fitasica observada na fracéo
retirada da DEAE-Celulose e no extrato bruto seja subestimada. Quando a fosfatase
€ separada da fitase, a atividade fitasica € melhor quantificada, proporcionando

resultados maiores que os obtidos anterior a purificacao.

Tabela 10 - Purificacéo da fitase alcalina produzida por R. microsporus var. microsporus em FSbm no
meio Khanna com adicdo de 0,5% (m/v) de farinha de centeio a 100 rpm em agitador orbital, pH 6,3,
31,8°C por 76 horas.

Atividade

Passo de  Volume Atividade P':?;te;rl]a especifica Recuperacado llz%t?i;ig:-
Purificac&o (mL) (U Totais) (U/mg de (%) ~
(mg) brot.) céo (vezes)
Extrato Bruto 90 147,6 191,6 0,77 100,0% 1
DEAE-
Celulose 25 113,5 25,74 4,41 76,7% 5,7
Sepharose 59 247,38 3,72 66,50 167,60 86,3

CL-6B
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Esse método de purificagdo difere do utilizado por Sato e colaboradores
(2014), que utilizaram as colunas cromatograficas DEAE-Celulose, seguida por CM-
Celulose, obtendo 4,7% de recuperacao e purificacao de 4,1 vezes.

Na Figura 19 observa-se o perfil eletroforético em condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE 12%) para o pool reunido das fragdes obtidas em DEAE-Celulose e das
fracOes reunidas da Sepharose CL-6B que apresentaram atividade fosfatasica e
fitdsica alcalina. Para o pool obtido da DEAE-Celulose duas bandas proteicas com
massas moleculares aparentes de 128,4 + 0,71 kDa e 60,4 + 2,30 kDa foram obtidas
(Figura 19, canaleta B). J4 para as fracGes obtidas em Sepaharose CL-6B observa-
se uma unica banda proteica com 127,5 + 0,92 kDa (Figura 19, canaleta C)
correspondente a fracdo com atividade fosfatasica e outra com 62,9 + 0,78 kDa

(Figura 19, canaleta D) para a fracdo com atividade fitasica.

Figura 19 - Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% para a fosfatase e fitase alcalinas extracelulares
produzidas por R. microsporus var. microsporus purificadas em DEAE-Celulose (B) e em Sepharose
CL-6B (C e D) coradas por Coomassie Brilliant Blue R-250. Em (A), marcador de massa molecular
BIO-RAD® (A); Em (B), proteinas em DEAE-Celulose onde foram aplicados 103 ug; Em (C), banda
proteica da fosfatase em Sepharose CL-6B onde foram aplicados 156 ug; Em (D), banda proteica da
fitase em Sepharose CL-6B onde foram aplicados 98 pug.
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Fonte: Autor
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411 Determinacdo da massa molecular da fosfatase e fitase alcalinas

A massa molecular nativa da fosfatase e fitase alcalinas produzidas por R.
microsporus var. microsporus foi de 122,7 + 181 e 555 + 0,82 kDa,
respectivamente, determinadas por coluna cromatogréfica Sepharose CL-6B. A
proximidade destes valores aos encontrados em SDS-PAGE 12% indicam que
ambas enzimas s&o mondémeros.

A fosfatase alcalina produzida por S. thermophilum teve massa molecular
estimada em 132 kDa (GUIMARAES et al., 2001), e a produzida por R. oligosporus
em 125 kDa (CASEY; WALSH, 2004). J&4 a fosfatase de Humicola grisea var.
thermoidea teve massa molecular estimada em 126 kDa (BARACCHINI BUAINAIN
et al.,, 1998). Tais resultado corroboram com a massa molecular encontrada para
enzima produzida por R. microsporus var. microsporus. Ja a fitase, € citada como
tendo massa molecular variando de 45 a 65 kDa quando produzidas por A.
fumigatus (PASAMONTES et al., 1997), Bacillus laevolacticus (GULATI; CHADHA,
SAINI, 2007), R. oligosporus (AZEKE; GREINER; JANY, 2011) e A. oryzae
(SHRADDHA et al., 2011), assemelhando-se a massa molecular encontrada para a

fitase de R. microsporus var. microsporus.

4.12 Influéncia da temperatura e do pH sobre a atividade fosfatasica

A fosfatase alcalina produzida por R. microsporus var. miCrosporus
apresentou temperatura 6tima de atividade de 45°C (Figura 20), tanto quando
contida no extrato como na forma purificada. Os resultados obtidos para a
temperatura assemelham-se aos descritos para a cianobactéria Nostoc flagelliforme,
também com atividade fosfatasica 6tima em 45°C (LI, P. et al., 2013), assim como
para o fungo A. fumigatus, que produziu enzima com temperatura 6tima de atividade
entre 40°C e 45°C (BERNARD et al.,, 2002). A fosfatase produzida pelo fungo
Penicillium citrinum apresentou temperatura 6tima de reacdo de 60°C (GAWAS-
SAKHALKAR et al., 2012).
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Figura 20 - Temperatura 6tima aparente para a atividade fosfatdsica extracelular presente no extrato
bruto (A) e purificada (B) do fungo R. microsporus var. microsporus. Em (A), 100% corresponde a
14,34 U/mL; Em (B), 100% corresponde a 14,38 U/mL.
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A estabilidade enzimatica frente a diferentes condicbes como a temperatura,
presenca de ions metalicos ou cofatores, presenca de surfactantes, tampdes e
respectivos pH, estresse oxidativo, presenca de solventes, entre outros
(FISCHLECHNER et al., 2014; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017), € uma das
caracteristicas mais importantes quando almeja-se a aplicagdo industrial
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017).

Neste contexto, de acordo com a Figura 21, a fosfatase alcalina purificada foi
capaz de manter sua atividade acima em torno de 80% durante 210 minutos a 40°C.
Considerando a incubacéo a 45°C, a atividade foi reduzida para 55% no mesmo
periodo. Em temperaturas mais elevadas, a atividade enzimatica foi reduzida,
atingindo tempo de meia vida (Tso) de 40 minutos na temperatura de 50°C e de 5
minutos a 60°C. Apdés 40 minutos a 60°C, a atividade enzimética foi totalmente
inibida.
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Figura 21 - Estabilidade térmica da fosfatase alcalina purificada a 40°C (V), 45°C (A), 50°C (e) e
60°C (m) por diferentes periodos. 100% corresponde a 16,09 U/mL.
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Fonte: Autor

Com relacdo ao pH de atuacédo, na Figura 22A é possivel observar dois picos
de atividade fosfatasica quando considerado o extrato bruto, sendo um em pH 5,5 e
outro em pH 8,0, indicando, possivelmente que o fungo produz isoformas de
fosfatases como também descrito por Sato et al. (2016). Porém, quando considerada
a fracdo purificada, a maior atividade da fosfatase alcalina foi obtida em pH 8,5
(Figura 22B).

Figura 22 - Determinagdo do pH 6timo aparente para a atividade fosfatasica extracelular presente no
extrato bruto (A) e purificada (B) do R. microsporus var. microsporus. Em (A), 100% corresponde a
22,06 U/mL; Em (B), 100% corresponde a 14,38 U/mL
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Para a cianobactéria Nostoc flagelliforme, a atividade fosfatasica 6tima foi no
pH 11,0 (LI, P. et al., 2013), e Guimaraes et al. (2001) identificou o pH 10,0 e 9,5
para a fosfatase conidial e micelial, respectivamente, produzidas por Scytalidium
thermophilum. J& para os fungos A. fumigatus e Penicillium citrinum, a atividade da
fosfatase permaneceu estritamente acida, sendo observado o pH étimo de 5,5 e 4,8,
respectivamente (BERNARD et al., 2002; GAWAS-SAKHALKAR et al., 2012).

Na Figura 23, é possivel observar que a atividade enzimatica da fosfatase
purificada foi mantida proxima a 100% quando mantida em pH 8,5 por todo o
periodo analisado. A medida que o valor do pH de incubagdo foi aumentado, a
atividade enzimatica sofreu reducédo obtendo-se um Tso de 4 horas quando mantida
em pH 10,0. Nos valores de pH iguais a 3,0, 4,0 e 5,0, a atividade enzimatica foi
drasticamente reduzida, com Tso de aproximadamente 12 horas no pH 6 e 24 horas
em pH 7,0. A enzima histidina fosfatase acida produzida pela bactéria Yersinia
kristensenii pode permanecer com até 83,2% de sua atividade em pH 2,0 por 1 hora
(NIU et al., 2016). J& as fosfatases alcalinas atuam e sdo estaveis em grandes faixas
de pH alcalinos (COLEMAN, 1992; OH et al., 2004).

Figura 23 - Estabilidade ao pH da fosfatase alcalina extracelular purificada produzida por Rhizopus
microsporus var. microsporus por diferentes periodos. 100% corresponde a 12,06 U/mL. Em (A) esta
representado a estabilidade aos pH acidos e o neutro; Em (B) esta representado a estabilidade aos
pH alcalinos.
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4.13 Influéncia da temperatura e do pH sobre a atividade fitadsica

Tanto para a atividade fitdsica presente no extrato bruto quanto para enzima
purificada (Figura 24), foi obtida a temperatura 6tima de reacdo de 65°C. Fitases
provindas de A. niger NRRL 3135 (HOWSON e DAVIS, 1983) e A. fumigatus
(PASAMONTES et al.,, 1997) apresentaram atividade 6tima em 55°C e 37°C,
respectivamente, valores inferiores ao obtido para a atividade fitdsica alcalina de R.

MICrosporus var. microsporus.

Figura 24 - Temperatura 6tima aparente para a atividade fitasica extracelular presente no extrato
bruto produzida por R. microsporus var. microsporus cultivado em meio Khanna com adi¢cédo de 0,5%
de farinha de centeio, a 31,8°C em agitador orbital a 100 rpm e pH 6,3 por 76 horas (A), e para a
fitase purificada (B). Em (A), 100% corresponde a 1,29 U/mL; Em (B), 100% corresponde a 8,82 U/mL
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Com relacdo a estabilidade térmica, € possivel observar que nas
temperaturas de 50, 60 e 70°C, a atividade fitAsica manteve-se acima de 70% ao
longo do tempo. J& em sua temperatura 6tima de reagdo (65°C), 95% da atividade
enzimatica foi mantida (Figura 25). Outro resultado importante é que, na temperatura
de 80°C, a enzima manteve cera de 75% de sua atividade a partir de 15 minutos de
incubacao (Figura 25B) e, pensando na aplicacéo da fitase em racédo, segundo Wiss
et al. (1999), as industrias de racdo animal buscam fitases termoestaveis, pois a
peletizacdo da racdo ocorre entre 80°C a 85°C durante alguns segundos. Estas
enzimas também devem atuar nas condi¢cdes do organismo que ira se alimentar da

racdo suplementada com estas enzimas (JUNIOR et al., 2015), mostrando a
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importancia desta enzima ser capaz de suportar altas temperaturas por um

determinado tempo sem ser inativada.

Figura 25 - Estabilidade térmica da fitase alcalina purificada a 50°C e 60°C (A), e a 65°C, 70°C e
80°C (B) por diferentes periodos. 100% corresponde a 8,35 U/mL.
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A fitase produzida por Aspergillus fumigatus perdeu apenas 10% de sua
atividade em temperaturas acima de 100°C por 20 minutos (PASAMONTES et al.,
1997). Por outro lado, a produzida por A. niger teve sua atividade reduzida em até
30% em temperaturas acima de 55°C (WYSS et al.,, 1998). Casey e Walsh (2004)
demonstraram que a fitase produzida por A. niger foi estavel por 3 minutos a
temperatura de 80°C.

De acordo os dados apresentados na Figura 26, sdo observados claramente
dois picos de atividade enzimatica como descrito por Sato et al. (2014), um em pH
5,5 e outro em pH 9,5. Contudo, o valor de pH observado como 6timo para atividade
alcalina diferiu do observado anteriormente por Sato et al. (2014), que obtiveram ati-
vidade maxima no pH 8,5 para R. microsporus var. microsporus. A fitase produzida
pela bactéria Bacillus laevolacticus apresentou maior atividade fitasica no pH 7,0,
mantendo cerca de 90% de sua atividade em pH 8,0, (GULATI et al., 2007). A ma-
ioria das fitases microbianas mostram atividade étima em pH acido (entre 4,5 e 5,5),

incluindo-se as de origem fungica (RAO et al., 2009).
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Figura 26 - Determinacdo do pH 6timo aparente para a atividade fitasica extracelular presente no
extrato bruto (A) e purificada (B) produzida por R. microsporus var. microsporus. Em (A), 100%
corresponde a 1,71 U/mL; Em (B), 100% corresponde a 9,24 U/mL.
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Na Figura 27A pode-se observar que a fitase produzida por R. microsporus
var. microsporus manteve sua atividade catalitica em pH &cidos acima de 60% por 6
horas. Em pH neutro, apés 24 horas, a enzima foi inibida totalmente, porém nos pH
alcalinos (Figura 27B), a atividade manteve-se acima de 80%, com excecdo do pH
10, ap6s 24 horas. Outra caracteristica importante a se notar, € que, apés um
periodo de 1 a 2 horas, a enzima teve sua atividade aumentada em até 160% nos
pH 8,0, 9,0 e 9,5, e, apds 3 horas de exposi¢ao, teve sua atividade reduzida.

De modo geral, como citado em outros trabalhos, a fitase apresenta
estabilidade em ampla faixa de pH, como a produzida por A. niger, que manteve sua
atividade acima de 70% por 12 horas em pH variando de 3,5 a 9,0 (SONI;
MAGDUM; KHIRE, 2010). A fitase produzida por Monascus sp. permaneceu com
sua atividade acima de 80% com valores de pH variando de 5,5 a 7,0 por 12 horas
(ALVES et al., 2016). Ja a produzida por R. oligosporus perdeu 5% de sua atividade
no pH 3,0, 20% em pH acima de 6,0; porém manteve 100% da sua atividade em pH
4,5 durante 10 dias (AZEKE; GREINER; JANY, 2011). Para uma futura aplicacao, a
enzima estudada torna-se interessante, uma vez que mantem sua atividade

catalitica em uma maior faixa de pH, incluindo o alcalino.
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Figura 27 - Estabilidade ao pH da fitase produzida por Rhizopus microsporus var. microsporus
purificada por diferentes periodos. 100% corresponde a 7,85 U/mL. Em (A) esta representado a

estabilidade aos pH &cidos e ao neutro; Em (B) esta representada a estabilidade aos pH alcalinos.
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414 Efeito de diferentes sais e compostos na atividade fosfatasica alcali-

na

De maneira geral (Tabela 11), a atividade enzimatica da fosfatase alcalina
nao foi significantemente alterada pela maioria dos diferentes sais usados na
concentracdo de 1 mM. Contudo, o uso de alguns sais sulfatados e fluoretados,
assim como o fon Cu*? e Ag™ reduziram a atividade da fosfatase. Além desses, o
KH,PO, foi o segundo maior redutor da atividade enzimatica, ficando atrds apenas
do NaF. A regulacdo da atividade da fosfatase por fontes de fosforo ja foi estudada,
onde o fosfato inorganico é capaz de reprimir e/ou inibir esta enzima (SANCHEZ;
DEMAIN, 2002). Alguns compostos, na concentracdo de 1 mM, que ndo haviam
afetado significativamente a atividade fosfatasica, quando presentes na
concentracédo de 5 mM proporcionaram a redugéo da atividade como, por exemplo o
Fe,SO,. Importante destacar que, na presenca de ureia, B-mercaptoetanol e SDS,
nao houve reducdo acima de 40% da atividade catalitica, mesmo quando usados na

concentragéo de 5 mM (Tabela 11).
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Tabela 11 - Efeito de diferentes compostos na atividade fosfatasica extracelular alcalina de R.

microsporus var. microsporus. 100% corresponde a 18,41 U/mL.

Atividade relativa (%)

Compostos 1 mM 5 mM

Controle* 100 100
AgNO3 61,85 + 0,52 39,25 + 0,00
BaCl, 99,25 + 3,14 99,62 + 0,52
CaCl, 84,81 + 0,00 82,59 + 0,52
CoCl, 88,51 + 0,52 77,77 £ 0,00
CuCl, 63,70 + 0,52 60,18 + 1,04
CuSOq, 63,70 + 1,04 35,55+ 0,00
EDTA 95,66 + 1,57 80,02 + 1,04
Fe,SO, 96,66 + 0,52 50,07 + 0,52
FeCls 112,22 + 1,57 61,85 + 0,52
Glicose 92,44 + 0,52 90,02 + 0,52
HgCl, 86,29 + 0,52 75,55+ 1,04
KCI 87,03 + 0,52 89,25 + 0,52
KH,PO,4 46,29 + 0,52 21,85 + 0,52
Kl 87,40 + 0,52 78,88 + 0,52
MgCl, 86,66 + 1,04 96,29 + 0,00
MgSQO, 60,04 + 1,04 57,03 + 1,04
MnCl, 77,40 + 0,52 58,14 + 0,52
MnSOy, 87,03 + 0,52 58,14 + 0,52
NaBr 89,25 + 0,52 83,33+ 0,52
NacCl 89,62 + 1,04 90,37 + 1,04
NaF 21,48 + 0,00 10,74 £ 0,52
NaNO; 84,07 + 1,57 82,96 + 2,09
NH,CI 88,51 + 1,57 81,11 + 0,52
NH4F 44,81 + 0,52 18,88 + 0,52
NHsNO3 91,48 + 0,52 92,22 + 0,52
SDS 86,00 + 1,57 82,44 + 0,52
Ureia 82,44 + 1,04 64,88 + 1,57
Zn(NO3); 85,92 + 0,00 84,81 + 0,52
ZnS0O, 88,51 + 0,52 85,55 + 0,52
B-mercaptoetanol 91,22 £1,57 90,02 £ 0,52

*Controle = Sem adigdo de compostos

Diferentes trabalhos apontam os ions Mg™ e Mn*? como ativadores de
atividade fosfatasica (BUAINAIN et al.,, 1998; OH et al., 2004), diferentemente do
observado para a fosfatase estudada. Por outro lado, os fons Zn*?, Co*?, Hg*?, além
dos compostos EDTA e B-mercaptoetanol, sdo citados como inibidores da atividade
da fosfatase (BUAINAIN et al.,, 1998), novamente, contrapondo os resultados

encontrados, os quais demonstram que a atividade catalitica manteve-se acima de
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80% mesmo na concentracdo de 5 mM para esses compostos. O B-mercaptoetanol
atua perturbando as pontes dissulfeto da enzima, o que pode causar a diminui¢do da
atividade catalitica da enzima, porém a atividade residual permaneceu acima de
90%, indicando que tais interacfes ndo sdo essenciais para a atividade catalitica da
fosfatase. O composto quelante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) é capaz
de formar complexos estaveis com varios ions metalicos e na maioria das enzimas
afeta a atividade catalitica negativamente, porém nao houve significativa reducéo na
atividade enzimatica, demonstrando que esta enzima ndo depende de um ion
metalico divalente especifico para sua atuacao.

Na Tabela 12, observa-se a enzima foi capaz de suportar concentracées de
1% de diversos solventes mantendo sua atividade acima de 80%, porém quando
dobrou a concentragdo, com excecao do Isopropanol, a atividade foi reduzida para
cerca de 40%. Quanto aos surfactantes Triton X-100 e Tween 20, a enzima manteve
sua atividade acima de 80% em ambas as concentragdes. Chhokar et al. (2010)
descreveram que solventes organicos podem aumentar a solubilidade de substratos
ndo polares, aumentar a estabilidade térmica das enzimas, diminuir as reacgdes

secundarias dependentes da agua ou eliminar a contaminacdo microbiana.

Tabela 12 - Efeito de diferentes solventes e surfactantes na atividade fosfatasica extracelular alcalina

de R. microsporus var. microsporus. 100% corresponde a 18,41 U/mL.

Atividade relativa (%)

compostos 1% (viv) 206 (VIV)
Controle* 100 100
Acetona 87,64 £ 0,57 46,08 £ 0,57

Acetonitrila 70,89 + 1,70 48,44 £ 0,57

Etanol 82,04 £1,70 45,26 + 0,57

Isopropanol 86,82 + 0,57 72,04 £1,13
Metanol 86,44 £ 1,13 43,69 + 0,57
n-Butanol 81,23 £ 0,57 40,45 + 0,57

0,01% (v/v) 0,02% (v/v)

Triton X-100 90,02 £ 0,57 81,26 £ 0,57

Tween 20 90,88 + 0,57 82,24 +£ 0,57

*Controle = Sem adicdo de compostos

O cloreto de ferro promoveu o aumento da atividade da enzima na
concentracdo de 1 mM, tendo, posteriormente, reduzido a atividade da enzima
guando usado na concentracdo de 5 mM. Com isso, variou-se a concentracao deste
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sal no meio reacional com o propdsito de encontrar a concentracdo ideal para
estimular a atividade catalitica da fosfatase.

Analisando a Figura 28, pode-se observar que, quando adicionado 0,4 mM de
cloreto de ferro ao meio racional, a atividade foi 1,2 vezes maior que 0 meio sem
adicdo deste composto. Em concentragcdes mais baixas (0,1 a 0,35 mM) de FeCls,
houve reducédo da atividade catalitica da enzima, possivelmente devido a disputa
entre as moléculas de fosfatase alcalina pela ligacdo com o ion metalico, levando a
uma hidrélise menos acentuada do substrato (JUMA; TABATABAI, 1977). Porém,
guando a concentragdo de FeCl; é aumentada, existem ions suficientes para suprir a
demanda das moléculas enzimaticas, possibilitando uma hidrélise do substrato de
modo mais eficiente. Considerando a maior atividade enzimatica obtida a partir do
uso de 0,4 mM de FeCl;, esta concentracdo foi usada na determinacdo dos

parametros cinéticos da fosfatase.

Figura 28 - Influéncia da concentracdo de cloreto de ferro (FeCls) na atividade fosfatasica alcalina

produzida por R. microsporus var. microsporus. 100% corresponde a 18,41 U/mL.
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4.15 Efeito de diferentes sais e compostas na atividade fitasica alcalina

Analisando a Tabela 13, observa-se que na presenca da maioria dos sais a
atividade enzimética foi mantida acima de 70%. Porém, nenhum composto ativou a
enzima. Os compostos SDS, B-mercaptoetanol, ureia, EDTA e o fons Zn*? reduziram
a atividade enzimatica. De acordo com Kar, Banerjee e Bhattacharyya (2003) a
ureia, em concentracbes mais elevadas, provoca alteracdo conformacional na
estrutura terciaria das enzimas, promovendo a desnaturacdo. O SDS recobre a
proteina, deixando-a com uma carga negativa, dificultando a interacdo com outras
moléculas. O enxofre impede a formacdo de pontes de dissulfeto na proteina
(MULLANEY; ULLAH, 2003).

Um resultado também importante a se observar, € 0 meio reacional
adicionado de fosfato de potassio, demonstrando que esse composto, que pode ser
0 produto da acao fitasica sobre seu substrato especifico, age como inibidor da
atividade enzimética. Neste caso, houve reducdo de 98% na presenca de 1mM de
KH,PO, e inibigéo total quando acrescentado 5 mM. O HgCl, reduziu a atividade em

55% e 85% na concentracdo de 1 e 5 mM, respectivamente.
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Tabela 13 - Efeito de diferentes compostos na atividade fitsica extracelular alcalina de R.

microsporus var. microsporus. 100% corresponde a 8,15 U/mL.

Atividade relativa (%)

Compostos 1mM .y
Controle* 100 100
AgNO3 94,58 + 1,68 93,29 + 1,08
BaCl, 97,68 +3,38 96,44 + 1,68
CaCl, 98,89 + 1,68 94,54 + 1,08
CoCl, 97,36 + 1,08 47,25 + 1,08
CuCl, 87,15 + 3,38 74,16 + 3,38
CuSO,4 89,54 + 1,68 83,11 + 3,38
EDTA 37,71 +1,08 33,67 + 1,68
FeCls 89,89 + 1,08 89,81 + 1,68
Glicose 75,64 + 1,68 74,21 + 3,38
FeSO, 99,18 + 0,45 98,85 + 1,08
HgCl, 45,24 + 1,08 14,77 £ 1,08
KCI 61,24 + 3,38 48,67 + 1,68
KH,PO,4 2,15+ 1,08 0,00
Kl 79,85 + 0,45 75,63 + 1,08
MgCl, 92,74+ 1,68 98,45 + 1,08
MgSO, 95,65 + 1,68 96,41 + 2,76
MnCl, 89,63 + 0,45 89,57 + 1,08
MnSO,4 89,95 + 1,08 87,68 + 1,68
NaBr 97,65 + 1,68 96,12 + 1,68
NacCl 99,58 + 0,45 98,96 + 1,08
NaF 97,41 + 2,03 94,48 + 1,08
NaNO3; 68,54 + 3,38 61,28 + 2,76
NH4CI 87,61 + 1,68 83,64 + 1,08
NH4F 78,65 + 1,68 78,25 + 1,08
NHsNO3 74,1 + 1,68 67,23+ 1,68
SDS 41,41 + 1,68 33,67 +2,03
Ureia 48,68 + 1,08 37,94 + 2,03
Zn(NOs3); 68,54 + 1,08 48,99 + 1,08
ZnS0Oy 61,75 + 1,08 9,48 + 1,08
B-mercaptoetanol 37,04 £1,68 35,02 £1,08

*Controle = Sem adicdo de compostos

Segundo a literatura, a fitase produzida por Saccharomyces castellii foi inibida
pelos fons Ca*?, Mg*%, Mn*?% Fe™ Zn'™ e Cu™ na concentracdo de 5 mM
(SHRADDHA et al., 2011). A fitase produzida por Selenomonas ruminantium
também foi fortemente inibida pelos fons zZn*?, Cu*?, Fe*’, Fe™ e Hg" (YANKE;
SELINGER; CHENG, 1999), contrapondo os resultados encontrados para a fitase
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alcalina de R. microsporus var. microsporus (Tabela 13), que teve sua atividade
reduzida em até 15% pelos mesmos ions.

Semelhante aos resultados observados, a fitase produzida por Bacillus sp. foi
inibida por EDTA (KIM et al., 1998), assim como a produzida por Bacillus subitilis
(SHRADDHA et al.,, 2011). Isso ocorre devido ao EDTA retirar 0 metal nessas
proteinas, mudando suas conformacfes, podendo ter suas atividades cataliticas
restauradas quando incubadas na presenca de ions metélicos bivalentes
(KEROVUQ et al., 1998).

Quanto aos solventes (Tabela 14), a fitase teve sua atividade reduzida pelo
metanol, mantendo-se acima de 75% em outros solventes, e quando dobrada a
concentracdo, a acetona, acetonitrila e o metanol reduziram em mais de 60% da
atividade fitasica. Quantos aos surfactantes, Triton X-100 e Tween 20, a enzima teve
sua atividade fortemente reduzida em ambos, sendo inibida totalmente na
concentracéo de 0,02% de Triton X-100. Os surfactantes proporcionaram queda na
atividade enzimatica possivelmente pela influencia desses nas ligacdes hidrofébicas
da fitase (SILVA et al., 2011).

Tabela 14 - Efeito de diferentes solventes e surfactantes na atividade fitasica extracelular alcalina de

R. microsporus var. microsporus. 100% corresponde a 8,15 U/mL.

Atividade relativa (%)

Compostos 1% (vIv) 2% (VIv)
Controle* 100 100
Acetona 75,76 £ 0,48 47,14 £ 0,24

Acetonitrila 85,19 £ 0,71 67,68 £ 0,71

Etanol 84,51 +0,71 90,24 + 3,33

Isopropanol 95,96 £ 0,95 88,89 £ 1,19
Metanol 51,52 £ 0,71 26,26 + 0,24
n-Butanol 87,21+ 1,19 84,51 + 3,10

0,01%(v/v) 0,02%(v/v)

Triton X-100 3,37+£0,24 0,00
Tween 20 24,58 £ 0,95 22,56 + 0,24

*Controle = Sem adicdo de compostos
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4.16 Hidrolise de diferentes substratos pela fosfatase alcalina

Diferentes substratos foram submetidos a acéo catalitica da fosfatase alcalina
purificada a fim de observar a hidrélise destes compostos pela enzima. Pelos valores
encontrados na Tabela 15, verifica-se que o p-nitrofenilfosfato € o substrato que a
fosfatase alcalina melhor hidrolisou, seguido pelo ATP. Os substratos D-glicose-6-
fosfato, D-frutose-6-fosfato e B-glicerofosfato foram menos hidrolisados (32-37% se
comparados ao p-NFF), diferindo do observado para a enzima intracelular produzida
por Bacillus sp., que atuou eficientemente sobre D-glicose-6-fosfato, D-frutose-6-
fosfato (MORNET, 2001; OH et al., 2004). Adicionalmente, é possivel perceber
também que a D-glicose-1-fosfato foi mais hidrolisada pela fosfatase alcalina do que
a D-glicose-6-fosfato e a D-frutose-6-fosfato, indicando uma preferéncia pela
remocéo de fosfatos ligados na posigéo 1.

Tabela 15 - Hidrélise de diferentes substratos pela fosfatase alcalina purificada produzida por R.

microsporus var. microsporus. 100% corresponde a 6,12 U/mL.

Substratos (2,7 mM final) Atividade Relativa (%)

B-Glicerofosfato 32,8+0,42

ATP 91,4+0,71

Acido Fitico 11,5+ 1,33

D-Frutose-6-fosfato 35,4+1,08

D-Glicose-1-fosfato 67,9 +£0,81

D-Glicose-6-fosfato 36,8 + 0,45
p-nitrofenil fosfato 100

Resultados encontrados foram semelhantes para a fosfatase acida de A.
caespitosus (GUIMARAES et al., 2004). A fosfatase alcalina pouco hidrolisa o &cido
fitico, diferentemente da fosfatase acida, que € utilizada em racgdes, substituindo a
fitase e disponibilizando mais fosforo para a nutricdo de animais (REZACOVA et al.,
2008). A fosfatase alcalina produzida por R. microsporus var. microsporus atuou em
moléculas bioldgicas como, principalmente, o ATP, presente nos seres vivos como
forma armazenamento de energia (NELSON; COX, 2013), sendo a hidrolise deste

substrato quase téao efetiva quanto do p-nitrofenilfosfato.
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417 Parametros Cinéticos

417.1 Fosfatase alcalina

Com auxilio do programa SigrafW®, determinaram-se os parametros cinéticos
da fosfatase purificada, na auséncia e na presenca de FeCl; (0,4 mM) no meio

reacional.

Tabela 16 - Parametros cinéticos para a fosfatase alcalina extracelular produzida por R. microsporus

var. microsporus frente ao substrato p-NFF na auséncia e na presenca de FeCls.

-1 -1
ausente 0,449 3,948 8,077 17,990
0,4 mM 0,382 5,124 10,483 27,444

Como apresentado na Tabela 16, o maior valor de K, foi observado na
auséncia de cloreto de ferro (0,449 mM) e 0 Vnax fOi maior na presenca deste sal
(5,124 U/mg de prot.), o que evidencia que na presenca de FeCls, a enzima atua
mais eficientemente sobre o substrato, apresentando maior afinidade. Tais
afirmacdes também séo confirmadas pelo ke, que é maior na presenca do cloreto
de ferro. Uma melhor conformacéo da enzima e dos seus sitios ativos proporcionado
pela adicdo do cloreto de ferro pode aumentar a afinidade da enzima com o
substrato (HOLLANDER, 1971; COLEMAN, 1992; HOFMEYR; CORNISH-BOWDEN,
1997). Os valores encontrados da relacéo kq./Kn mostra a diferenca na eficiéncia
catalitica com a adicdo ou ndo de cloreto de ferro, onde a enzima apresenta um
valor 1,52 vezes maior na presenca do Fe™. A fosfatase alcalina produzida por
Thermus sp. NTU-237 apresentou K, de 0,081 mM, ke de 6,08 s e Vpmax de 6,76
U/mg de proteina (NGUYEN, H. C. et al., 2017).

Os parametros cinéticos encontrados neste estudo reforcam que a fosfatase
atua em condicGes especificas, dependendo do meio reacional e do tipo de
substrato utilizado, assim como os ions presentes, podendo modificar sua atividade
(GONCALVES et al., 2002; SIMAO et al., 2007).
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4.17.2 Fitase alcalina

Observou-se que a fitase produzida por R. microsporus var. microsporus foi
capaz de hidrolisar o substrato fitato de sédio com K, de 0,413 e Vpnax de 2,458
U/mg de proteina. Na literatura, sdo citados valores de K, variando de 0,027 a 813
mM (CASEY; WALSH, 2004). O valor de K, obtido para a fitase produzida por
Bacillus subtilis 168 foi 2,19 mM (CHEN et al., 2015) enquanto que para a fitase
extracelular de R. oligosporus CT11K2 foi de 0,15 mM (SUTARDI; BUCKLE, 1988).
Foi determinado para a fitase &cida produzida por R. microsporus var. microsporus o
Km =0,72 mM (SATO et al., 2015), demonstrando que a fitase alcalina produzida por
este fungo tem maior afinidade pelo substrato. As fitases apresentam ampla
especificidade de substratos, geralmente, com maior afinidade pelo acido fitico,
porém as caracteristicas moleculares desta enzima podem mudar de acordo com o
organismo que a produz (VATS; BANERJEE, 2004)

Os valores de ket € KealKm (2,27 st e 5,50 sYmMm, respectivamente) sao
inferiores aos encontrados na literatura para as fitases acidas (CASEY; WALSH,
2004; CHEN et al., 2015; RANJAN; SATYANARAYANA, 2016). Porém este é o
primeiro estudo com relacdo aos parametros cinéticos de uma fitase alcalina de

origem fungica.
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5 CONCLUSOES

Analisando os resultados obtidos neste estudo, € possivel afirmar que o fungo
Rhizopus microsporus var. microsporus apresenta potencial para producéo de
fosfatase e fitase alcalina extracelular, sendo influenciada pela composicdo do meio
de cultivo e pela fonte de carbono empregada, destacando-se a farinha de centeio.
O processo de producédo da fosfatase alcalina em escala laboratorial foi otimizado
utilizando um delineamento composto central rotacional, ndo obtendo um aumento
significativo na producdo enzimatica, porém acima dos encontrados na literatura
para mesma enzima. A purificacdo da fosfatase e fitase em colunas cromatogréficas
de troca idnica e exclusao molecular foi eficaz. Com relagdo ao pH, dois picos de
atividade foram encontrados no extrato bruto, um acido e outro alcalino, para ambas
fosfatase e fitase, indicando a presenca de isoformas para estas enzimas. A fitase
purificada pode atuar em altas temperaturas, e apresentou atividade em uma ampla
faixa de pH. A fosfatase alcalina atuou melhor sobre o substrato na presenca de
FeCl;. Este é o primeiro estudo de purificacdo e caracterizagdo de uma fitase
alcalina de origem fangica, o que contribui significativamente para o avanco do
conhecimento a respeito destas enzimas. Em suma, esta pesquisa gerou
conhecimento sobre a producdo de fosfatase e fitase alcalina por fungos
filamentosos, evidenciando mais uma vez o potencial biotecnoldgico destas enzimas

para uma possivel aplicacao futura.
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