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RESUMO

Fosfatases acida (ACPases) sdo hidrolases que promovem a hidrélise do fosfato
monoéster, transformando o fosfato organico em uma forma inorganica soluvel. Estas
enzimas podem ser produzidas por uma variedade de fungos, que ganhou aten¢ao em
decorréncia de seu potencial biotecnologico em processos industriais de diagndstico e de
biorremediacdo. As ACPases desempenham um papel especifico na mobilizacdo e
aquisicao de fosfato, aumentando a fertilidade do solo, e o crescimento das plantas. Diante
da relevancia e do potencial de aplicagdo biotecnoldgica dessas fosfatases, o presente
trabalho propde a avaliacdo de sua producdo em meios de cultivo de baixo custo, e
também sua imobilizacdo em suportes. Os testes preliminares foram fundamentais para
analisar o potencial de producao enzimatica das trés cepas de Trichoderma, e, também,
definir o meio de cultivo MC-2 a ser otimizado para cada microrganismo. Assim, por
meio do Planejamento Composto Central foi possivel desenvolver equagdes de atividade
da fosfatase acida (U/mL) usando como parametros trés reagentes: sacarose, extrato de
levedura, e fosfato de potassio monobasico. Os melhores resultados foram para o
Trichoderma reesei, utilizando-se o meio MSO-Tr obteve-se crescimento de biomassa
celular e atividade enzimatica, cujos valores finais médios foram de 5,32 + 0,48 g/L e
1,96 = 0,14 U/mL, respectivamente, consumindo toda glicose e sacarose ap6s decorridas
48 h. O Trichoderma harzianum teve potencial de produ¢do enzimatico intermediario.
Utilizando-se o meio selecionado MSO-Th, as cinéticas de crescimento celular, e
atividade enzimatica chegaram a um valor final médio de 3,58 = 0,27 g/L e 0,81 = 0,05
U/mL, respectivamente. O Trichoderma asperellum, com o meio selecionado MSO-Ta,
obteve resultados proximos aos do Trichoderma harzianum. Também, foi avaliada a
producao da ACPase, utilizando melago de soja como unica fonte nutritiva. Os melhores
resultados para as fermentagdes submersas foram utilizando o melago de soja bruto. O
Trichoderma reesei destacou apresentando o melhor crescimento de biomassa celular
com 6,82 + 0,43 (g/L) para o meio MS75, suplementado com 75 g/L de melago de soja.
Por outro lado, o Trichoderma harzianum teve destaque na atividade enzimaética,
chegando a valores de 4,15 £ 0,14 (U/mL), com o meio de cultivo suplementado com 100
g/L desse substrato. Nesse trabalho também foi estudado uma técnica simples e rapida de
imobilizacao enzimatica baseada na troca idnica para melhorar a estabilidade térmica das
fosfatases acidas. A imobilizagdo nao foi eficiente para os suportes DEAE-Sepharose, e
Manae agarose. Por outro lado, Toyopearl DEAE-650s mostrou-se promissor, com
rendimento de imobilizacdo acima de 95%, e recuperacdo de atividade acima de 85%,
para ambas as enzimas. A fim de melhorar esses biocatalisadores para resistirem a altas
temperaturas, uma segunda etapa foi introduzida no processo. Para isso, foram realizadas
reacdes de oxidacdo e reducdo das cadeias glicosidicas da fosfatase acida, permitindo
demonstrar a formacao de grupos de aldeidos, e posterior interagdo com os grupos aminas,
e verificar a estabilidade das diferentes formas (livre e imobilizada). Ambos os
biocatalisadores apresentaram atividade residual ap6és uma hora de inativacdo, na
temperatura de 60 °C, fato ndo observado para a enzima livre. O derivado de trigo
germinado foi o melhor, apresentando atividade residual de 66,7% no derivado apenas
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imobilizado, e 76,2% para o derivado oxidado/reduzido. A imobilizacdo dos extratos
enzimaticos produzidos pelas cepas de Trichoderma tiveram melhor desempenho no
suporte Glioxil Agarose com PEI de 600-1000 KDa com destaque para o Trichoderma
asperellum.

Palavras-chave: Fosfatase 4cida, Trichoderma spp., Trichoderma harzianum,
Trichoderma reesei, otimizacao meio de cultivo, melaco de soja, imobilizagdo, Toyopearl

DEAE-650s, estabilidade térmica.
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ABSTRACT

Acid phosphatases (ACPases) are hydrolases that promote the hydrolysis of the phosphate
monoester by transforming the organic phosphate into a soluble inorganic form. These
enzymes can be produced by a variety of fungi, they also have biotechnological potential
in industrial, diagnostic and bioremediation processes. ACPases play a specific role in the
mobilization and acquisition of phosphate, increasing soil fertility and plant growth. Thus,
considering the biotechnological application of these acids phosphatases, the present
work aimed to evaluate the production in low-cost culture media, and also their
immobilization in supports. The preliminary tests were important to check the enzymatic
production potential of the 3 Trichoderma strains and also to define the MC-2 culture
medium to be optimized for each microorganism. Through Central Compound Planning
it was possible to develop equations of acid phosphatase activity (U/mL) using as
parameters three reagents: sucrose, yeast extract and KH2POs. The best results were for
Trichoderma reesei using the MSO-Tr medium obtained cell biomass growth and
enzymatic activity of 5.32 £ 0.48 g/L and 1.96 £+ 0.14 U/mL, respectively, it was also
consumed whole glucose and sucrose after 48 hours. Trichoderma harzianum played an
intermediary role in enzyme production. Using the selected MSO-Th medium, cell
growth kinetics and enzyme activity were 3.58 + 0.27 g/L and 0.81 + 0.05 U/mL,
respectively. Trichoderma asperellum with the selected MSO-Ta medium obtained
results similar to those of Trichoderma harzianum. ACPase production using soy
molasses as the only nutritional source was also evaluated. The best results for submerged
fermentations were using raw soy molasses. Trichoderma reesei showed the best growth
of cell biomass with 6.82 £ 0.43 (g/L) for MS75 medium, supplemented with 75 g/L of
soybean molasses. On the other hand, Trichoderma harzianum was highlighted in the
enzymatic activity, reaching values of 4.15 £ 0.14 (U/mL), with the culture medium
supplemented with 100 g/L of this substrate. In this work, a simple and fast technique of
enzymatic immobilization based on ion exchange was also studied to improve the thermal
stability of acid phosphatases. Immobilization was not efficient for the supports DEAE-
Sepharose, and Manae agarose. On the other hand, Toyopear]l DEAE-650s showed
promise, with immobilization yield above 95% and activity recovery above 85%, for both
enzymes. In order to improve these biocatalysts to withstand high temperatures, a second
step was introduced into the process. Therefore, oxidation and reduction reactions of the
glycosidic chains of the ACPases were carried out, allowing to demonstrate the formation
of aldehyde groups and subsequent interaction with the amine groups, in addition to
verifying the stability of the different forms (free and immobilized). Both biocatalysts
showed residual activity after 1 hour of inactivation at a temperature of 60 °C, which was
not observed for the free enzyme. The germinated wheat derivative was the best, with
residual activity of 66.7% for the single immobilized derivative and 76.2% for the
oxidized/reduced derivative. The immobilization of enzymatic extracts produced by
Trichoderma strains had a better performance on Glyoxil Agarose support, with an
emphasis on Trichoderma asperellum.



Key-words: Acid phosphatase, Trichoderma strains, culture medium optimization,

soybean molasses, immobilization, Toyopearl DEAE-650s, thermal stability.



1 INTRODUCAO

A deficiéncia no foésforo disponivel para a planta ¢ considerada um fator limitante
importante para a producdo de alimentos em muitos solos agricolas. Desse modo, recursos
minerais sao necessarios para restaurar o conteudo de fosforo do solo. Os microrganismos, tanto
as bactérias quanto os fungos, desempenham um papel central no ciclo natural do fésforo e
convertem as formas indisponiveis de fésforo em uma forma acessivel, que ¢ uma caracteristica
importante para o crescimento e a sobrevivéncia das plantas (BEHERA et al., 2014). Os
principais mecanismos empregados por microrganismos do solo incluem: (1) solubilizacdo e
dissolug¢ao mineral de compostos de P complexos; (2) liberagao de fosforo durante a degradacao
do substrato; e (3) liberagdo de enzimas extracelulares, como fosfatases para degradagdo
enzimatica (SOUZA et al., 2016).

Essas enzimas sdo geralmente classificadas como fosfatases alcalinas e, fosfatases
acidas (RAWAT e TEWAR, 2011; ANAND e SRIVASTAVA, 2012). A fosfatase acida
(ACPase) (monoéster fosfo-hidrolase EC 3.1.3.2) ¢ uma hidrolase que promove a hidrolise do
fosfato monoéster, transformando o fosfato organico em uma forma inorganica soltivel (DUFF
et al., 1994; ANAND e SRIVASTAVA, 2012). Assim, desempenham um papel especifico na
mobilizagao e aquisi¢ao de fosfato, aumentando a fertilidade do solo e o crescimento das plantas
(KAPRI, 2010; BEHERA et al., 2017).

Também, essas enzimas ganharam atencdo em decorréncia de seu potencial
biotecnoldgico em processos industriais, sendo amplamente aplicadas no processamento de
alimentos para animais monogastricos que liberam fosfato (AZEEM et al., 2014). Em células
animais, elas tém sido utilizadas como biomarcadores em radioimunoensaios para diagnosticar
algumas enfermidades (MUNIYAN et al, 2013). A aplicacdo na biorremediacdo de solos
poluidos, também, foi relatada com o uso de ACPases derivadas de plantas e fungos
micorrizicos (MISRA et al., 2012).

Viérios sdo os microrganismos disponibilizadores de fosfato e produtores de enzimas
com alta aplicabilidades, dentre eles destacam-se as estirpes dos géneros bacterianos
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, e fungos, tais como Aspergillus sp., Humicola sp., Mucor
sp., Penicillium sp., Metarhizium sp. e Trichoderma harzianum, como solubilizadores de
fosfato (BOYCE e WALSH, 2007; LEITAO, et al. 2010, BADER et al., 2020).

Desses fungos, o Trichoderma harzianum apresentou maior relevancia como um fungo
saprofito presente em solos, incluindo no bioma do cerrado brasileiro (SOUZA et al., 2016). O

referido fungo foi destacado como um potente agente fertilizante, dada a sua capacidade de
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induzir a absor¢ao e fornecimento do fosfato soluvel ao solo (SOUZA et al., 2018). Além disso,
esse fungo ¢ capaz de colonizar raizes e folhas de plantas hospedeiras, promovendo mudangas
bioquimicas benéficas (KAPRI e TEWARI, 2010, BADER et al. 2020).

Trichoderma asperellum ¢ um fungo filamentoso, frequentemente isolado de solo livre
de raizes, rizosfera de vérias plantas, tecidos vegetais saudaveis e madeira morta. Seu amplo
espectro de substratos sugere um excelente oportunismo ambiental, além de ser um poderoso
antagonista de outros fungos, pois € capaz de parasitar sobre eles ou inibir seu crescimento e
desenvolvimento (JAKLITSCH, 2009, DAS et al., 2019, SHANG et al., 2020).

GARCIA-LOPEZ et al. (2015) estudaram a contribuigdo de T. asperellum para absorgdo
de fosforo pela planta, a partir de formas fito-disponiveis, tais como fosfatos de calcio (rocha
fosfatica) e fitatos (hidrolise enzimatica). Eles concluiram que a solubilizagdao dos fosfatos e
fitatos foi favorecida pelo efeito ligeiramente acidificante, e pelo aumento da concentracdo de
anions organicos promovido pelo fungo, nos meios de crescimento das plantas. A solubilizagao
do fosforo insoluvel por 7. asperellum Q1, e o efeito de sua enzima, fosfatase acida, sobre a
promocgao do crescimento de Arabidopsis em estresse salino foi estudada por ZHAO et al. em
2017.

Outra espécie em destaque € o Trichoderma reesei. Considerado um produtor de
celulose e hemicelulose convencional usadas industrialmente para despolimerizar biomassas
vegetais para obtencao de aglicares simples, que sdo convertidos em intermediarios quimicos e
biocombustiveis, como o etanol (MARTINEZ et al., 2008, NOGUCHI et al., 2021). Ainda,
foram realizados estudos com énfase na produgdo de -glicosidase (XIA et al., 2018), além de
potenciais contribui¢cdes para a biotecnologia de combustiveis e outras aplicagdes industriais.

O aproveitamento de subprodutos ou residuos agroindustriais como matéria-prima para
producdo de bioprodutos de valor agregado, como as enzimas, € estrategicamente importante
para economia, biotecnologia e meio ambiente (ACOSTA et al., 2020). Um ponto importante
que deve ser considerado para o desenvolvimento de processos mais baratos, ¢ a selecao de
componentes de meios de cultivo com custos reduzidos, que correspondem a 10 e 30% das
despesas globais (CAMEOTRA e MAKKAR, 1998). As pesquisas com substratos baratos e
alternativos sdo, principalmente, centradas em residuos de colheitas, e processos
agroindustriais. As vantagens da utilizacao de residuos agroindustriais sdo: disponibilidade, por
serem gerados em grandes quantidades; altos niveis de carboidratos ou lipidios, que favorecem
o crescimento microbiano e sintese de enzimas; além de reduzir custos com tratamentos destes

residuos por parte das industrias (FERNANDES et al., 2021).



O melago de soja ¢ um exemplo de coproduto, gerado pela evaporagao do liquido
remanescente da secagem da proteina concentrada de soja, com alta concentracao de aglicares,
nitrogénio, acidos graxos, aminoacidos e minerais (SIQUEIRA, 2007; SIQUEIRA et al., 2008).
No processo de producdo de concentrados proteicos, o melago ¢ concentrado em até 50% de
seus solidos totais, e, posteriormente, adicionado a ragdes animais. SILVA et al. (2012)
produziu etanol a partir de melago de soja hidrolisado enzimaticamente, e ROMAO et al. (2012)
produziu etanol com melago de soja hidrolisado com acido. MORAIS Jr, (2016) purificou,
caracterizou e imobilizou lipases produzidas por Geotrichum candidum e Candida rugosa a
base desse riquissimo substrato.

As enzimas produzidas geralmente apresentam restricdes quanto a sua aplicacdo na
forma soluvel em reagdes, devido a sua instabilidade em solugao, tornando o processo mais
caro (BOM, 1999). Assim, a imobiliza¢do enzimatica surge como solucdo para alguns desses
problemas, na aplicacdo dessas enzimas como biocatalisadores em processos produtivos.
Quando imobilizada, a enzima pode apresentar vantagens como reutilizagdo ou uso continuo,
facilidade na sua separacao do meio reacional, possibilidade de modulagao de suas propriedades
cataliticas, prevengdo de possiveis contaminagdes microbianas, ¢ a possibilidade de
estabilizagcdo da sua estrutura tridimensional (MATEO et al., 2007; BELHO et al., 2014;
KALITA e AMBASHT, 2019).

Portanto, cabe salientar que as enzimas, principalmente as fosfatases produzidas pelos
fungos do género Trichoderma, desempenham um papel especifico na mobilizagdo e aquisi¢cao
de fosforo, juntamente com técnicas de imobiliza¢do enzimatica, visando futuras aplicagoes.
Assim, o presente trabalho propde-se avaliar a producdo em fermentacdo submersa, € a
imobilizagao de fosfatases acida dos fungos 7. asperellum, T. harzianum e T. reesei, bem como

das fosfatases acidas comerciais.
1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho apresenta como objetivo o estudo da produgdo e imobilizagdo de
fosfatases acidas, por meio da fermentacao de melaco de soja e outros meios de cultura de baixo
custo, utilizando-se cepas de Trichoderma sp. Também, propde a imobilizagdo de fosfatases

acidas comerciais em diferentes suportes.

Objetivos Especificos:



Estudar as estirpes de Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum e Trichoderma
reesei na produ¢do de fosfatases acidas por fermentagcdo submersa;

Avaliar o efeito da utilizacao de melago de soja e/ou meios de cultura sintéticos simples
como substratos de baixo custo, e estudar possiveis variagdes de concentragdes de sais
nos meios de cultura, para a producdo da fosfatase acida;

Comparar a producao da fosfatase, com valores obtidos pela literatura, para verificagdo
da viabilidade da producao desta enzima nos substratos alternativos;

Estudar a imobilizagdo das ACPases produzidas, ¢ das ACPases comerciais em
diferentes suportes: Manae Agarose, DEAE-Sefarose, DEAE Toyopearl-650s, Glioxil
Agarose 6 BCL, Glioxil Agarose 4 BCL/PEI 10 KDa, Glioxil Agarose 6BCL/PEI 600-
1000 KDa.

Avaliar a estabilidade térmica das ACPases livres e imobilizadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo apresenta os principais temas relacionados ao estudo, destacando-
se a importancia do fosforo na nutrigdo de plantas e as fosfatases em um contexto geral.
Posteriormente, contextualiza a aplicabilidade da enzima fosfatase acida, bem como técnicas
de producdo, caracterizagdo, purificagdo e imobiliza¢do para futuras aplicagdes em processos

biotecnologicos.

2.1 A importancia do Fosforo

O fosforo (P) ¢ um componente estrutural dos acidos nucléicos e também identificado
como macronutriente essencial para todas formas de vida (PLAXTON e LAMBERS, 2015;
BEHERA et al., 2017). Também, possui relevante papel como regulador de diversas vias
metabolicas, transporte e armazenamento de energia na forma de fosfato de adenosina e esta
presente na constitui¢do das moléculas de DNA e RNA, (FURLANI, 2004).

O fosforo elementar ndo ¢ encontrado na natureza. Ele interage de forma espontanea e
facil com o oxigénio formando o pentéxido de fosforo (P20s) e combina com a dgua para formar
acido fosforico. Ocupa o décimo primeiro lugar na ordem de abundéancia de elementos nas
rochas igneas da crosta terrestre (CHANG e GOLDSBY, 2013). Nos solos, o fosfato de célcio
¢ a forma inorgénica mais encontrada em solos bésicos, por outro lado, em solos acidos estdo
mais presentes os fosfatos de ferro ou aluminio. Grande parte dos solos brasileiros sdo
classificada como latossolos, considerados muito profundos, bem drenados, altamente
degradados e fortemente acidos. Portanto, a presen¢a de 6xidos de ferro (Fe) e aluminio (Al)
dominam nesses solos e facilitam tanto a adsor¢ao de fosfato como a formagao de fosfatos de
Fe e A1 (BARROSO et al., 2006).

A presenca de uma populacdo microbiana auxilia na mobilizacdo deste nutriente.
Bactérias e fungos utilizam residuos organicos como fonte de carbono, energia e nutrientes
(SMECK, 1985; NEVES, 1992) os quais sdo indisponiveis para o vegetal (LOPEZ-BUCIO et
al., 2002). Estes microrganismos produzem metabolitos acidos e enzimas, dentre elas, as
fosfatases sdo as principais enzimas responsaveis pela mineralizagdo do fésforo organico
(NAHAS e ASSIS, 1992; GYANESHWAR et al., 2002).

A baixa solubilidade e a deficiéncia de fosforo disponivel no solo impulsionam a
aplicacdo de fertilizantes fosfatados com o objetivo de aumentar a produtividade das culturas.

Uma alternativa interessante ao uso de fertilizantes convencionais quimicos, para melhor
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aproveitamento do fosforo existente, ou adicionado, seria o aproveitamento de microrganismos

responsaveis pela solubilizagdo destes compostos (SILVA et al., 2001, SHEN et al., 2011).

2.2 Fosfatases — Visao Geral

As fosfatases sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas em organismos eucariotos e procariotos (GUIMARAES et al., 2004). Estas
enzimas sao responsaveis por hidrolisar ésteres e anidros de acidos fosforicos e participam de
varios processos bioldgicos, tais como: assimilagdo de fosforo, metabolismo intermediario e
sinalizacdo celular. Sdo responsaveis pela mineralizagdo de fosfato organico a baixos niveis de
fosfato inorganico livre (AOYAMA et al., 2003).

As fosfatases estdo divididas em dois grandes grupos de acordo com o pH 6timo de
atuagdo: fosfatases acidas, grupo de enzimas que possuem pH 6timo igual ou inferior a 6,0 e as
fosfatases alcalinas que apresentam pH 6timo de atuagdo igual ou superior a 8,0. Todavia, uma
nova classifica¢do divide essas enzimas em 5 grandes familias: (i) fosfatases alcalinas; (i)
fosfatases acidas de baixo peso molecular; (iii) fosfatase acida de alto peso molecular; (iv)
fosfatases purpuras e (v) proteinas fosfatases (GUIMARAES et al., 2004; RAWAT e TEWARI,
2011; ANAND e SRIVASTAVA, 2012).

As fosfatases alcalinas se diferem das 4cidas quanto a faixa de pH 6timo para a catalise
e também por apresentar algumas peculiaridades no mecanismo reacional. Elas necessitam de
cations mono e bivalentes para a catalise (por exemplo: magnésio, cobalto, manganés), ao
contrario da fosfatase acida, que realizam suas reacdes sem a presenca destes ions (STEC et al.,
2000; AOYAMA et al., 2003).

As fosfatases purpuras (PAPs, EC 3.1.3.2) sdo membros de metalo-familia da
fosfoesterase de hidrolases acidas contendo metal binuclear. Essas enzimas estdo presentes em
animais, plantas, bactérias e fungos. PAPs hidrolisam uma ampla gama de fosfomonoéster e
substratos de amida. Por desenvolver a caracteristica relacionada com cor purpura na etapa de
purificagdo destas enzimas, tal fato foi considerado uma particularidade de separa-las em uma
familia a parte. Esta cor ¢ resultado da transi¢do e transferéncia de cargas causada por residuos
de tirosina ligados coordenadamente a ions férricos (TRAN et al., 2010, SCHENK et al., 2013).
Em plantas, os genes da fosfatase acida puarpura (PAP) codificam uma das classes mais
predominantes dessas fosfatases adcidas (DENG et al., 2020).

As proteinas fosfatases sdo fosfotransferases que catalisam a transferéncia de grupos

fosforil das cadeias laterais de aminoacidos previamente fosforilados pela molécula de 4gua.
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Essas enzimas apresentam como peca-chave na manutencdo do equilibrio celular, regulando
varias reacdes reversiveis de fosforilagio (DIKMAN e YARDEN, 1999). A fosforilacdao e
desfosforilagdao de proteinas atuam na regulacao de processos de sinalizacao celular, ou seja,

controle de diferenciacao e proliferagdo celular (LI et al., 2000).

2.2.1 Fosfatases acidas

As fosfatases acidas (orthophosphoric — monoester phosphohydrolase, EC 3.1.3.2) sdo
uma familia de enzimas amplamente distribuidas na natureza (BULL et al., 2002). Podem ser
secretadas por varios microrganismos como bactérias (MAGBOUL ¢ McWEENEY, 1999;
SALEH e BELISLE, 2000; ROMBOLA, 2014; AMOOZADEH, et al., 2020) fungos
(TARAFDAR et al., 1988; BERNARD et al., 2002; LIMA, 2006; LEITAO et al., 2010; ZHAO
etal., 2017), também por plantas (FERNANDES et al., 2000, CHAFIK et al., 2020, FEDER et
al., 2020) ou células animais (MOURA et al., 2006). As plantas e os microrganismos sao
responsaveis pela produgdo da maioria das fosfatases acidas encontradas no solo, sendo sua
atividade fundamental no ciclo do fosforo e na liberagao desse composto para as plantas
(SOUZA, 2011, ZHAO et al., 2017).

As rotas reacionais da agdo da fosfatase sobre seus substratos ¢ mostrado de forma
esquematica na Figura 2.1 (NAKAGI, 2007). De acordo com o esquema, o substrato se liga ao
sitio ativo da enzima formando o complexo enzima-substrato (E.ROP). A quebra do complexo
promove a liberagao do fosfato inorganico (Pi) e do intermediario fosforilado E — Pi. Esta
molécula pode sofrer hidrolise pela molécula de agua (W) liberando o fosforo inorgéanico (P1)
e a enzima livre. Também, se for adicionado ao meio de reacdo um aceptor (A), pode ocorrer a
transferéncia de fosfato inorganico formando assim, um novo éster de fosfato (APi), numa

reagao de transfosforilagao.

Figura 2.1 — Acdo das fosfatases sobre seus substratos, em que: ROP - substrato; E.ROP -
complexo enzima-substrato; E-Pi - fosforil enzima; Pi - fosforo inorganico; APi - éster de

fosfato; E - enzima livre (adaptado, NAKAGI, 2007).



Dados da literatura mostram que as fosfatases acidas sdo amplamente distribuidas em
organismos como plantas, animais e microrganismos ¢ foram caracterizadas em diversos
tecidos, como sementes, raizes, prostata e células dsseas (GUIMARAES et al., 2004; AL-
OMAR, 2010; ZHANG et al., 2013). Até o momento, essas enzimas foram aplicadas em uma
ampla gama de processos, incluindo a mobilizagdo e aquisi¢ao de P, aumento da fertilidade do
solo e crescimento das plantas (KAPRI, 2010).

Em células animais, elas tém sido utilizadas como biomarcadores em radioimunoensaios
para diagndstico de doencas Osseas, metastases, inflamagdo cronica e cancer de prostata
(MUNIYAN etal., 2013; QUINTERO et al., 2013). No processo industrial, as fosfatases acidas
sdo aplicadas no processamento de alimentos para animais monogastricos, para aumentar o
valor nutricional e reduzir o fosfato excretado por eles (SEBASTIAN et al., 1996; AZEEM, et
al., 2014).

A aplicagdo na biorremediacao de solos poluidos também foi relatada usando ACPases
derivadas de plantas e fungos micorrizicos (MISRA et al., 2012). Varios estudos revelam que
a atividade destas enzimas de solo pode ser utilizada de forma pratica como marcadores da
qualidade em inimeras situagdes. Aspectos relativos a fertilidade, indicagdo de poluicao,
remediacao de solos contaminados pode ser identificadas pela agdo destas enzimas (PURCENA

et al., 2014).

2.2.2 Fosfatases em microrganismos

As fosfatases tém sido estudadas em varios microrganismos, desde bactérias como, por
exemplo, Lactobacillus curvatus (MAGBOUL e McSWEENEY, 1999), Mycobacterium
tuberculosis (SALEH e BELISLE, 2000), porém um numero considerdvel delas foram
caracterizadas a partir de fungos como Aspergillus sp., Humicola sp., Mucor sp., Penicillium
sp., Metarhizium sp., Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum (GUIMARAES et al.,
2004; HAAS et al., 1991; ALEKSIEVA et al., 2003; BOYCE e WALSH, 2007; LI et al., 2006;
LEITAO et al., 2010; ZHAO et al., 2017).

Estudos de YADAV e TARAFDAR (2003), mostraram que Aspergillus niger liberou
elevada quantidade de fosfatases seguida pelo género Penicillium. O fungo Penicillium sp.
também teve habilidade de produzir fosfatase acida intracelular. Em NAHAS et al. (1994) o

numero de fungos produtores de fosfatase acida no solo, superou em 150% o de produtores de



fosfatase alcalina; constatou ainda que os fungos possuem maior atividade da fosfatase acida,
enquanto que as bactérias da fosfatase alcalina.

Outro microrganismo que merece destaque ¢ o Trichoderma harzianum. Fungo
saprofitico presente nos solos, comumente encontrado no bioma do cerrado brasileiro.
Considerado como agente fertilizante, devido a sua capacidade de liberar, induzir a captacao e
fornecer fosfato soluvel no solo (KAPRI e TEWARI, 2010). Além disso, sdo capazes de
colonizar raizes e folhas das plantas hospedeiras, promovendo alteracdes bioquimicas
benéficas. Também sdo responsaveis pela solubilizagdo de nutrientes inorganicos (carbono,
nitrogénio e fosforo) e inducdo de resisténcia a doengas causada por patégenos vegetais
(HARMAN et al., 2004; VERMA et al., 2007, BADER et al. 2020).

Dada a aplicacdo consideravel de 7. harzianum como agente de controle biologico,
numerosos estudos foram conduzidos para aumentar nossa compreensao dos mecanismos
envolvidos no micoparasitismo (RAMADA et al., 2015; GOMES et al., 2015). E sabido que
esse fungo € capaz de produzir enzimas hidroliticas, como fosfatases, f-glucanase (NORONHA
e ULHOA, 1996), quitinases (ULHOA e PEBERDY, 1992) e xilanases (BUCHERT e
HEIKINHEIMO, 1998). Além disso, estudos sobre a privacao de fosfato revelaram o potencial
de Trichoderma spp. como agentes de solubilizagdo do fosfato, solubilizando os fosfatos
presentes no solo e aumentando a fertilidade do solo e o crescimento das plantas (KAPRI e
TEWARI, 2010).

LEITAO et al. (2010) purificaram e caracterizaram uma fosfatase acida (ACPasel) de
T. harzianum. Esta enzima apresentou pH e temperatura 6timos a 4,8 e 55 °C, respectivamente,
e foi fortemente inibida pelo tungstato de sddio. Também foi caracterizada por hidrolizar uma
ampla gama de ésteres fosforilados, incluindo moléculas organicas envolvidas no processo
celular, como trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP) e monofosfato de
adenosina (AMP). Dados publicados também mostraram que ACPases de microorganismos sao
mais eficientes na hidrdlise de fosfato organico do que aquelas derivadas de plantas (KAPRI

and TEWARI, 2010).

2.2.3 Técnicas de purificacio e caracteristicas bioquimicas das fosfatases acidas

Inumeros trabalhos publicados referentes a purificagdo e caracterizagao bioquimica das
fosfatases 4cidas produzidas por plantas ou microrganismos sdo descritas por etapas
cromatograficas. Porém, devido a variabilidade observada e caracteristicas bem particulares, a

utilizacao de uma tUnica técnica torna-se inviadvel (BERNARD et al., 2002).



Técnicas cromatogragicas envolvendo cromatografias de troca idnica, de exclusdo
molecular e de interagdo hidrofobia sdo empregadas. A Tabela 2.1 exemplicifica os principais
processos de purificagdo, dentre eles, destacam-se a cromatografia de troca ionica seguida por
uma cromatografia de filtragao em gel (SOUZA, 2011).

A cromatografia por interagdo hidrofobica (HIC) merece destaque pois ¢ bastante
utlizada com €xito no fracionamento e purificagdo de proteinas (QUEIROZ et al., 2001). Neste
tipo de cromatografia a separagao das proteinas ¢ promovida através das interagdes hidrofobicas
entre ligantes hidrofobicos e regides nao-polares na superficie das proteinas. Com essa técnica,
a adsorcdo ¢ aumentada uma vez que aumenta a concentragado de sal no tampao, principalmente
o sulfato de amonio (QUEIROZ et al., 2001; LEITAO et al., 2010). Quando comparada a
cromatografia de troca i0nica ou de fase reversa, pode-se dizer que as interagdes ocorridas na
HIC sdo mais fracas, fato que favorece a manutencao da atividade bioldgica da molécula que
esta sendo purificada (GARCIA et al., 2004). Uma nova fosfatase acida de cactus (Opuntia
megacantha Salm-Dyck) foi purificada por cromatografia, utilizando uma coluna de DEAE
Sefarose. O mondmero purificado foi caracterizado com 44 kDa de peso molecular,
determinado por SDS-PAGE. O pH e temperaturas 6timos para a atividade da enzima foram de
5,5 ¢ 60 °C, respectivamente (CHAFIK et al., 2020).

Estudos referente a caracteriza¢do bioquimica destas enzimas mostram perfis bastante
distintos, variando de peso molecular, especificidade a substratos ou inibi¢ao por ions. JING et
al. (2006) descreveram duas isoformas de fosfatases acidas (I e II) produzidas por Pinctada
fucata. Estes biocatalisadores foram separados por cromatografia de troca idnica e
posteriormente cromatografia em gel de filtragdo. Apresentaram pH 6timos de 4,6 e 3,2
utilizando o p-Nitrofenilfosfato como substratos e massas moleculares de 64,3 e 208,8 kDa,
respectivamente.

Com o objetivo de definir a formagdo estrutural das fosfatases acidas (PAP1) por
estudos de cristalografia, KUSUDO et al. (2003) purificaram e caracterizaram uma fosfatase
acida purpura extraida de batata doce. A massa molecular da PAP1 foi de 60 kDa quando
determinada por eletroforese. Na tentativa de classificar fosfatase 4cidas de minhocas Eisenia
veneta, duas isoenzimas (I e II) de fosfatases acidas e uma terceira de fosfatase alcalina foram

separadas por gel de filtragdo (STUBBERUD et al., 2000).
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Tabela 2.1 — Principais processos de purificagdo da fosfatase acida em diferentes

microrganismos (adaptado de SOUZA, 2011).

Microrganismo Método de purificacao Referéncia
Agaricus bisporus Q-Sepharose, TSK-DEAE 5PW WANNET et al., 2000
Aspergillus caespitosus DEAE-Celulose, GUIMARAES et al.,

Concavalina A-Sepharose

2004

Aspergillus oryzae

Troca i6nica (anion)

FUJITA et al., 2003

Aspergillus ficcum

Troca i0nica e cromofocoisoeletrico

ULLAH e PHILLIPPY
1994

Labeo rohita

Sp-Sephadex G-50 e G-75;
Sephadex G-100; CM-Celullose

SIDDQUA et al., 2008

Mucor hiemalis

DEAE-Sepharose CL 6B; Sephacryl
S-100 HR; Phenyl agarose; Sephadex
G-25

BOYCE e WALSH, 2007

Pinctada fucata

DEAE-Sepharose; Sephadex G-200;
Concavalina A-Sepharose 4B

JIN et al., 2006

Lactobacillus curvatus

DEAE-Sepharose; Phenyl-Sepharose;
Mono Q-Sepharose.

MAGBOUL e
SWEENEY, 1999

Mc

Lactobacillus pentosus

DEAE-SPW; TSWgel G-3000 PWXL

PALACIOS et al., 2005

Metarhizium anisopliae

Con. A Sepharose 4B; High Q anion
resin

Lletal., 2006

Saccharomyces DEAE Sepharose; Sephacryl S-300 MAN-JIN et al., 2009
serevisiae

Trichoderma Phenyl Sepharose CL-4B LEITAO et al., 2010
harzianum

Trichoderma Superdex 200 HiLoad SOUZA et al., 2016
harzianum

Trichoderma DEAE Sepharose Fast Flow ZHAO et al., 2017
asperellum

AGUIRRE-GARCIA (2007) identificou e caracterizou uma fosfatase 4acida de

protozoario Cryptosporidium parvum responsavel por infecgdes intestinais em inUimeras

espécies de mamiferos, incluindo os humanos. Com objetivo de entender os mecanismos de

infeccdo e grau de viruléncia deste protozoario, tendo como referéncia fosfatases acidas

produzidas por outros parasitas (Leishmania donovani, L. mexicana e Trypanossoma crusi), o

pesquisador descobriu que essa enzima era fortemente inibida por ortovanadato de sddio,

molibdato de sodio e tungstato de sodio.

LEITAO et al. (2010) purificaram pela primeira vez uma fosfatase 4cida de

Trichoderma harzianum. O biocatalisador tinha habilidade de hidrolisar diversos substratos
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como: ATP, ADP, AMP, fenil fosfato de s6dio e D-frutose-6-Fosfato. A enzima apresentou
massa molecular de 57 kDa, pH 6timo de 4,8 e temperatura 6tima de 55 °C. Sua atividade foi
inibida por tungstato de sddio e cloreto de ferro (FeCls).

Quanto a especificidade ao substrato, a ACPase de Lactobacillus curvatus apresentou
capacidade de hidrolisar diferentes substratos fosfatados. Ela se destacou por exibir alta
atividade com p-nitrofenilfosfato, D-glicose-6-fosfato, O-fosfato-DL-serina, D-frutose-6-

fosfato (MAGBOUL e Mc SWEENEY, 1999).

2.2.4 Aplicacdes das fosfatases

Estudos referentes a utilizagao das fosfatases acidas como biomarcadores estao cada vez
mais frequentes. Esta enzima pode ser considerada uma hidrolase lisossomal biomarcadora,
sendo que, em situagdes de estresse celular, ocorre extravasamento da enzima para fluidos intra
e extracelulares ocasionando a alteragdo de seus niveis, podendo ser tratada como indicadora
de tal estresse (SINGH e AGRAWAL, 2008). Em células animais, as fosfatases tém sido usadas
como biomarcadores em radioimunoensaios para o diagndstico de metastases Osseas,
inflamacao cronica e cancer de prostata (MUNIY AN et al., 2013; QUINTERO et al., 2013).

As fosfatases acidas podem atuar na desfosforilagdo de receptores de moléculas
sinalizadoras, como a insulina, na regulagdo do processo de transducao de sinal (BOTTINI et
al., 2004). Também, neste contexto, as fosfatases acidas podem participar em processos de
sinaliza¢do celular como, por exemplo, os que envolvem o 4cido ascorbico na resposta a
condig¢des fotoxidativas e ataques de patdogenos em plantas. (ZHANG et al., 2010).

Outras aplicagdes das fosfatases t€ém sido na area de nutri¢do animal e industria de
fertilizantes. A adicdo de fosforo inorginico em fertilizantes tem provocado uma maior
transferéncia dele em rios durante processos de escoamento superficial. Tais praticas tém
levado a uma maior poluicao destes mananciais, uma vez que o nitrogénio e o fosforo sdo dois
nutrientes limitantes para o crescimento de algas (FOY e WITHERS, 1995).

Estratégias nutricionais vém sendo tomadas com a utilizagdo de nutrientes digestivos
juntamente da adicdo de enzimas para amenizar problemas ambientais em granja de aves e
suinos. Um exemplo, sdo as fitases e as fosfatases acidas, que possuem a capacidade de liberar
fosforo inorganico da molécula de acido fitico (acido mio-inositol hexafosférico) (LEI e
PORRES, 2003). Quando adicionadas em rag¢des de animais monogastricos, a agdo enzimatica

diminui os efeitos anti-nutricionais de dietas ricas neste acido. Portanto, o resultado ¢ a reducao
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da excregao fecal e urinaria do fosfato, (BALI ¢ SATYANARAYANA, 2001, AZEEM et al.,
2014).

O grande uso das fosfatases microbianas se dd como insumo em kits de reagentes para
analises clinicas, principalmente para as técnicas imunoenzimaticas por ELISA. Os testes
imunologicos baseados na deteccao de antigenos ou anticorpos podem acoplar enzimas, tais
como a fosfatase alcalina a um anticorpo ou anti anticorpo, dependendo do ensaio, as quais
permitem a detecc¢ao da reagdo antigeno anticorpo e a interpretagdao do resultado (ALMEIDA,
2000).

A enzimocosmética é ainda um novo campo de estudo e visa o emprego de enzimas em
produtos cosméticos, dificultando ou facilitando as rea¢des bioquimicas da pele. Neste sentido,
as fosfatases alcalinas vem sendo consideradas um agente redutor de micro rugas, atuando no

estimulo a proliferacao dos fibroblastos (BON et al., 2008).

2.3  Processos fermentativos para producio enzimatica

Os dois principais processos empregados para a produgdo enzimatica por
microrganismos sdo a fermentagdo no estado solido (FES) e a fermentagdo submersa (FSb)
(FERNANDES et al., 2021). O parametro que dita a grande diferenga entre eles € o teor de agua
presente no meio reacional (CASTRO e PEREIRA, 2010).

A agua ¢ responsavel por diversas fungdes em bioprocessos, tais como a difusdo de
nutrientes no meio reacional e a absor¢do destes pelos agentes microbianos. Também, participa
na remoc¢ao de metabdlitos e a manutengdo da funcdo e estabilidade de estruturas bioldgicas,
como proteinas, nucleotideos, carboidratos e permeabilidade da membrana plasmatica
(CASTRO e PEREIRA, 2010, LU et al., 2021). Em relacdo ao cultivo de fungos filamentosos,
a limitagdo de 4gua pode causar a desnaturagdo enzimatica, ocasionando um desequilibrio nas
vias metabodlicas. Também, pode afetar os processos de germinacao, esporulagdo e formagao
de metabolitos, assim como reduzir a taxa de crescimento microbiano e aumentar o periodo de
aclimatagdo celular (CASTRO e PEREIRA, 2010).

A escolha do ambiente fisico do meio fermentativo ¢ de fundamental importancia para
o desenvolvimento microbiano aplicado a produgdo enzimatica (PANYACHANAKUL et al.,
2017). Entre os microrganismos, os fungos tém maior capacidade de crescimento em FES,
talvez por assemelhar melhor ao ambiente natural em que sdo encontrados. Bactérias e
leveduras, devido ao seu carater unicelular, tém maior habilidade de absorver nutrientes no

meio liquido (SHARMA et al., 2001; LI e ZONG, 2010).
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Quando se objetiva a produgdo em larga escala de enzimas por fermentagdo, o uso de
um substrato de alto custo pode ocasionar um grande aumento do valor do produto final,
portanto o barateamento deste componente do meio se faz importante (FERNANDES, 2006;
DAMASO et al., 2008). O aproveitamento de subprodutos ou residuos agroindustriais como
substratos para produ¢do de enzimas ¢ uma abordagem bastante interessante (FERNANDES et
al., 2021).

Pesquisas em substratos baratos e alternativos sao principalmente centradas em residuos
de colheitas e processos agroindustriais. As vantagens da utilizagao de residuos agroindustriais
sdo em relagdo as grandes quantidades produzidas e a possibilidade de dar uma destinagao
socioambiental correta. DHILLON et al. (2011) avaliaram o potencial de residuos agricolas
para a producdao de celulase e hemicelulase utilizando culturas isoladas e associadas de
Aspergillus niger e Trichoderma reesei, e conseguiram atingir o objetivo da producgdo de
enzimas hidroliticas a um baixo custo, além de gerir os residuos que causariam problemas de
poluicdo ambiental.

O melago de soja, objetivo de estudo deste trabalho, ¢ um coproduto promissor gerado
pela evaporagdo do liquido remanescente da secagem da proteina concentrada de soja, com alta
concentragdo de agucares, nitrogénio, acidos graxos, aminoacidos e minerais (SIQUEIRA,
2007). SILVA et al. (2012) produziu etanol a partir de melago de soja hidrolisado
enzimaticamente e RODRIGUES et al., (2017) utilizando o mesmo substrato produziu 12,6 g/LL
do biossurfactantes rafinose, pela bactéria Pseudomonas aeruginosa. Também, obtiveram
indice de emulsificagdo maximo de 96%. MORALIS Jr (2016) purificou e imobilizou lipases
produzidas através da fermentagdo submersa do melago de soja por Candida rugosa e

Geotrichum candidum.

2.3.1 Fermentac¢ao submersa (FSb)

A fermentagdo submersa pode ser definida como aquela que ocorre em meio com
presenca de agua livre e normalmente com substratos soliiveis. Uma grande vantagem ¢
possibilitar um melhor controle dos pardmetros do processo como temperatura, pH, aeragao,
agitacdo, e concentracio de nutrientes, devido a homogeneidade do meio (SANROMAN and
COUTO, 2006, SILVA et al.,, 2019, RAMAMOORTHY et al., 2019). A facilidade de
automatizar muitas operagdes (JAKUBIKOVA et al., 2006) e a possibilidade de obter elevadas
quantidades de biomassa em um pequeno espago fisico num curto intervalo de tempo

(LOUREIRO et al., 2003), também ganham destaque. Todos esses fatores sdo importantes para
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o rendimento do produto de interesse e, por esse motivo, a FSb tem sido a mais aplicada na
industria (VAIDYANATHAN et al., 1999; PANDEY, 2002, LIU et al., 2020). O custo de
producao de enzimas microbianas ¢ fortemente ligado a sua produtividade (SHELDO e PELT,
2013; FLORENCIO et al., 2017). O custo dos substratos e as variacoes de rendimento
enzimatico, sdo problemas economicamente determinantes para producdo, prejudicando seu
potencial para aplicagdo em escala industrial (LIMAYEM e RICKE, 2012).

Os ambientes reacionais podem ser diversos, como frascos agitados, fermentadores de
bancada ou fermentadores em escala industrial (LU et al., 2021). Estima-se que 90% de todas
as enzimas industriais sdo produzidas por FSb, geralmente com o emprego de microrganismos
geneticamente modificados. Isso porque, os microrganismos selvagens sao mais adaptados as
condig¢des fornecidas por fermentagao em estado solido, talvez pelo fato de simular melhor seu
habitat natural (FARINAS et al., 2014).

Entretanto, este processo apresenta alguns inconvenientes quando comparado a
fermentagdo no estado solido, tais como: a maior probabilidade de contaminagdo, devido a
maior quantidade de agua; dificuldade de esporulagdo do micélio em fermentacdes fungicas e
o favorecimento a repressdo catabolica pelo fato dos agucares (glicose, frutose, sacarose,
maltose, etc) estarem dispersos em todo o meio liquido. (LIMA et al., 2003; PAPAGIANNI,
2004; SANCHEZ, 2009).

Dentre os fungos filamentosos, os fungos endofiticos se destacam por apresentarem
grande potencial para producdo de enzimas industriais por fermentagcdo em estado liquido
(CORREA et al., 2014). Os fungos endofiticos sdo aqueles que vivem na estrutura interna das
plantas, especialmente folhas, caules e raizes, sem causar nenhum sintoma evidente a seus
hospedeiros, em uma relacao definida como endossimbiose (AZEVEDO et al., 2001; HYDE e
SOYTONG, 2008). Embora pouco estudados no sentido ecoldgico, muitos deles sdo
conhecidos por produzir uma variedade de metabolitos secundérios biologicamente ativos com
possiveis aplicagdes em ativos anticancerigenos, antimicrobianos, anti-inflamatorios e outros

produtos com aplicagdes farmacéuticas (TANASOVA e STURLA, 2012; PANT et al., 2014).

24 Imobilizacdo Enzimatica

A ideia de imobilizacdo enzimatica ¢ uma oportunidade interessante de associar os
beneficios das membranas e enzimas. Os processos de imobilizacdo enzimadtica sdo técnicas
que foram adaptadas por muitos anos e tem uma ampla gama de aplicacdes, desde processos de

tratamento de dgua e esgoto, degradacdo de poluentes e bactérias, aplicagdes médicas em
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biossensores e implantes dsseos, até sintese organica (BECKER et al., 2017 ; CALDAS et al.,
2017; SIGURDARDOTTIR et al., 2018).

Nos ultimos anos, a busca por tecnologias para aplicagdo de enzimas tem chamado
atencdo com objetivo de padronizar a qualidade dos produtos, reduzir custos energéticos e
impactos ambientais, atendendo as normas ISO 9000 e 14000 (BON et al., 2008). Assim sendo,
a imobilizacdo enzimadtica surge como resposta para alguns destes problemas relacionados a
aplicagdo destes biocatalisadores em processos industriais (KUJAWA et al., 2021).

A 1imobilizagdo enzimatica pode ser entendida como a técnica que mantém o
biocatalisador fisicamente localizado numa regido especifica do suporte com preservacao de
sua atividade catalitica, podendo ser reutilizada para sua finalidade especifica (CHIBATA et
al., 1978; MORAIS Jr, 2016; KUJAWA et al., 2021). O principal interesse em imobilizar uma
enzima ¢ obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante
0 processo reacional, em comparagdo a sua forma livre. Contudo, altera¢des estruturais, que
modificam os sitios ativos, ndo sdo recomendas (VIEIRA, 2009).

O primeiro trabalho sobre imobilizacao foi relatado em 1916, quando os pesquisadores
GRIFFIN e NELSON, tentando purificar a invertase, observaram que a enzima adsorvida em
carvao ativo manteve sua atividade e ndo era dessorvida com as lavagens. Desse momento até
os dias de hoje, varios métodos de imobilizacdo foram desenvolvidos, cada um com suas
limitacdes que devem ser consideradas quando aplicados. Nao existe um método ou suporte
universal para classes especificas de enzimas e reagdes. A melhor técnica ou o melhor suporte
de imobilizacao devem ser descobertos através de testes empiricos, afinal ndo existe um método
ou suporte universal (MENDES et al., 2011).

Propriedades quimicas e fisicas podem sofrer modificagdes apos a imobilizacdo. Os
efeitos desta técnica devem ser considerados sobre a estabilidade, propriedades cinéticas, além
da produtividade enzimatica. A escolha criteriosa do método de imobilizacao, suporte utilizado,
quantidade de enzima, pH, temperatura e tempo de imobilizacao sao parametros de fundamental

importancia (BULCHHOLZ, 1979; VIEIRA, 2009; MORALIS Jr, 2016).
2.4.1 Meétodos de Imobilizacio de enzimas
Os protocolos de imobilizagdo enzimatica em suportes sao baseados em mecanismos

fisicos e quimicos (GIRELLI e MATTEI 2005). H4 um variado nimero de técnicas podendo

ser encapsulamento, aprisinamento ou confinamento; adsor¢do em materiais insoluveis como
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resinas de troca idnica, copolimerizadas ou se ligar a uma matriz insoluvel por ligagdes

covalentes (GUISAN, 2006). A Figura 2.2 apresenta as principais técnicas de imobilizagao.

Técnicas para Imobilizagio de Enzimas

I
I I
Ligacio Quimica Retencio Fisica

Adsorgiio Ugltiﬂ Ligaciio Aprisionamento Encapsulagiio
covalente

R CLC
Q swore viwse |31 *tﬁr

Figura 2.2 — Principais métodos de imobiliza¢ao de enzimas. (adaptado de
JEGANNATHAN et al., 2008; MORAIS Jr, 2016).

s

Para escolher qual ¢ o método de imobilizacdo mais adequado, € necessario realizar uma
andlise de possiveis aplicagdes e condigdes operacionais onde a enzima ird atuar. Ademais, ¢
importante analisar o tempo e custos a fim de viabilizar o método escolhido, afinal estes

parametros afetardo diretamente no custo final do produto (FERNANDES et al., 2010).

2.4.1.1 Imobilizacao por ligacées quimicas

A imobilizag¢do enzimatica realizada por ligagdes quimicas consiste na interacdo entre os
grupos ativados da enzima com os grupos reativos da superficie do suporte. Esta interagdo pode ser

realizada por adsorg¢do, ligagdes idnicas ou ligagdes covalentes (QUILLES Jr, 2015).

a) Adsorcao

O método de adsor¢ao ou adsor¢ao fisica é considerado o procedimento mais facil para
se preparar um sistema de imobiliza¢dao. A Figura 2.3 mostra de forma esquematica a técnica,
que consiste na mistura, sob condigdes apropriadas, do suporte insoliivel com a solucdo
enzimatica seguida da separacdo do derivado imobilizado do meio reativo. A adsor¢@o ocorre por

interagdes superficiais ou secundarias entre os grupos da enzima e os grupos do suporte através de
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forca de Van der Waals, interagdes idnicas, adsor¢do fisica ou até por interagdes hidrofobicas

(JEGANNATHAN et al., 2008).

Figura 2.3 — Esquema de imobiliza¢do enzimatica por adsor¢do via troca ionica. Fonte:

FERNANDEZ-FERNANDES et al. (2012).

A eficiéncia da técnica esta diretamente relacionada com alguns parametros, tais como
pH, temperatura, forca idnica, natureza do solvente e quantidade de enzima. O controle destas
variaveis € requerido para a adsor¢do otimizada e preservacao da atividade, devido a ligacdo
entre o suporte e enzima.

Tal método promove pouca perturbacdo a estrutura nativa da enzima. Entretanto,
apresenta a dessor¢ao como uma grande desvantagem, devido a ligacdo fraca entre a enzima-
suporte (KENNEDY e CABRAL, 1987). Um exemplo de aplicagdo desta metodologia é o
suporte hidrofobico octil-sefarose, onde o grupo octil é acoplado covalentemente a sefarose
com matriz reticulada de 4% por ligacdo éter. Este meio hidrofébico formado, com perda
minima e nenhuma propriedade idnica, € ideal para algumas enzimas se adsorverem (MORAIS

Jr, 2016).

b) Ligacao ionica
O principio deste método € a interagdo do suporte-enzima através de grupos funcionais
ionizaveis de ambos. Durante o processo de imobilizagdo, pode ocorrer simultaneamente algum
tipo de adsorcdo, porém, prevalecem as interagdes i0nicas porque sdo a maioria (FERNANDES et

al., 2010). Os suportes i0nicos podem ser carregados negativamente (suportes catidnicos) ou

positivamente (suportes anidnicos) (Tabela 2.2).
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O procedimento experimental ¢ semelhante ao de adsor¢do, porém a eficiéncia de
imobilizacdo neste caso, estd relacionada com propriedades tamponantes do meio reacional. O
objetivo ¢ facilitar a transferéncia iOnica entre os grupos ativos do suporte e enzima

(VICHENEWSKI, 1995).

Tabela 2.2 — Exemplos de suportes usados para imobiliza¢do de enzimas por troca de ions.

Trocadores anionicos @ Trocadores cationicos

DEAE — Celulose CM — Celulose
ECTEOLA — Celulose Fosfato de celulose
TEAE — Celulose Dowex50
DEAE — Sepharose Amberlite CG — 50

Toyoperl - DEAE Carboximetil — Agarose

DEAE — Agarose Sulfopropil — Agarose
MANAE - Agarose Amberlite IRC — 50

Amberlite IRA 93 Amberlite IR — 120
Amberlite IRA 410 Amberlite IR — 200
Amberlite IRA 900 Amberlite XE — 97

Como beneficios, destacam-se: possibilidade de reutilizar o suporte, simplicidade do
método, baixo custo a grande disponibilidade de suportes. Além destes, outra vantagem
relacionada a este método ¢ a baixa mudanga conformacional na estrutura enzimatica, devido
ao carater 16nico da ligacdo e as condi¢cdes amenas de imobilizagdo, resultando em imobilizados
com alta atividade. Por outro lado, como desvantagem, pode haver a liberagcdo da enzima pelo
suporte, por variacdes de pH e forga i6nica do meio, afinal sdo dois pardmetros de grande
importancia (WEETALL, 1975; FISHER, 2010).

A Figura 2.4 mostra as interacdes i0nicas da enzima com suportes anionicos utilizados

na imobiliza¢do de enzimas por ligagdo ionica.
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(a) (b)

Figura 2.4 — Esquema ilustrativo de imobilizag¢ao por ligagcdes idnicas em suportes anionicos.
(a) MANAE-agarose; (b) DEAE-agarose. Fonte: MORAIS Jr (2016).

Os suportes monoaminoetil-N-etil agarose (MANAE) e dietilaminoetanol agarose (DEAE),
carregados positivamente, sdo exemplos de suportes anidnicos. Os suportes cationicos carboximetil
e sulfopropil sdo carregados negativamente com os grupos funcionais OCH2COO- e

CH2CH2CH2S03-, respectivamente (Figura 2.5).
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Figura 2.5 — Esquema demonstrativo de imobilizagdo por ligacdes idnica em suportes
cationicos. (a) Carboximetil-agarose; (b) Sulfopropil-agarose. Fonte: MORALIS Jr (2016).

¢) Ligacdo covalente

A imobilizagdo por ligagdes covalentes ¢ um dos métodos mais estudados e utilizados
neste ramo (CHEN e GU, 2008). Neste método ocorre os mais variados tipos de ligagdes,
podendo imobilizar a enzima através de qualquer um dos seus grupos reativos. Com respeito
aos grupos funcionais das enzimas (Tabela 2.3), a situagdo estd relativamente definida, afinal
somente 0s grupos presentes nas ramificagoes laterais de aminodcidos, depois de realizar as
ligacdes peptidicas, poderdo reagir. Para se obter uma eficiente ligacdo suporte-enzima ¢
necessario fazer a ativacao do suporte antes da imobilizacdo. Esta ativacao ¢ frequentemente

feita com reagentes que contém grupos hidroxil ou amino (CAO, 2005).
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Devido a alguns inconvenientes como, condi¢cdes mais drasticas € 0 maior numero de
etapas, a imobilizagdo por este método necessita de um tempo maior para sua realizagdo. Porém
em condicdes apropriadas de pH e forca idnica do meio reacional, estes derivados enzimaticos
apresentam maior estabilidade e alta resisténcia a temperaturas e a solventes organicos em geral
(MATEO et al., 2000; BAYRAMOGLU et al., 2011).

Outro fator importante que deve ser considerado nesta metodologia ¢ a for¢a da ligacdo
enzima-suporte. A estabilidade da enzima ¢ maior quando ocorre ligacao multipontual (glioxil,
epoxi, gluteraldeido) se comparada com a ligacao covalente unipontual (MATEO et al. 2007).
A Figura 2.6 exemplifica a imobilizagdo por ligacdo covalente unipontual, neste caso a
imobilizagao se da através da regido amino terminal da enzima em suportes de bromociandgeno

(CNBr) ativado.

Tabela 2.3 — Principais grupos funcionais das moléculas enzimaticas.

Grupo Estrutura Aminoacido
Amina primaria - NH» N-Terminal
Lisina (Lys)
Acido carboxilico - COOH C-Terminal
Acido aspartico (B)
Acido glutamico (y)
Tiol -SH Cisteina (Cis)
Fenol <::> oH Tirosina
Imidazole N @H Histidina (His)
N
Hidroxila -OH Serina

Alguns suportes ativados (por exemplo, suportes de glioxil) apenas imobilizam enzimas,
a pH 10, por meio de uma ligagdo simultanea de dois pontos através de grupos amino. Desse
modo, as enzimas sdo espontaneamente orientadas no suporte através da regido da superficie
com a maior densidade nos residuos de Lisina (Lys). Os grupos glioxil sdo muito estaveis e,
portanto, pode ser promovida uma imobiliza¢do covalente multiponto muito intensa entre essa

regido enzimatica e o suporte altamente ativado (GUISAN, 2006).
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Figura 2.6 — Esquema ilustrativo resultante da imobilizacdo covalente unipontual em suportes
de CNBr-agarose. Fonte: MORALIS Jr (2016).

Além da regido com a maior densidade de residuos de Lys, outras regides da superficie
podem estar envolvidas na imobiliza¢ao covalente multiponto: a regido com a maior densidade
nas por¢des carboxilicas, a regido com a maior densidade nos residuos de His, etc. Essas
imobilizacdes sdo realizadas usando suportes heterofuncionais tendo grupos capazes de
adsorver as enzimas em grupos glioxil que sdo capazes de reagir covalentemente com residuos
de Lys (GUISAN, 2006). A enzima ¢ primeiramente adsorvida no suporte a pH 7,0 e, em
seguida, o derivado imobilizado pode ser adicionalmente incubado a pH 10, a fim de facilitar a
imobilizagdo multiponto entre os grupos glioxil na superficie do suporte ¢ os residuos Lys

colocados na superficie da enzima adsorvida (GUISAN, 2006) (Figura 2.7).
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Figura 2.7 — Esquema ilustrativo de resultante da imobiliza¢do covalente multipontual em
suporte heterofuncional amino-glioxil agarose. Fonte: MORAIS Jr (2016).

2.4.1.2 Imobilizacao por retencio fisica

O método de imobilizagdo enzimatica por retengdo fisica ¢ também conhecido como
aprisionamento ou encapsulacdo. Consiste na formag¢ao de uma estrutura porosa na presenca da
enzima, envolvendo-a em uma matriz tridimensional. Esta técnica também inclui encapsulagao
em gel ou em fibras que impedem a interagdo quimica entre o suporte € os grupos constituintes

da enzima, mantendo a estrutura tridimensional e o seu sitio ativo sem alteragdes (SILVA et

al., 2008).
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Esta metodologia proporciona um sistema onde as moléculas menores dos substratos e
produtos se difundam da solucdo até o sitio ativo da enzima no interior da matriz, enquanto as
enzimas (moléculas maiores) ficam retidas no interior do suporte. Um exemplo de imobilizagao
de enzimas por retengdo fisica ¢ a microencapsulagao que se caracteriza pelo revestimento da
enzima com um polimero formando microesferas (RATHORE et al., 2012).

Uma das principais vantagens da utilizacdo deste método de imobilizacdo ¢ a grande
area superficial disponivel para o contato do sitio ativo da enzima com o substrato, além da
possibilidade de realizar a imobilizagdo de diferentes enzimas num mesmo suporte, a0 mesmo

tempo (MENDES et al., 2011).

2.4.2 Imobilizacdo das Fosfatases

A imobilizagdo enzimatica surgiu como um interessante campo dentro da enzimologia
para se tornar real as aplicagdes em processos industriais. Imobilizar enzimas como as
fosfatases acidas ¢ vantajoso com relacdo a estabilidade aprimorada, reutilizacdo por varios
ciclos e sua recuperacdo (BELHO et al., 2014).

Matrizes diferentes estdo sendo exploradas para o propo6sito, € 0 avango no campo ¢
significativo (DUTTA et al., 2013). Um grande exemplo ¢ a agarose, um polissacarideo linear
neutro formado de unidades basicas repetidas de agarobiose. Este ultimo, ¢ um dissacarideo
constituido por D-galactose e 3,6-anidro-L-galactopiranose. Este suporte apresenta
caracteristicas interessantes como formacao de géis fortes, mesmo em baixas concentracoes,
hidrofilico, histerese térmica e alta porosidade. Derivados de agarose como glioxil-agarose
(TARDIOLI et al., 2011; SIAR et al., 2017), octil-agarose (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2016;
ZAAK et al.,, 2017; ALMEIDA et al., 2018); amino-glioxil agarose e carboxi-glioxil agarose
(GUERRERO et al., 2017) tém sido empregados para imobilizagido de varias enzimas.

Os pesquisadores AMBASHT e KALITA (2019), estudando a imobilizagdo da fosfatase
acida de trigo germinado em gel de agarose tiveram bons resultados. Com 75,25% de
imobilizagdo, a enzima imobilizada apresentou melhor estabilidade e aumento no valor de Km
se comparada a enzima soluvel. Com esta técnica, a reutilizacao da fosfatase dcida imobilizada
mostrou-se promissora, podendo ser utilizada até oito ciclos, porém com menor perda de
atividade nos trés primeiros.

Outra matriz de suporte utilizada para imobiliza¢do da fosfatase acida ¢ a quitosana,
definida como amino polissacarideo natural obtido a partir da desacetilagdo da quitina (CASAL

et al., 2005). E um material organico barato, nio toxico e biocompativel que o torna um suporte
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ideal para imobiliza¢dao enzimatica (JUANG et al., 2001). ANAND e SRIVASTAVA (2014)
descreve a imobilizagdo da fosfatase acida isolada das sementes de Vigna aconitifolia em

suportes de quitosana ativado por glutaraldeido (Figura 2.8).

Figura 2.8 — Suportes de quitosana: (A) Suportes antes da ativacao (B) Suportes depois da
ativacao com gluteraldeido (2%). Fonte: ANAND e SRIVASTAVA (2014).

A imobilizacao foi realizada com sucesso em esferas de quitosana através do método de
reticulagdo com 83% do rendimento de imobilizagdo. A enzima imobilizada permaneceu
estavel por quase dois meses com mais de 50% de sua capacidade hidrolitica em comparagao

com sua forma aquosa.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados o material e métodos utilizados para o
desenvolvimento experimental desse trabalho. Com objetivo de ilustrar, de forma resumida, a
metodologia empregada nesse trabalho ¢ mostrado na Figura 3.1, fluxograma das estratégias
adotadas e experimentos de fermentagdo submersa, realizados com 7. asperellum, T. harzianum
e T. reesei. A etapa de Imobilizagdo das ACPases comerciais foi realizada no Instituto de
Catalisis y Petroleoquimica (ICP) do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
localizado na cidade de Madri, Espanha. As demais etapas foram realizadas no Nucleo de
Processos Biotecnoldgicos (Nucbio) pertencente a Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ) da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU) localizado na cidade de Uberlandia, Brasil.

Preservagdo ¢ manutengdo dos
microrganismos (7. asperellum, T.
harzianum, T. reeser)

Selegdo de meios de cultivo sintéticos Fermentagdo com Melago

(Literatura) de soja sem tratamento

Influéncia da
concentragdo do
melaco de soja

Selecdo do melhor Meio sintético para
Biomassa e producdo de Fosfatase

acida

Fermentacdo com Melago de

. soja com tratamento
Otimizacao dos reagentes de (Clarificagio)

interesse através do PCC

Imobilizagdo Imobilizagdo ACPases
ACPases Comerciais produzidas pelos
" Trichodermas
Analises
Acompanhamento da
variagdo do pH Atividade da Fosfatase
acida (U/mL) por FSb

Calculo da Biomassa seca
(g/L)

Acompanhamento do
consumo do substrato

Figura 3.1 — Fluxograma das estratégias e experimentos de fermentacdo submersa e
imobilizagao.
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3.1 Microrganismos

Os fungos Trichoderma asperellum, T. harzianum e T. reesei foram avaliados nesse
estudo. Eles foram isolados/coletados no Complexo Mineroquimico de Araxa (Vale
Fertilizantes), Minas Gerais. Os isolados de fungos foram identificados por testes bioquimicos
de taxonomia convencional, pela Fundacdo Andre Tosello para Pesquisa e Tecnologia
(Campinas-SP). Estas culturas fingicas pertencem ao banco de microrganismos do Nucleo de
Processos Biotecnologicos (NUCBIO) da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia e sdo mantidas em ultrafreezer a -70 °C. Para garantir as caracteristicas
originais dos fungos, foi realizada a técnica de preservacdo em discos de papel, e,
posteriormente, para sua ativagdo, utilizou-se o meio Czapek modificado de composicao

descrita na Tabela 3.1 (adaptado de ARAUJO, 2014).

Tabela 3.1 — Composicao do meio Czapek, meio de cultivo utilizado para ativacao dos

esporos preservados.

Reagentes Concentracao (g/L)
NaNO; 2,0
K>HPO, 1,0
MgSO4 0,5
KCI 0,5
FeSOq 0,01
Sacarose 30,0
Agar 20,0

3.2 Preservacio dos microrganismos em discos de papel

A preservacdo em discos de papel ¢ utilizada para estocagem por anos. A grande
vantagem desse método ¢ minimizar a probabilidade de variagdo genética, j4 que nao ha
crescimento durante o periodo de armazenamento. Os materiais utilizados estdo representados
na Figura 3.2.

A metodologia consiste em esterilizar a seco os frascos de vidro, contendo ¥ de silica
gel azul, a temperatura de 170 °C, por trés vezes. Posteriormente, foi esterilizado em autoclave

os tampoes, papel de filtro, o papel toalha, e a lamina de vidro, envoltos com papel de aluminio,
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a temperatura de 120 °C, por 45 minutos. Também, foi esterilizado em autoclave a solugdo de

leite em p6 (10 % em peso), a 120 °C, por 15 minutos.

Figura 3.2 — Materiais utilizados na preservacao.

Os microrganismos foram repicados em placas contendo meio Czapek e incubados por
7 dias. Em seguida, uma suspensao de esporos foi preparada, transferindo 5 mL da solugdo de
leite em p6 10% para cada placa. Para obtengdo da suspensdo mae, fez-se a raspagem com
auxilio de uma lamina de vidro estéril, conforme a Figura 3.3 (A). Apos o preparado da
suspensdao mae, transferiu-se o papel de filtro picado para a placa. Nessa etapa ¢ importante
salientar que os papeis ndo podem ficar encharcados, para ndo dificultar o processo de secagem,

conforme a Figura 3.3 (B).

Figura 3.3 - (A) Preparo de suspensao com leite em p6 a 10%. (B) Transferéncia de papel
filtro picado para placas de Petri contendo suspensao de esporos.

Com o auxilio de uma pinga foi transferido o papel picado embebido para folhas de

papel toalha com intuito de retirar o excesso de umidade, em seguida, foi transferido para placas
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de Petri contendo folhas de papel de filtro estéril e deixado secar nas mesmas condicdes de
incubacgao por 8-10 dias (Figura 3.4).

Depois de seco, realizou-se o teste de prova. Portanto foi transferido para uma placa
contendo meio Czapek pedago do papel picado e incubou a 25 °C. Fez-se a comparac¢ao de cada
microrganismo com a placa controle, com objetivo de observar a presenca de contaminantes.

Apos o periodo do teste de prova, os papeis ja colonizados e secos foram envoltos com
Papel de filtro e em seguida transferidos para os frascos de vidro contendo silica gel azul,
conforme a Figura 3.4 (B). Por ultimo, os recipientes foram codificados e armazenados em

geladeira a 10 °C.

Figura 3.4 - (A) Papel colonizado antes do processo de secagem. (B) Papel colonizado

envolvido em papel de filtro em frascos do tipo penicilina, contendo silica gel azul.

3.3  Avaliacio do potencial enzimatico dos microrganismos

O uso de meios solidos especificos permite o rastreio rapido da presenca ou auséncia de
enzimas especificas. Nesse ensaio foi avaliada a capacidade de produgdo de diferentes enzimas
pelos fungos 7. asperellum, T. harzianum e T. reesei, através do indice enzimatico. Esse foi
calculado pela relagdo entre o didmetro do halo (mm) gerado ao redor da colénia e o didmetro
da colonia (mm).

As enzimas estudadas foram protease, celulase, amilase e pectinase. Cada metodologia
foi realizada em duplicata. Para detectar a atividade proteolitica foi utilizado o meio nutriente
agar, contendo gelatina como substrato. As placas foram incubadas durante 7 dias a 25 °C. Apos
o periodo de incubacao dos isolados neste meio, foi adicionada sobre ele uma solucao saturada
de sulfato de amoénio, cujo precipitado tornou o 4gar mais opaco, € acentuou as zonas claras ao
redor das coldnias, onde a gelatina foi degradada (AKUJOBI et al., 2012).

A atividade da celulase foi determinada através da degradagdo da celulose em meio Agar

com celulose como Unica fonte de carbono, fundamentada pela metodologia descrita por
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TEATHER E WOOD (1982) e HERCULANO et. al., (2011). Para os ensaios foram utilizados
meio Agar-carboximetilcelulose, com a seguinte composi¢do em (g/L): 0,5 de MgSO4; 0,5 de
KCL; 3,0 de NaNOs3; 0,01 de FeSO4.7H20; 1,0 de KH2PO4; 15,0 éagar e 10,0
carboximetilcelulose. Depois de 5 dias de incubagdo foi vertida sobre as placas 10 mL de
solugdo corante de vermelho congo (1 g/L). Apos 15 minutos, em repouso, a solugdo foi
descartada, em seguida, as culturas foram lavadas com NaCl 2 M, e deixadas em repouso com
essa solucao por 15 minutos. A presenca de zonas claras ao redor das culturas mostra a atividade
da celulase.

Para avaliar a atividade de amilase, os isolados foram cultivados em meio minimo de
composicao (g/L): 0,5 de MgSOs; 0,5 de KCI; 3,0 de NaNOs; 0,01 de FeSO4.7H20; 1,0 de
KH>PO4; 15,0 4gar (ROTTAVA et al., 2010) suplementado por amido, sendo incubada a 25
°C, durante 5 dias, para medida do halo de degradacdo do amido. Para isso, foram vertidos 2
mL de solugdo lugol sobre a superficie do meio de cultura. Apds 10 minutos, a solugao lugol
foi descartada, e a atividade amilolitica detectada pela formagao de halo claro circundado por
uma zona azulada (DEB et al., 2013).

A pectinase foi observada em placa com meio constituido (g/L): 5,0 de pectina; 6,5 de
extrato de levedura; 2,0 de glicose e 5,0 de dgar. Os microrganismos foram inoculados em
discos de papel e incubados a 25 °C, por 5 dias. Apos a incubacao, as placas foram reveladas
com uma solu¢do 0,05% de vermelho-ruténio, por 5 minutos, e lavadas com agua destilada. A
formag¢do de halo vermelho ptrpuro ao redor da coldnia contrastando com o restante claro da
placa significou que o microrganismo foi capaz de degradar a pectina (REDDY e

SREERAMULU, 2012).
34 Producao das fosfatases por fermentacao submersa (FSb)
3.4.1 Ativacao do microrganismo preservado

A ativagdo do microrganismo foi realizada através do repique das culturas,
anteriormente preservadas, em placas de Petri contendo meio Czapek. O procedimento consiste
em espalhar o disco de papel, contendo o microrganismo preservado, sobre a placa com 0,1 mL

de 4gua destilada estéril. O espalhamento deve ser homogéneo por toda placa de diametro 9

cm. ApOs essa etapa, as placas foram levadas para estufa a temperatura de 25 °C, por 5 dias.
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3.4.2 Fermentacio submersa em Incubadora Agitadora Shaker

Os fungos T. asperellum, T. reesei, T.harzianum foram inoculados separadamente em

quantidades de cada microrganismo a serem definidas para cada processo fermentativo. Os

cultivos foram realizados em erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de meio de cultura,

selecionados no item 3.4.3. Foram mantidos sob agitacdo em mesa agitadora, com 150 rpm de

agitacdo e temperatura de 25 °C.

3.4.3 Cultivos da fermentacio submersa

Os meios de cultura empregados no processo fermentativo para a producdo das

fosfatases acidas foram selecionados da literatura. A Tabela 3.2 mostra os reagentes e, também,

suas concentragdes, para cada referéncia. Nessa etapa foi avaliado crescimento de biomassa

celular (g/L), atividade da fosfatase acida (U/mL), e pH para cada um dos trés fungos.

Tabela 3.2 — Meios de cultura empregados na fermentacdo submersa.

Meios de Cultivo

Reagentes — Concentracao (g/L) Referéncias

Meio 1 —JP

Sacarose — 20,0 Laboratoério Farroupilha

Extrato de Levedura — 5,0

Meio 2 — JP modificado

Sacarose — 20,0 Laboratorio Farroupilha/UFU
Extrato de Levedura — 5,0
KH,PO,4 — 2,0

Meio 3 — Czapek liquido

Sacarose — 30,0 Adaptado de ARAUJO, 2014
NaNO; — 2,0

K>,HPO4— 1,0

MgS0O4—-0,5

KC1-0,5

FeSO;—-0,01

Meio 4 — Sampaio

Glicose — 10,0 SAMPAIO et al., 2003
Extrato de Levedura — 0,5

MgS0O4 - 0,1

MnSO, - 0,001

FeSO4 - 0,001

(NH4)2S04 - 0,5
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KCI-0,2
Meio 5 — Leitio Glicose — 2,5 LEITAO et al., 2010

Peptona bacteriana — 1,0
Ureia— 0,3
KH>PO4—2,0
(NH4)2S04— 14,0
Mg(SO4)7.H20 - 0,3
Meio 6 — Souza Glicose — 15,0
Extrato de Levedura — 2,5 SOUZA et al., 2016
CaCl,.6H,O - 0,3
(NH4)2SO04— 1,4
Mg(S04)7.H20 - 0,3

Também, estudou-se meio de cultivo a base de melago de soja, produto doado pela
empresa parceira CJ Selecta, localizada na cidade de Araguari-MG. A Tabela 3.3 apresenta a

ficha técnica de composicao nutricional e niveis de garantia deste produto.

Tabela 3.3 — Ficha técnica nutricional do melago de soja da empresa CJ Selecta.

COMPOSICAO TIiPICA........... (g/Kg) CARBOIDRATOS TOTAIS
Acticares (g/kg)
Proteinas totais (min)...........ccccceeeveuenene. S0 | SACATOSE......ceoveeevererereeeeereeeeeeeeie e, 199
Mistura (MAx)........ccevvevereneeeeieienenn 250 | GICOSE....oeveeeeeeceieeeeeeee e 6
Gordura total (Max).........cccceevevviviiiinninncns 5 | FIULOSE.c.vovieiceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
Fibras totais (MAax)......cccceceeeeveveivenuennenne. 3 | RafiNOSE....coveeieeeeiicieeceeeeeeeeeeee e 50
Estaquiose.......cccceeeevveeeciieeniieeniie e 119
NiVEIS DE GARANTIA............ (%) MINERAIS TOTAIS
MiNeraisS.....ccceeesnrecssnnessssncssnnessannenes (mg/Kg)
Umidade (MaX)......cceeevreeeeveeenieeeneeenns 30 | FOSTOr0...ccvvieiiiecieeeieeeeeeecee e 4150
Matéria mineral (max)...........cccceuveenee. 10 | CalCIO..uiiiciiieeieeeie e 100
Agucares totais (Min).........cceceeeerveeennee. 40 | SOAI0..cccuiieciieeeiie e 400
Solidos soluveis (BRIX)....................... 70 | Magneésio.......cccuveerreeerveeeiieenieeenneeennnes 1300
Acidez total........cooeeviiiniiniiniicee I | POtaSSIO...cciiiiiieiieiieciecee e 25400
EnXofre...ccveiiiiiiiiieie 500




Como ¢ observado, o melago de soja ¢ um produto bastante completo, por isso foram testados
meios de cultivo somente a base desse substrato nas concentracdes (g/L) de 25, 50, 75 e 100
com e sem tratamento de clarificacdo. O melago de soja foi submetido a clarifica¢do (Figura
3.5) para remog¢do de impurezas decorrentes do processo de beneficiamento da soja, visando
melhor aproveitamento do material. Ap6s o preparo das solugdes de concentracdo descritas
acima, o pH do melago de soja foi ajustado para 3,0, com adi¢do de acido sulftrico concentrado.
Depois, os recipientes foram levados para geladeira, em repouso durante 24 horas. Ao final
desse processo de clarificagdo, os meios de cultivo foram centrifugados a 4500 rpm (3250 g),
por 30 minutos, ¢ o pH do sobrenadante (melago de soja clarificado) foi ajustado para 5,5, com
solucdo de NaOH 6 mol/L sendo novamente centrifugado, conforme protocolo utilizado por

(SLIVINSKI, 2014; ACOSTA et al., 2020), para depois ser esterilizado.

Figura 3.5 — Meios de cultivo de melago de soja depois do repouso por 24h a 4 °C e antes do
processo de centrifugagdo. As concentragdes sao: A — 50 g/L; B—75 g/L; C — 100g/L.
(Fonte: Arquivo do autor).

3.4.4 Avaliacio da fonte de fosfato para producio da fosfatase acida

Foram avaliadas trés fontes de fosfato nos meios de cultura Trl, Tr2 e Tr3, conforme a
Tabela 3.4 para os trés microrganismos estudados. O objetivo desse ensaio foi avaliar a
produgdo da fosfatase acida quanto a disponibilidade de fonte de fosfato soluvel no meio de
cultivo. O reagente CaHPOs apresenta baixa solubilidade, por isso, utilizamos uma
concentracdo maior. Por usa vez, o KH,PO4 apresenta solubilidade intermedidria, e, por fim, o

NaH>POy4 possui uma solubilidade alta, em meio aquoso. Uma analise de ANOVA de fator
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duplo com repeti¢des, utilizando a igual a 0,05 foi realizada para ver se ha diferenca entre os

tratamentos para os resultados de atividade enzimatica.

Tabela 3.4 - Concentragao dos reagentes utilizados no experimento.

Extrato de Fonte de Fosfato
TRATAMENTOS Acucar (g/L) Levedura (g/L) (g/L)
Tr1® 20,0 5,0 5,0
Tr2® 20,0 5,0 2,0
Tr3® 20,0 5,0 1,0

Tr1®; Meio de cultura com CaHPO4 como fonte de fosfato.
Tr2@: Meio de cultura com KH>PO4 como fonte de fosfato.
Tr3®: Meio de cultura com NaH,PO,4 como fonte de fosfato.

3.4.5 Otimizac¢do do meio de cultura para producio de fosfatase acida por cepas de

Trichoderma sp.

Depois de definido o Meio de Cultura JP modificado (item 3.4.3), foi realizado um
Planejamento Composto Central (PCC) com 2, mais 3 réplicas no ponto central e mais
6 experimentos no ponto axial para estudar as concentracdes dos reagentes no meio sintético.
Foi definido um PCC, que foi repetido para cada cepa de Trichoderma estudada (Tabela 3.5).

As variaveis a serem estudadas no planejamento foram: (X1) sacarose; (X2) extrato de
levedura industrial, marca Biorigin e (X3) fosfato de potassio monobdsico. As respostas para
esses planejamentos foram: atividade de fosfatase, crescimento biomassa celular (massa seca —
g/L) e consumo do substrato. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata, totalizando
34 bateladas. O o utilizado foi de rotabilidade, ¢ o seu valor absoluto foi 1,682.

Os valores reais e codificados das variaveis foram determinados apds os resultados
obtidos em testes preliminares. Os valores de sacarose (X1) em (g/L) foram 6,60 (-a), 10,00 (-
1), 15,00 (0), 20,00 (+1), 23,40 (+a); os valores de extrato de levedura — Biorigin (X2) utilizados
em (g/L) foram 0,00 (- a), 2,00 (-1), 5,00 (0), 8,00 (+1), 10,00 (+a) e fosfato de potassio
monobadsico (X3) em (g/L) foram 0,16 (-a), 0,50 (-1), 1,00 (0), 1,50 (+1), 1,84 (+a). Os calculos
estatisticos foram realizados com auxilio do Software Statistica 7.1, da empresa StatSoft.

No caso da utilizagdao do melago de soja, foi avaliado somente a concentragao do melago
e o tipo de microrganismo, uma vez que o melago de soja possui uma composi¢ao nutricional

completa.
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Tabela 3.5 — Delineamento dos tratamentos referente ao Planejamento Composto Central.

Tratamentos X1 (g/L) X2(g/L) X3 (g/L)

1 10,00 2,00 0,50
2 10,00 2,00 1,50
3 10,00 8,00 0,50
4 10,00 8,00 1,50
5 20,00 2,00 0,50
6 20,00 2,00 1,50
7 20,00 8,00 0,50
8 20,00 8,00 1,50
9 6,60 5,00 1,00
10 23,41 5,00 1,00
11 15,00 0,00 1,00
12 15,00 10,00 1,00
13 15,00 5,00 0,16
14 15,00 5,00 1,84
15 15,00 5,00 1,00
16 15,00 5,00 1,00
17 15,00 5,00 1,00

3.4.6 Liofilizacao das enzimas

Os extratos enzimaticos foram dialisados para a retirada dos sais, e, posteriormente,
liofilizadas para armazenagem e posterior utilizacdo. O processo de liofilizagdo foi realizado

de acordo com as informagdes fornecidas pelo fabricante.

3.5 Caracterizacao das fosfatases acidas

A estrutura quimica dos derivados foi determinada por espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), acoplada a uma refletancia total atenuada (ATR-FTIR)
em um espectrofotometro PerkinElmer (Spectrum Two), acoplado a um Miracle ATR - Single
Reflection ZnSe / L1600115. Foram registrados 16 exames na regido entre 4000 e 400 cm™!
com resolugdo de 2 cm™!. Antes desta analise, os derivados foram liofilizados para remogéo da
agua.

SDS-PAGE foi feito para determinar o peso molecular das ACPases, em gel de
acrilamida a 12% (p/v). Caso fique dificil a visualizagdo em brilhante coomassie blue, a coragdo

em prata, de alta sensibilidade, foi realizada (BLUM et al., 1987).
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As fosfatases acidas produzidas nas formas livres e imobilizadas foram estudadas para
verificagdo da influéncia do pH e da temperatura na atividade e na estabilidade. O efeito da
temperatura na estabilidade da fosfatase 4acida foi estudado para as temperaturas de 30, 40, 50
e 60 °C. As amostras foram preparadas seguindo os protocolos de imobilizagdo. A atividade
enzimatica foi calculada nos tempos 0, 2, 4, 24, 48, e 72 horas, e calculou-se a atividade residual
(%) conforme item 3.9.7. O tempo de meia vida (ti2), tempo para que a atividade se reduza a
metade, foi determinado através do acompanhamento da cinética para cada temperatura.

O efeito do pH na estabilidade de fosfatase acida foi avaliado nos pH de 3,0, 5,0, 7,0,
8,5 ¢ 10,0. Utilizou-se tampao acetato de sédio S0 mM para os pH de 3,0 ¢ 5,0 para o pH de 7,0
utilizou-se tampao (Triz), Triza-hidrochloride 50 mM, e, para os experimentos em pH 8,5 e
10,0 utilizou-se tampao bicarbonato de s6dio 50 mM. Preparou-se as amostras, conforme os
protocolos de imobilizacdo a temperatura ambiente, e sob agitacdo mecanica, por 24 horas.
Ap0s este tempo, determinou-se a atividade enzimadtica, e calculou-se as atividades expressada

(%) como descrito no item 3.9.7.

3.6 Seleciio de suportes para imobilizacio das fosfatases acidas

As fosfatases acidas foram testadas em diversos suportes para verificar qual deles
oferece maior atividade e estabilidade enzimatica. Os suportes utilizados foram
Monoaminoetil-N-etil agarose (MANAE), Dietiliaminoetanol sefarose (DEAE), DEAE
Toyopearl-650, agarose glioxil 6BCL e agarose polietilenimina (PEI), de tamanhos 10 KDa e
600-1000 KDa.

Primeiramente, foram testados os suportes nas enzimas comerciais. Posteriormente, os
suportes com melhores resultados, referentes a imobilizacdo das enzimas comerciais, foram
aplicados nas enzimas produzidas nesse trabalho.

3.6.1 Preparacao e ativacio dos suportes

3.6.1.1 Monoaminoetil-N-etil (MANAE)

O suporte MANAE foi preparado conforme descrito por FERNANDEZ-LAFUENTE et
al. (1998). Uma solucao contendo 27,0 mL de etilenodiamina 2 M, pH 4,50 e 100 mL de 4gua
destilada foi preparada, ap6s ajustar o pH em 10 com NaOH, completou-se o volume, com gotas de
agua destilada, para 200 mL. Adicionou-se 35 g de glioxil agarose a esta solucdo, e deixou-se sob

constante agitacdo mecanica, durante 2 horas. Apos este tempo, adicionou-se 2 g de borohidreto de
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sodio (NaBH4) e deixou-se sob agitacdo mecanica, por mais 2 horas. Finalmente, o gel foi lavado
com, aproximadamente, 1 L de tampao acetato de sédio 100 mM pH 4,0 e, aproximadamente, 1 L
de agua destilada. Posteriormente, o suporte foi filtrado e seco, por filtracdo a vacuo para, entdo,

ser utilizado.

3.6.1.2 DEAE Sefarose e DEAE Toyoperl 650s

Os suportes DEAE Sefarose ¢ DEAE Toyoperl 650s sdo suportes comerciais ja ativados e
adquiridos das empresas GE Healthcare Bio-Science e Tosoh, respectivamente. Para o uso seguiu-
se as indicagdes do fabricante com algumas ressalvas. Primeiramente, a suspensdo de cada um
destes suportes foi lavada com abundancia, utilizando o tampao Triz (Triza hidrochloride) 12,5 mM
e pH 7,0. Posteriormente, o suporte foi filtrado e seco por filtragdo a vacuo, para, entdo, ser utilizado.
O suporte pronto para uso foi estocado em temperatura de 4 °C. Na Figura 3.6 ¢ apresentado o

esquema ilustrativo dos suportes DEAE, juntamente com as propriedades descritivas.

: |
’/ Propriedades Descricio
x\n/h\“\/hgl W Intensidade da troca idnica Fraca atragdo i6nica
Limite de excluséo 4 x 0,16 (proteinas globulares)
( Matriz Cross-link agarose 6%
\n/\\/'glx/ Forma da malha Esférica, 45 — 165 um
DEAE support

Figura 3.6: Esquema ilustrativo dos suportes DEAE e tabela com propriedades descritivas.

3.6.1.3 Sulfopropil agarose

Suporte comercial ja ativado e adquirido da empresa GE Healthcare. Para a utilizagdo foram
seguidos os protocolos do fabricante com algumas modificagdes. Primeiro, a suspensao foi lavada
com tampao acetato de sodio 10 mM e pH 5,0, em abundancia, e seca por filtracdao a vacuo, para,

entdo, ser utilizado.

3.6.1.4 Agarose glioxil 6BCL (Ag-6BCL)

36



A agorase foi ativada com grupos glioxil, por esterificagdo da agarose 6BCL com
glicidol. Posteriormente, oxidou-se a gliceril-agarose resultante da fase anterior com periodato

de sodio, como foi descrito por GUISAN (1988).

3.6.1.5 Agarose polietilenimina (Ag-PEI)

As PEIs (polietilenimina) dos tamanhos de 10 KDa e 600-1000 KDa foram adicionadas
aos suportes de agarose glioxil 6BCL, utilizando-se a metodologia proposta por BATALLA et
al. (2008). O protocolo consiste na preparacdo de duas solugdes.

Primeiramente, foi preparada a solugdo contendo a PEI de interesse. Foram pesados 20
g de PEI, diluida em 40 mL de 4gua deionizada e corrigido o pH para 10,0. Posteriormente, foi
preparada a solugdo contendo a agarose. Para 15 g de suporte agarose glioxil 6BCL, foi
solubilizado em 40 mL de tampao bicarbonato 0, 1 M e pH 10 com 0,1 M de NaCl, utilizando
agitador de pas, suavemente. Quando o gel tiver totalmente homogeneizado, foi adicionado a
primeira solu¢do contendo a PEI, e foi agitado por 3 horas.

Apos este periodo, reduziu-se com borohidreto de s6dio (NaBH4) na concentracao de
10 mg/mL, por 2 horas, também agitando em pés. Depois da redugdo, o suporte foi filtrado e
iniciou-se a etapa de lavagem. Primeiro, foi lavado com tampao acetato de s6dio 0,1 M e pH 4,
posteriormente, com tampao borato 0,1 M e pH 9,0, entdo, com NaCl 0,5 M, e, finalmente, com

agua deionizada em abundancia e estocado em temperatura de 4 °C.

3.6.2 Procedimentos de imobilizacao

As enzimas foram imobilizadas sob agitacdo muito suave, usando-se diferentes
suportes, em temperatura ambiente, ¢ pH variados. Retiraram-se amostras do branco
sobrenadante e suspensdo, em diferentes tempos, para determinar a atividade catalitica do
processo.

O rendimento de imobilizag¢do define-se como a quantidade de enzima unida ao suporte,
calculada como a relagdo entre as atividades enzimaticas do sobrenadante e do branco inicial,
descrito na equacao 3.1. A atividade expressada (Equacdao 3.2) ¢ a atividade final do
biocatalisador, e se calcula como a relagdo da atividade na suspensao final depois do processo

de imobilizagao ¢ a atividade do branco inicial (TROBO-MASEDA et al., 2020).
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. . . N Atividade final sobrenadante(%)
Rendimento de imobilizacdo (%) = (1 — — ——— = ].100 (3.1)
Atividade inicial (H)
o Atividade suspensdo (lL)
Atividade Expressada (%) = — — = .100 (3.2)
Atividade inicial (ﬂ) . Rendimento

Por norma geral, a relacao da solucdo enzimatica e suporte foi de 10 mL de solucao
enzimatica, para cada grama de suporte. A concentrag¢do da enzima comercial ACPase-trigo foi
de 5 mg/mL, e da enzima ACPase-batata foi de 10 mg/mL.

As imobiliza¢des utilizando os suportes MANAE, DEAE Sefarose, DEAE Toyoperl
650s e as agaroses com PEI foram realizadas em tampao (Triz) Triza hidrochloride 25 mM pH
7,0, e temperatura de 25 °C. Para o suporte glioxil agarose 6 BCL utilizou-se o pH 8,5 mais o
reagente ditiotreitol (DTT), na concentragdo de 10 mM, para os testes de imobilizacao
unipontual (BOLIVAR et al., 2009), e o pH 10,0, para os testes de imobilizagdo multipontual,
ambos em tampo bicarbonato de sédio 25 mM, e temperatura de 25 °C (BLANCO e GUISAN,
1989). Apos o processo de imobilizagao, as solugdes foram filtradas a vacuo e lavadas com os
respectivos tampdes de imobilizacdo diluidos pela metade (RODRIGUES et al., 2009). As
imobilizacdes utilizando os suportes com polimeros também seguiram o mesmo procedimento.

A fim de melhorar o processo de imobilizacdo, para o suporte DEAE Toyoperl 650s
usou-se a técnica de oxidacdo com periodato de sddio (NaOl4), em diferentes concentracdes, a
fim de retirar parte das glicolisagdes presentes em enzimas de planta, e, posteriormente, redugao
com borohidreto de s6dio (NaBH4) em diferentes concentragoes (CLELAND, 1967).

Em todas as imobilizagdes as atividades das enzimas imobilizadas foram avaliadas de
acordo com o item 3.8.2, e, também, ensaios de estabilidade enzimatica em relagdo ao pH e a

temperatura (determinagdo do tempo de meia vida).

3.6.3 Técnicas de pos imobilizacdo — capas com os polimeros polietilenimina (PEI) e

dextrano-sulfato

A técnica consiste em adicionar uma capa protetora composta de PEI ou dextrano-
sulfato no derivado enzimatico. Esta etapa foi realizada com objetivo de melhorar a estabilidade
do biocatalisador frente a temperatura e/ou pH. Para tal, foram utilizados os biocatalisadores

em suporte DEAE Toyoperl 650s, e, também, o0 mesmo imobilizado depois de oxidar e reduzir,
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na propor¢ao de lg de biocatalisador para 10 mL de solu¢do do polimero, em temperatura
ambiente, e agitagdo muito suave.

O preparo da solugdo dos polimeros se deu em ressuspender o PEI 25 kDa na
concentragdo de 25 mg/mL, e o dextrano-sulfato de tamanho 600-1000 KDa, na concentragao
5 mg/mL em tampao (Triz) 25 mM a pH 7,0.

Para realizag¢do do ensaio foi medido a atividade enzimatica no tempo inicial, e depois
de 3 horas, e, também, foi realizado o teste com o reativo picrilsulfonico para identificagao de

aminas primarias (grupos reativos de cargas negativas) (CLELAND, 1967).

3.7  Metodologia analitica

3.7.1 Determinacido da biomassa seca em fermentacao submersa

A concentragdo celular (densidade microbioldgica) para fungos foi determinada pelo
calculo de massa seca (g/L) obtida pela centrifugacdo (centrifuga da marca Beckman J-25 com
rotagdo igual a 8000 rpm — 12.096 g) de um volume conhecido da amostra (15 mL). O
sobrenadante foi reservado para analises posteriores, e o corpo de fundo resuspendido com agua
destilada e colocado em recipiente previamente tarado, seguida da introdugdo do sistema
(recipiente + células), em estufa a 80 + 1,0 °C. Apds 24 horas, o recipiente foi acondicionado
em dessecador com silica gel até resfriamento, e, posteriormente, foi pesado. Esse procedimento
foi repetido, até a verificagdo de peso constante para a medida da massa celular seca. A
diferenca entre as massas (recipiente + células e somente o recipiente) sera a massa de células

presente no volume de suspensdo celular (VIEIRA et al., 2009).

3.7.2 Determinac¢io do pH

O pH serda medido em pHmetro Gehaka de bancada, previamente calibrado.

3.7.3 Determinacio do consumo de substrato por HPLC

As analises das concentracdes do consumo de substrato pelos microrganismos, ao longo

dos testes, foram realizadas por HPLC (High Performance Liquid Chromatography), marca

Shimadzu modelo LC-20A Prominence, coluna SUPELCOGEL C-610H, nas quais os

componentes foram separados, e detectados por andlise em detector ultravioleta (UV) a 210
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nm. A fase movel foi composta por acido fosfoérico (0,1%), com fluxo de 0,5 mL/min,
temperatura do forno a 32 °C, e volume de injecao de 20 pL. As concentragdes do consumo dos
substratos (sacarose, glicose e frutose) serao calculadas com auxilio de curvas padrao realizadas

previamente.

3.7.4 Ensaio enzimatico

A atividade da fosfatase 4cida foi medida de acordo com LEITAO et al. (2010), com
algumas modificacdes. Foi utilizado como substrato o fosfato de p-nitrofenilo sal disédico
hexahidratado (p-NPP) (Sigma Aldrich ™). Uma unidade (1 U) de atividade da fosfatase acida
foi definida como 1 uM de p-nitrofenol (p-NP) formado por minuto (AMES, 1966). Foi feito
uma curva de calibragdo, utilizando a fosfatase acida de trigo padrdo, fornecida pela empresa
Sigma Aldrich™, curva no Anexo 1. Para os ensaios de estabilidade referente a temperatura e

pH, foi calculada a atividade residual (%), conforme a equacao 3.3 abaixo:

(Atv.ti)
Atv.inicial

Atividade residual (%) = 100 (3.3)

Sendo,
e (Atv.ti): atividade da suspensdo (enzima/suporte) ou enzima solivel no tempo

ti, expressa em U/mL;

e (Atv.inicial): atividade da suspensdo ou enzima solivel no tempo zero, expressa
em U/mL.
3.7.5 Testes de Reprodutibilidade
Visando garantir a reprodutibilidade dos resultados, todos os experimentos foram

repetidos nas condi¢des de otimizagdo dos planejamentos experimentais. Também foram

repetidos os experimentos da cinética, nas condi¢des selecionadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na etapa experimental foram apresentados nesse capitulo, bem
como as discussdes pertinentes em cada caso. Primeiramente, serdo discutidos os resultados
preliminares referentes ao potencial de produgdo enzimatico, e produgdo de fosfatase dcida em
meio liquido. Em um segundo momento, serdo apresentados os resultados relacionados a
fermentagdo submersa, e também a otimizacdo dos meios de cultura para cada um dos
microrganismos estudados. Por tltimo, os resultados pertencentes a caracterizagao parcial das

fosfatases produzidas e imobilizacdo. Todos experimentos foram realizados em duplicata.

4.1 Testes preliminares

4.1.1 Potencial de atividade enzimatica pelas cepas de Trichoderma sp.

O uso de meios seletivos mais simples ¢ empregado para o rastreio rapido de grandes
populagdes de fungos para a presenga ou auséncia de certas enzimas especificas. Nesse
experimento foi avaliado o potencial de atividade do Trichoderma asperellum, Trichoderma
harzianum e Trichoderma reesei para as enzimas protease, celulase, amilase e pectinase.

Importante salientar que os trés microrganismos cresceram em todos os meios solidos
seletivos, com destaque para o Trichoderma asperellum que apresentou didmetro de
crescimento micelial de 4,95 cm para o meio a base de amido, em um periodo de 5 dias, como
visto na Tabela 4.1. Ao avaliar a Figura 4.1 observa-se a preseng¢a do halo hidrolitico para as
proteases, celulase e pectinase. Apenas no meio seletivo para amilase ndo foi observado esse
halo, apesar de possuir crescimento micelial para os trés microrganismos. O maior Indice
Enzimatico verificado foi para o Trichoderma reesei quanto a presenca de proteases sendo de
1,95+0,06, os demais valores estdo proximos quando comparados aos desvios padrdes.

Viérios pesquisadores utilizavam esses métodos para identificacdo rapida do potencial
de producdo enzimatico, quando possuem varios microrganismos selecionados. GUIMARAES
et al. (2006) coletaram e isolaram fungos filamentosos do solo, himus, plantas, bagago de cana-
de-agucar em diferentes regides do Estado de Sao Paulo. Quarenta isolados foram avaliados
quanto a sua capacidade de produzir xilanase, glicose-oxidase, fosfatase alcalina, fosfatase
acida, fitase, pectinase e amilase. Entre esses, vinte e trés isolados exibiram potencial

enzimatico. PASHA et al. (2013) observaram a maior atividade amilolitica e celulolitica para o
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fungo Aspergillus foetidus MTCC 10367, apresentando um halo hidrolitico de 12 mm e 18 mm,

respectivamente, maior que o crescimento micelial.

Tabela 4.1 — Resultados do potencial de atividade enzimatico das cepas de Trichoderma sp.
em relacdo as enzimas proteases, celulase, amilase e pectinase.

Trichoderma asperellum

Enzima Halo micelial Halo hidrolitico I4E £ Desv.Pad*
médio(mm) médio (mm)

Protease 29,6 45,0 1,52 +0,05

Celulase 38,7 50,3 1,30 £ 0,03

Amilase 49,5 0,0 0,00 = 0,00

Pectinase 42.5 54,6 1,28 0,10

Trichoderma harzianum

Enzima Halo micelial Halo hidrolitico I4E + Desv.Pad*
médio(mm) médio (mm)

Protease 9,8 16,0 1,63 £ 0,04

Celulase 19,1 20,5 1,07 £ 0,06

Amilase 23,6 0,0 0,00 £+ 0,00

Pectinase 15,5 18,8 1,21 £ 0,07

Trichoderma reesei

Enzima Halo micelial Halo hidrolitico I4E = Desv.Pad*
médio(mm) médio (mm)

Protease 10,2 20,0 1,95+ 0,06

Celulase 17,5 21,0 1,20+ 0,12

Amilase 22,0 0,0 0,00 + 0,00

Pectinase 14,0 18,6 1,33 £ 0,09

*14E: Indice Enzimatico com seu respectivo desvio padrdo

As proteases verificadas por diferentes espécies de Mucor spp. cultivadas em meio

solido seletivo, por 96 horas, apresentaram halos que variaram de 30 a 64 mm (ALVES et al.,

2002). Os resultados de atividade enzimatica do fungo Mucor racemosus fresenius referentes a

razdo de crescimento micelial radial e zona hidrolitica em meio sacarose-agar foi de 1,314

indicaram que o fungo exibiu maior atividade para a enzima invertase (ARAUJO, 2019).

42



2,5

1,5 I
" I
0’5 I I
0

Protease Celulase Amilase Pectinase

fndice Enzimatico (IdE)

(T. asperellum) W (T. harzianum) W (T. reesei)

Figura 4.1 — Indice enzimatico da protease, celulase, amilase e pectinase para os
microrganismos estudados.

4.1.2 Potencial de producao de fosfatase acida por fermentacio submersa em diferentes

meios de cultivo.

Nessa secdo foi analisado o potencial de producdo da ACPase em 6 meios de cultivo
(concentragdes definidas na se¢do 3.4.3) nos tempos de 0, 24, 48, ¢ 72 horas, por fermentacao
submersa. Além disso, foi quantificada a producdo da biomassa celular (g/L) e também o
acompanhamento do pH em todos os pontos amostrais. Os experimentos foram realizados em
triplicata, e os resultados referente ao ultimo ponto amostral (72 horas de processo) estdo
representados na Tabela 4.2 juntamente com o teste de Tukey.

Fica evidente que os trés melhores meios de cultivos foram o MC-1, MC-2 e MC-3, com
destaque para o MC-1, que apresentou maior crescimento da biomassa celular para todos
microrganismos testados, variando de 7,33 até 8,30 g/L. Também, esse meio apresentou o
segundo melhor resultado para a atividade da ACPase, que variou de aproximadamente 0,137
até 0,199 U/mL. Esses resultados para o crescimento da biomassa celular ja eram esperados,
porque esse meio de cultivo € utilizado no Laboratorio de Biocontrole Farroupilha para
desenvolvimento das hifas de Trichoderma asperellum, do produto Quality.

O meio de cultivo MC-2 foi uma adaptacdo do MC-1, ao qual adicionou-se 0 KH2POs,
sal muito utilizado como aditivo alimentar e fertilizante, que também ¢ utilizado como uma
excelente fonte de potassio e fosforo, além de ser agente tamponante. Os melhores resultados
para atividade enzimatica nesse ensaio foram para este meio de cultivo, chegando a valores de

aproximadamente 0,647 U/mL para o Trichoderma harzianum, mais que o triplo do valor
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encontrado em MC-1, para este mesmo microrganismo. A biomassa celular final neste meio de

cultivo que mais destacou foi de 6,09 + 0,09 g/L para o Trichoderma reesei.

Tabela 4.2 — Potencial de produ¢ao da fosfatase acida, biomassa celular e pH final nos meios

de cultura sintéticos.

Trichoderma asperellum

Meio de  Biomassa celular Atividade ACPase pH Referéncias

cultura* (g/L) (U/mL)

MC-1 8,30+0,21 0,151 +£0,006% € 436+0,16 Laboratorio Farroupilha

MC-2 4,45 + 0,44 0,314 £0,019%¢ 4,25+ 0,06 Laboratorio Farroupilha/UFU

MC-3 3,84+0,13 0,166 + 0,003 >¢ 5,05+0,14  Adaptado Aragjo, 2014

MC-4 2,47+0,22 0,059+ 0,012 P 2,53 +£0,02 Sampaio et al., 2003

MC-5 3,10+ 0,06 0,079 £ 0,006 ©P 6,93 +0,06 Leitdoetal., 2010

MC-6 6,32 +0,14 0,085 + 0,006 &P 2,02+ 0,03 Souzaetal., 2016
Trichoderma harzianum

Meio de  Biomassa celular Atividade ACPase pH Referéncias

cultura* (g/L) (U/mL)

MC-1 7,33 +£0,54 0,199 + 0,006 > B 5,01 £0,06 Laboratorio Farroupilha

MC-2 4,46 + 0,20 0,647 + 0,050 >4 5,50+ 0,08 Laboratorio Farroupilha/UFU

MC-3 3,71+0,34 0,143 +£ 0,015 ¢ 5,16 0,09 Adaptado Aratjo, 2014

MC-4 3,68 +0,12 0,062 + 0,006 4P 2,05+ 0,02 Sampaio et al., 2003

MC-5 3,00 £ 0,06 0,067 £+ 0,006 4P 6,00 £0,21 Leitdo etal., 2010

MC-6 4,76 + 0,56 0,095 £ 0,022 4P 2,82 +0,02 Souzaetal., 2016

Trichoderma reesei

Meio de  Biomassa celular Atividade ACPase pH Referéncias

cultura® (g/L) (U/mL)

MC-1 7,70 £ 0,10 0,137 +£0,012¢%¢ 431+0,16 Laboratorio Farroupilha

MC-2 6,09 £+ 0,09 0,550+ 0,016 >B 5,37+0,09 Laboratorio Farroupilha/UFU

MC-3 4,34 + 0,09 0,226 +0,015>8 4,99 +£0,18 Adaptado Aratjo, 2014

MC-4 3,01 £0,18 0,049 £ 0,007 &P 2,34+ 0,04 Sampaio et al., 2003

MC-5 2,02 £ 0,09 0,079 £ 0,012 4P 6,99 £ 0,08 Leitdo etal., 2010

MC-6 6,49 + 0,64 0,091 £0,016 4P 2,33+£0,09 Souzaetal., 2016

(*) Meio de cultura: Os meios de cultivo testados estdo definidos na se¢do 3.4.3.

Letras mintisculas: Teste de Tukey analisando meios de cultivo diferentes com 0 mesmo microrganismo.
Letras maitsculas: Teste de Tukey analisando diferentes microrganismos para cada meio de cultivo.

Outro meio de cultivo que merece destaque ¢ o MC-4. Ele foi utilizado para selecionar
microrganismos solubilizadores de fosfato no trabalho de CABRAL (2016), e foi responsavel

por selecionar o Trichoderma harzianum (microrganismo identificado pela Fundagdo André
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Tosello de Pesquisa e Tecnologia, Campinas/SP) desse trabalho. Fato interessante observado
foi o pH, que, depois de 72 h de fermentagao, atingiu valores de 2,05 até 2,53, para as cepas de
Trichoderma, porém, estes resultados afetaram negativamente a producao da enzima, sendo
desprezivel os valores das atividades enzimaticas. Esse comportamento também foi observado
no trabalho CABRAL (2016), essa reducao do pH foi justificada pela formacao de 4cido acético
e latico. Portanto, para este trabalho teve destaque positivo para a solubilizacdo da rocha
fostatica.

Os meios de cultivo MC-5 e MC-6 ndo tiveram resultados satisfatorios para a atividade
enzimatica, apesar do MC-6 ter tido bom desenvolvimento de biomassa celular, para todos
microrganismos. LEITAO et al. (2010) estudando ACPase secretada por Trichoderma
harzianum fermentando o meio MC-5 identificaram uma atividade especifica de 12,4 U/mg em
uma faixa de pH variando de 4,5 - 6,0. SOUZA et al. (2016), utilizando o meio de cultivo MC-
6, e inoculando 107 esporos/mL de 7. harzianum, e pH ajustado para 4,0, obteve-se o 14,3 U/mg
de atividade especifica no extrato bruto depois de 48 h.

Portanto, o meio de cultivo sintético selecionado para etapa da otimizacao foi o MC-2.
Este apresenta as maiores médias de atividade de ACPase para todos microrganismos e difere
significativamente dos demais meios de cultivo conforme o teste de Tukey (Tabela 4.2). Etapas
posteriores de avaliacdo de fontes de fosfato e otimizagdo dos reagentes por meio do PCC para

cada microrganismo foram feitas.

4.1.3 Avaliacido de fontes de fosfato para producio de fosfatase acida em fermentacio

submersa.

A Tabela 4.3 mostra os resultados da andlise estatistica referente a resposta de atividade
enzimatica nos tempos de 48 h e 72 h para 7. asperellum, T. harzianum e T. reesei. A analise
dos meios de cultura fermentados pelo 7. asperellum apresentou o valor-p de 0,002, muito
menor que o a de 0,05, adotado na andlise, isso indica que os tratamentos Trl, Tr2 e Tr3
possuem diferenga estatistica entre eles. Também, o valor Fcaiculado ser maior que o Feritico remete
a mesma conclusdo. Com relagdo aos tempos de fermentagao para este microrganismo, o valor-
p também ¢ inferior ao a adotado, tal fato remete a conclusdo de que os valores sao diferentes
entre eles, e isso indica que ainda ndo chegou no estado estacionario, sendo interessante
fermentar por mais tempo. Esse mesmo raciocinio pode ser obtido pela analise do valor Fcaiculado

ser maior que Feritico.
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A analise estatistica para atividade enzimdtica dos microrganismos 7. harzianum e T.
reesei remetem as mesmas conclusoes. O valor-p para ambos tende a zero, ou seja, muito menor
que o a de 0,05 adotado na analise, tal fato mostra que os tratamentos Trl, Tr2 e Tr3 sdo
diferentes. Com relagdo aos tempos de fermentagao o valor-p € superior ao o adotado, entdo se
conclui que os resultados sdo praticamente iguais indicando a ndo variagdo da atividade ao
longo deste periddo de tempo. Este mesmo raciocinio pode ser obtido pela analise do valor

Fcalculado S€T menor que Feritico.

Tabela 4.3 - Quadro de ANOVA para Atividade Enzimatica dos trés microrganismos nos
tempos de 48 ¢ 72h.

FONTE DA VARIACAO SQ GL MQ Fealeulado ~ Valor-P  Feritico
Amostras Trl, Tr2 e Tr3 — Ativ. 0,014 2 0,007 21,050 0,002 5,143
Enzimatica (7. asperellum)

Tempo fermentacio 48h e 72h 0,009 1 0,009 25,986 0,002 5,987
(T. asperellum)

Amostras Trl, Tr2 e Tr3 — 0,171 2 0,085 44,591  2,50E-04 5,143
Ativ. Enzimatica (7.

harzianum)

Tempo fermentacio 48h e 72h 5,50E-04 1 5,50E-04 0,271 0,621 5,987
(T. harzianum)

Amostras Trl, Tr2 e Tr3 — 0,095 2 0,047 17,004 0,003 5,143
Ativ. Enzimatica (7. reesei)

Tempo fermentacgao 48h e 72h 0,002 1 0,002 0,682 0,440 5,987
(T. reesei)

As Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 mostram a cinética de crescimento celular (biomassa seca),
atividade da fosfatase acida e variagdo de pH em de 72 horas de fermentagdo liquida para os

meios de cultura Trl, Tr2 e Tr3, respectivamente.
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Figura 4.3 — (A) Cinética da biomassa celular e pH; (B) Atividade da fosfatase acida —
Fermentacao submersa das 3 cepas de Trichoderma utilizando meio Tr2 (KH2PO4 como fonte

de fosfato).

Através da analise das Figuras, nota-se que o Trichoderma reesei apresentou melhor

crescimento em todas fontes de fosfato estudadas. Depois de 72 horas de bataleda, a maior

biomassa seca para este microrganismo foi de 7,41 g/L, no meio de cultura Trl, que possui

fosfato de calcio como fonte de fosforo.
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Figura 4.4 — (A) Cinética da biomassa celular e pH; (B) Atividade da fosfatase acida —
Fermentagdo submersa das 3 cepas de Trichoderma utilizando meio Tr3 (NaH2PO4 como
fonte de fosfato).

Pode-se observar na Figura 4.4 (B) que o Trichoderma harzianum mostrou-se mais
promissor para producao da enzima em analise, se comparado com os demais. Nesse meio de
cultura Tr2, suplementado com KH>POj4, este microrganismo atingiu seu valor maximo de
0,672 U/mL de atividade, nas primeiras 48 horas, depois apresentou pouca variagdo até o final
da fermentacdo. O segundo melhor resultado foi para o 7. reesei, apresentando atividade
enzimatica 16,8% menor que 7. harzianum e biomassa seca final média de 6,09 g/L, para este
meio de cultivo.

LEITAO et al. (2010) produziram a enzima por fermentacio submersa usando o fungo
Trichoderma harzianum. Depois do processo de purificagdo da enzima por cromatografia em
Pheny-Sepharose, conseguiram atividade especifica de 12,4 U/mg e rendimento global de
56,3%.

Estudos da producao de fosfatase acida pelo Trichoderma asperellum Q1, em condi¢des
de estresse salino, impactaram positivamente no crescimento de Arabidopsis (ZHAO et al.,
2017). Estes pesquisadores estudaram também, a solubilizacdo do fosforo em 3 fontes de
fosfato, o fosfato tricalcico (TCP), fosfato de célcio dibasico (DCP), e &cido fitico na presenca,
e auséncia de sal. A melhor produgiio enzimética foi de 9,61.107 U/mL, para meio de cultura
contendo 4cido fitico, como fonte de P, para ativar a producdo da fosfatase &cida.
Posteriormente, purificaram esta enzima, e aplicaram na promocdo de crescimento da
Arabidopsi.

E importante salientar que ndo houve correcdo de pH para nenhum tratamento, e todos

valores foram menores que 6,0 (pH na regido acida) durante todo o processo fermentativo.

48




Portanto, a fonte de fostato influenciou a producdo da enzima fosfatase 4cida, e o KH>POj4 foi

a fonte de fosfato escolhida para ser otimizada em etapas futuras.

4.2 Otimizacio dos reagentes do meio selecionado por meio do Planejamento

Composto Central em fermentacio submersa

Os tratamentos foram realizados em uma incubadora shaker conforme o procedimento
descrito na se¢do 3.4.2. O Planejamento Composto Central (PCC) foi elaborado com intuito de
maximizar a producdo da fosfatase acida pelas trés cepas de Trichoderma. Este planejamento
foi proposto em 5 niveis, com 3 repeti¢des no ponto central e 3 variaveis relacionadas com a
concentracdo, foram estudadas: X1 — sacarose; X2 — extrato de levedura industrial da marca
Biorigin; e X3 — fosfato de potdssio monobasico. Todos os tratamentos foram realizados em
duplicatas, totalizando 34 tratamentos para cada cepa.

A resposta analisada foi a atividade da fosfatase acida (ACPase) expressa em (U/mL),
para cada microrganismo no tempo de 72 h, tempo final da batelada. Todos os dados estatisticos

foram calculados utilizando o StatSoft Software Statistica 7.1, e mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Concentragdes das variaveis proposta pelo Planejamento Composto Central e
resultados da resposta no tempo de 72 h para cada microrganismo.

ACPase ® ACPase® ACPase ®
ENSAIOS X1 (glL) X2(g/Ll) X3(g/L) Ta(UmL) T.h(UmL) T.r(U/mL)

1 -1)10,00 (-1)2,00  (-1)0,50 0,133 0,584 0,830
2 -1)10,00  (-1)2,00  (+1)1,50 0,082 0,452 1,146
3 (-1)10,00  (+1)8,00  (-1)0,50 0,589 0,620 1,116
4 -1)10,00  (+1)8,00  (+1)1,50 0,464 0,480 2,024
5 (+1)20,00  (-1)2,00  (-1)0,50 0,138 0,676 1,279
6 (+1)20,00  (-1)2,00  (+1)1,50 0,090 0,494 1,361
7 (+1)20,00  (+1)8,00  (-1)0,50 0,530 0,715 1,942
8 (+1)20,00  (+1)8,00  (+1)1,50 0,591 0,560 2,790
9 (-0)6,60  (0)5,00  (0)1,00 0,261 0,520 1,035
10 (+a) 23,41 (0)5,00  (0)1,00 0,422 0,964 2,538
11 (0)15,00  (-0)0,00  (0)1,00 0,058 0,052 0,085
12 (0)15,00  (+a)10,5  (0)1,00 0,401 0,249 1,822
13 (0)15,00  (0)5,00  (-0)0,16 0,650 0,738 1,476
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14 (0)15,00 (05,00 (+0)1,84 0,255 0,308 2,556

15 (0)15,00  (0)5,00  (0)1,00 0,452 1,006 2,010
16 (0)15,00  (0)5,00  (0)1,00 0,463 1,033 2,144
17 (0)15,00  (0)5,00  (0)1,00 0,436 0,997 2,138

) ACPase T.a (U/mL):Atividade da fosfatase 4cida para o Trichoderma asperellum.
@ ACPase T.h (U/mL):Atividade da fosfatase 4cida para o Trichoderma harzianum.
&) ACPase T.r (U/mL):Atividade da fosfatase 4cida para o Trichoderma reesei.

4.2.1 Avaliacdo da produciao da fosfatase acida pelo Trichoderma asperellum, frente a

suplementac¢io do meio de cultivo proposto pelo PCC

A resposta da atividade de fosfatase acida foi analisada pelos dados da Tabela 4.4 ¢ pelo
diagrama de Pareto mostrado na Figura 4.5. Apds a analise estatistica, tem-se a Equacdo

codificada 4.1, com 90% de confianga.

ACPase[T.a] (—) = 0,45 + 0,026X; — 0,040X7 + 0,169X, — 0,079XZ +

—0,061X5 + 0,024X, X5 (4.1)

O valor do coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,86, indicando que cerca de 86%
dos dados experimentais sao descritos pelo modelo proposto na Equagdo 4.1. O valor negativo
do coeficiente linear de X3 mostra que para maiores concentracdes de fosfato de potéssio
monobésico diminui a resposta da atividade para este microrganismo. Tal fato pode ser
observado na Tabela 4.4 comparando os tratamentos 1 e 2 ou também 3 e 4, por exemplo.

A variavel de X» possui o maior efeito nessa equacao por possuir o maior coeficiente
linear, ou seja, maiores concentragdes dela aumentam a atividade enzimatica. Também, pode

ser exemplificado comparando os resultados dos tratamentos 2 e 4, na Tabela 4.4.
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Figura 4.5 — Diagrama de Pareto das variaveis estudadas no PCC para atividade da fosfatase
acida do microrganismo 7. asperellum.

A Figura 4.6 mostra a distribuicdo dos residuos em relagcdo aos valores preditos pelo
modelo. O comportamento dos residuos girou em torno de zero, e sem tendéncias, indicando

uma variancia constante para todos valores de resposta.
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0.2 0.1 0.0 0.1 0z 03 04 0.5 0,5 o7

Valores preditos

Figura 4.6 — Distribui¢do dos residuos relativos a atividade da fosfatase 4cida produzida pelo
T. asperellum.

A Figura 4.7 mostra a distribuicdo dos valores preditos em funcdo aos valores
observados, nela € possivel observar a proximidade dos valores analisados com os preditos. Tal

fato indica que o modelo ¢ apropriado para as andlises dos dados.
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Figura 4.7 — Valores preditos em relacdo aos observados para resposta de atividade da
fosfatase acida produzida pelo 7. asperellum.

Os melhores resultados observados por este microrganismos estdo representados nas
Figuras 4.8 a 4.13 e indicam faixas de concentra¢des para o meio de cultivo que variam de 11
a 17,5 g/L de sacarose, 6 a 10,5 g/L de extrato de levedura e 0 a 0,2 de KH>POs.
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Figura 4.8 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo 7.
asperellum em relacdo as concentracdes (g/L) de sacarose e extrato de levedura.
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Figura 4.9 — Curva de contorno para as concentragdes de extrato de levedura e sacarose
objetivando a maxima atividade da fosfatase 4cida de 7. asperellum.

gy AT PR

cooo0o0o
== S L B Om

Figura 4.10 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo T.
asperellum em relagdo as concentracgdes (g/L) de KH2POs4 e sacarose.
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Figura 4.11 — Curva de contorno para as concentracdes de KH>PO4 e sacarose objetivando a
maxima atividade da fosfatase acida de 7. asperellum.
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Figura 4.12 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo 7.
asperellum em relacao as concentracdes (g/L) de KH2POg4 e extrato de levedura.
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Figura 4.13 — Curva de contorno para as concentracdes de KH>POj4 e extrato de levedura
objetivando a maxima atividade da fosfatase 4cida de 7. asperellum.

Diante da anélise das figuras acima, a maior atividade da fosfatase 4cida estd associada
a quantidades, relativamente altas, de fontes de carboidratos (sacarose), nitrogénio (extrato de
levedura), e o fosfato, para este fim, pode ser praticamente desprezado. Quando as varidveis
X1, X2 e X3 estdo nestas faixas, a atividade da enzima atinge a concentracdo média de 0,6 U/mL,

tendo a maxima em 0,65 U/mL.

4.2.2 Avaliacdo da producio da fosfatase acida pelo Trichoderma harzianum, frente a

suplementacio do meio de cultivo proposto pelo PCC

A resposta da atividade de fosfatase 4cida foi analisada pelos dados da Tabela 13 e pelo
diagrama de Pareto mostrado na Figura 4.14. Apds a analise estatistica tem-se a Equagao

codificada 4.2, com 90% de confianga.

ACPasel[T. h] (%) = 1,003 + 0,077X; — 0,066X2 + 0,037X, — 0,275X2 +
—0,097X5 — 0,006X2 4.2)
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Figura 4.14— Diagrama de Pareto das varidveis estudadas no PCC para atividade da fosfatase
acida do microrganismo 7. harzianum.

O coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,92, indicando que cerca de 92% dos dados
experimentais sdo descritos pelo modelo proposto na Equagao 4.2. Os valores positivos dos
coeficientes lineares Xi ¢ X» mostram que maiores concentragdes de sacarose e extrato de
levedura favorecem a producdo da enzima, pois sua atividade aumenta. Este comportamento
pode ser visto através dos tratamentos 2 e 8 da Tabela 4.4.

O valor negativo do coeficiente linear de X3 mostra que para maiores concentracdes de
fosfato de potdssio monobésico diminui a resposta da atividade para este microrganismo. Tal
fato pode ser observado na Tabela 4.4 comparando os tratamentos 5 € 6 ou também 7 e 8, por
exemplo.

A variavel de X3 possui, também, o maior efeito nessa equacdo por obter o maior
coeficiente linear. Entretanto, esse efeito ¢ desfavoravel, ou seja, maiores concentragdes dela
resultam em uma menor atividade enzimética. Também, pode ser exemplificado comparando
os resultados dos tratamentos 1 e 2, na Tabela 4.4.

A Figura 4.15 mostra a distribui¢do dos residuos em relacao aos valores preditos pelo
modelo. O comportamento dos residuos girou em torno de zero e sem tendéncias, indicando

uma variancia constante para todos valores de resposta.
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Figura 4.15 — Distribuicao dos residuos relativos a atividade da fosfatase acida produzida

pelo T. harzianum.

A Figura 4.16 mostra a distribuicdo dos valores preditos em fun¢do aos valores
observados, nela é possivel observar a proximidade dos valores observados com os preditos.
Tal fato indica que o modelo ¢ apropriado para as analises dos dados.

As maiores atividade da fosfatase dcida produzidas por estes microrganismos foram para
as faixas de concentragdes: 14,5 — 22,0 (g/L) de sacarose, 3,5 — 7,0 (g/L) de extrato de levedura,
e 0,6 — 1,1 (g/L) de fosfato de potdssio monobasico.
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Figura 4.16 — Valores preditos em relacdo aos observados para resposta de atividade da
fosfatase acida produzida pelo 7. harzianum.
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As Figuras 4.17, 4.19 e 4.21, que correspondem as superficies de respostas, e também
as Figuras 4.18, 4.20 e 4.22, que mostram as curvas de contorno, ilustram estes valores. Ambos

os graficos retratam duas a duas das varidveis correspondentes.
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Figura 4.17 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo T.
harzianum em relagdo as concentracdes (g/L) de sacarose e extrato de levedura.

Extrato de leveduara (g/L)

Sacarose (g/L)

Figura 4.18 — Curva de contorno para as concentragdes de extrato de levedura e sacarose
objetivando a maxima atividade da fosfatase acida de 7. harzianum.
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Figura 4.19 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase 4cida produzida pelo T.
harzianum em relagdo as concentracdes (g/L) de sacarose ¢ KH>POs.
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Figura 4.20 — Curva de contorno para as concentracdes de KH>POj4 e sacarose objetivando a
maxima atividade da fosfatase acida de 7. harzianum.
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Figura 4.21 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo T.
harzianum em relagdo as concentracdes (g/L) de extrato de levedura e KH2POas.
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Figura 4.22 — Curva de contorno para as concentracdes de KH2POy4 e extrato de levedura
objetivando a méxima atividade da fosfatase acida de 7. harzianum.
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4.2.3 Avaliacio da produciao da fosfatase acida pelo Trichoderma reesei, frente a

suplementac¢io do meio de cultivo proposto pelo PCC

ApOs a analise estatistica dos resultados da Tabela 4.4 e diagrama de Pareto mostrado
na Figura 4.23, tem-se a resposta de atividade da fosfatase acida produzida pelo 7. reesei. A
Equacao codificada 4.3, com 90% de confianga, correlaciona a resposta de atividade enzimatica

com as variaveis significativas estudadas.

ACPase[T.r] (#) = 2,062 + 0,348X, — 0,097X2 + 0,456X, — 0,399X2 +

+0,291X5 + 0,116X, X, + 0,170X,X, 4.3)

O valor do coeficiente de determina¢io (R?) foi de 0,97, indicando que,
aproximadamente, 97% dos dados experimentais sdo descritos pelo modelo proposto na
Equacao codificada 4.3. Os valores positivos dos coeficientes lineares X1, X2 e X3 mostram que
maiores concentragdes de sacarose, extrato de levedura, ¢ fosfato de potassio monobdasico
favorecem a producdo da enzima, pois sua atividade aumenta. Esse comportamento pode ser
exemplificado através dos tratamentos 1 € 8 ou 1 e 15, na Tabela 4.4. Nesse primeiro exemplo,
o aumento da concentracdo das varidveis significativas aumentou a atividade enzimatica em

336%, ou seja, mais de 3 vezes.

(2)Extrato de levedura (gL)L) ¢ o |22199
o % & e & e
Extrato de levediwa (gLNQYE = e S G -18,385
| R, H i = ¥ 1] o £
(1)Sacarose (L)L)} | : . -im.asm?
B e A S
GKHPO,LLE 4419608

AbysLE
Sacarose (gLXQ) ¢ :

ILby2L &

p=0.1
Figura 4.23 — Diagrama de Pareto das varidveis estudadas no PCC para atividade da fosfatase
acida do microrganismo 7. reesei.
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A variavel de X, (extrato de levedura) ¢ responsavel pelo maior efeito nesta equagao,
uma vez que obtém o maior coeficiente. Este efeito ¢ favoravel (positivo), ou seja, maiores
concentragdoes dela resultam em uma maior atividade enzimdtica. Também, pode ser
exemplificado com a comparagdo dos resultados dos tratamentos 2 e 4, na Tabela 4.4. Mantendo
constante a fonte de carboidrato e fosfato, porém aumentando o extrato de levedura de 2 para 8
(g/L), a atividade da fosfatase acida teve um aumento de aproximadamente 76%.

A Figura 4.24 mostra a distribui¢do dos residuos em relagao aos valores preditos pelo
modelo. O comportamento dos residuos girou em torno de zero, e sem tendéncias, indicando
uma variancia constante para todos valores de resposta.

A Figura 4.25 mostra a distribuicdo dos valores previstos em fun¢do aos valores
observados no modelo. Nela ¢ possivel observar uma certa proximidade entre esses valores, o
que indica que o modelo ¢ apropriado para as analises dos dados.

As maiores atividades da fosfatase acida produzidas por estes microrganismos foram
para as faixas de concentragdes: 20,0 — 26,0 (g/L) de sacarose, 6,0 — 9,5 (g/L) de extrato de

levedura e 1,6 — 2,0 (g/L) de fosfato de potdssio monobadsico.
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=0.05 f

0,15 |

-0.20
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Valores preditos

Figura 4.24 — Distribuicao dos residuos relativos a atividade da fosfatase acida
produzida pelo T reesei.
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Figura 4.25 - Valores preditos em relagdo aos observados para resposta de atividade da

fosfatase acida produzida pelo 7. reesei.

Estas faixas de concentragdes estdo representadas nas Figuras 4.26, 4.28 e 4.30, que

correspondem as superficies de respostas e também nas Figuras 4.27, 4.29 e 4.31, que mostram

as curvas de contorno. Ambos os graficos retratam duas a duas das varidveis de interesse

correspondentes.
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Figura 4.26 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo T.
reesei em relagdo as concentragdes (g/L) de sacarose e extrato de levedura.
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Figura 4.27 — Curva de contorno para as concentragdes de extrato de levedura e sacarose
objetivando a maxima atividade da fosfatase acida de 7. reesei.
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Figura 4.28 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo 7.
reesei em relacao as concentragdes (g/L) de KH>PO4 e sacarose.
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Figura 4.29 — Curva de contorno para as concentragdes de KH2POj4 e sacarose objetivando a

maxima atividade da fosfatase acida de T. reesei.

lmm LE .!.]‘f“"."\{

Figura 4.30 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida produzida pelo T.
reesei em relagdo as concentracdes (g/L) de KH2POg4 e extrato de levedura.

65



2.0

1.8

16

KH.PO, (2/1)

08

06

0.4

02

0.0

Extrato de levedura (g/L)

Figura 4.31 — Curva de contorno para as concentracdes de KH2POy4 e extrato de levedura
objetivando a méaxima atividade da fosfatase 4cida de 7. reesei.

Portanto, o Planejamento Composto Central melhorou a producdo enzimatica de todos
microrganismos, quando comparada aos testes preliminares. A fermentagdo em estado liquido
do Trichoderma harzianum apresentou os piores resultados entre as trés cepas de fungos. Nos
testes iniciais, possuia atividade enzimatica média de 0,750 U/mL, e depois do PCC a atividade
da fosfatase acida chegou no valor maximo de 1,006 U/mL, ou seja, 34% maior que os testes
preliminares.

Os melhores resultados comparativos foram para o Trichoderma reesei. Antes
apresentava resultados de atividade da fosfatase dcida em média 0,648 U/mL. Com o meio de
cultura nas faixas de concentracdo indicadas pelo PCC a atividade enzimatica, maxima, foi de
2,790 U/mL, um aumento de aproximadamente 3,3 vezes.

O Trichoderma asperellum apresentou resultados intermedidrios quando comparados
com os dois microrganismos acima. Em meio de cultura suplementado, com sacarose na faixa
de concentracao de 11 a 17,5 g/L, extratado de levedura de 6 a 10,5 g/,L e KH2PO4 de 0 a 0,2
g/L, teve uma atividade enzimatica maxima de 0,650 U/mL, enquanto que antes a atividade
média girava em torno de 0,405 U/mL, ou seja, um aumento de aproximadamente 60% do valor

inicial.
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4.2.4 Validacdo dos meios de cultivos sugeridos pelo PCC para cada microrganismo

estudado

Nessa etapa foi verificado a reprodutibilidade dos resultados dos modelos propostos
pelo PCC, quando empregadas as condi¢des experimentais indicadas pela andlise das
superficies de resposta e curvas de contorno. A validagdo foi realizada em triplicata, para cada
meio de cultura selecionado, por microrganismo.

O meio de cultivo para o Trichoderma asperellum, que maximizava a atividade da
fosfatase acida, estava nas seguintes faixas de concentragdes (g/L): [11,0 - 17,5] de sacarose,
[6 - 10,5] de extrato de levedura, e [0 - 0,2] de KH2PO4. Optou-se por trabalhar com o meio de
cultura composto de 15,0 g/L sacarose, 8,0 g/L de extrato de levedura e 0,2 g/L. de fosfato de
potassio monobasico, meio de cultivo titulado como MSO-Ta. A Figura 4.32 (A) mostra as
cinéticas de crescimento celular e atividade enzimatica, chegando a um valor final médio de
3,81 £0,35 g/LL e 0,76 = 0,12 U/mL, respectivamente.

O carboidrato utilizado nos meios de cultura foi a sacarose, que ¢ hidrolisado em glicose
e frutose. Analisando a Figura 4.32 (B), este microrganismo, em 24 horas, consome toda
sacarose, sendo que uma parte utilizada para seu crescimento celular, e a outra foi transformada
em glicose e frutose. A glicose por ser um carboidrato de facil absor¢ao ¢ consumida totalmente
em 48 h, conforme a cinética. O mesmo ndo ocorre para a frutose, sobrando um residuo de

aproximadamente 2,0 g/L no meio de cultura.

64 (A) --#--- Biomassa celular 25 (B) -+ - Sacarose
—e— A Paze “San —s— (licose
- o i Frutose
= 20 —
=i 5 =
= 4 = B
= . = 515
o 15 =~ 2 L
E”. e =
R o ::._u w
- =4 4
& we 2 g
E 2 - i3 < £
S e w =
= e - ull i
™ 14 ff 05 5 S o
[ = [ i L
- "_'_'_F'__ = . .
o 08 = 0{e - T— .
. T T - T T T T T T -
g 12 24 G 48 =] [ ) 24 a8 2

Tempo (h)

Tempo (h)

Figura 4.32 — (A) Cinéticas de crescimento da biomassa celular e produgdo enzimatica; (B)

consumo de substrato para o Trichoderma asperellum.
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Conforme o PCC, o fungo Trichoderma harzianum teve o potencial de producdo da
enzima intermedidrio, quando comparado com os outros microrganismos. As maiores
atividades da fosfatase acida produzidas por este microrganismo foram para as faixas de
concentragoes (g/L): [14,5 — 22,0] de sacarose, [3,5 — 7,0] de extrato de levedura e [0,6 — 1,1]
de fosfato de potassio monobasico. Portanto, o meio selecionado foi composto de 18,0 g/L de
sacarose, 5,0 g/LL de extrato de levedura e 0,8 g/L de fosfato de potdssio monobésico, meio de
cultivo titulado como MSO-Th.

A Figura 4.33 (A) mostra as cinéticas de crescimento celular, e atividade enzimatica,

chegando a um valor final médio de 3,58 £ 0,27 g/L e 0,81 = 0,05 U/mL, respectivamente.

20 25
i (A} e nil..‘."lllilhﬁﬂcflllldr 2 (B} -- & -- Sacarpse
—e— A(Paze - 2 —a— Cilicose
gt | =l — = T -
i 5 15 E = . & Frutose
= . = B
H 4 ] w154
= » {10 2 =
o =
g A T T
2 Loe” 2 £
g 24 - 108 2 E
& . ey = B o
- i = & 54 e
14 f"f’ < - 2 o # "
23 fE
.-""f. 400 G
Pl 0 e je R E il RSl ’ |
- T T T v T T T
0 24 18 72 0 24 48 72

Tempo (k) Tempo (h)

Figura 4.33 — (A) Cinéticas de crescimento da biomassa celular e producao enzimatica; (B)
consumo de substrato para o Trichoderma harzianum.

Como esse microrganismo apresentou o menor crescimento celular, em relagdo aos
demais, o consumo de substrato foi menor, deixando maior concentra¢ao residual no meio.
Quando comparado com 7. asperellum, o seu consumo do carboidrato foi mais lento,
demandando o dobro do tempo para consumir a sacarose, ou seja, 48 horas. Esse resultado
afetou também o consumo de glicose e frutose. A primeira foi consumida, praticamente, por
completo, apos 72h, e a segunda foi consumida parcialmente, deixando um residuo de,
aproximadamente, 3,5 g/L no meio de cultivo.

Os melhores resultados foram para o Trichoderma reesei. O meio de cultura que
maximiza a atividade enzimatica estava nas faixas de concentragdes (g/L): [20,0 — 26,0] de
sacarose, [6,0 — 9,5] de extrato de levedura, e [1,6 — 2,0] de fosfato de potassio monobaésico.
Optou-se por trabalhar com o meio composto de 23,4 g/L de sacarose, 8,0 g/L de extrato de

levedura e 1,84 g/l de KH2PO4, meio de cultivo titulado como MSO-Tr.
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Os resultados estdo apresentados na Figura 4.34, ¢ notorio o destaque do crescimento
da biomassa celular, e a atividade enzimatica, chegando a um valor final médio de 5,32 + 0,48
g/Le1,96+0,14 U/mL, respectivamente. O consumo da sacarose ¢ glicose se deu por completo,
depois de decorridas 48h de fermentacdo, enquanto a frutose registrou residuos minimos de,

aproximadamente, 0,5 g/L no final do processo.
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Figura 4.34 — (A) Cinéticas de crescimento da biomassa celular e producdo enzimatica; (B)
consumo de substrato para o Trichoderma reesei.

A Figura 4.35 mostra a variacado média do pH para os trés microrganismos. O pH inicial
variou de 6,5 até 6,8, visto que os meios de cultivo para cada cepa de Trichoderma tiveram
concentragdes diferentes e a correcdo inicial ndo foi feita, seguindo os mesmos procedimentos
do PCC.

No geral, o comportamento do pH foi satisfatério, pois todos permaneceram na regiao
acida nesse tempo da batelada (Figura 4.35). Os meios de cultura fermentados pelo T.
harzianum e T. reesei tiveram comportamentos semelhantes, mantendo-se, praticamente,
constantes nas primeiras 24 horas, e chegando-se a valores proximo de 5,0, no final do processo.
Viérios autores relatam que o pH 6timo, para a atividade da fosfatase acida, varia entre 3,5 —
6,0, dependendo do microrganismo produtor (GARCIA et al., 2004; ROMBOLA et al., 2014).
Os microrganismos do solo de cerrado, em sua maioria, sdo capazes de produzir enzimas da
classe das fosfatases dcidas, uma vez que os pH desses solos variam entre 4,9 — 5,7 (PURCENA

etal., 2014).
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Figura 4.35- Cinética de pH das cepas de Trichoderma em seus respectivos
meios de cultivos indicado pelo PCC.

SOUZA et al. (2016) partindo da concentragio inicial de 107 esporos/mL de T.
harzianum em meio de cultivo suplementado com glicose 15 g/L, e sem adi¢do de fonte de
fosfato inorganico, obtiveram 14,3 U/mg como maxima atividade especifica da enzima, em 48
horas de fermentagdo. Depois desse tempo, observaram uma redugdo dessa atividade, e
acreditam ser devido a formagao de fosfato inorganico, presente no meio de cultivo. O pH de
trabalho foi de 4,0, sendo controlado durante toda as 90 horas de processo.

Alguns trabalhos envolvendo a produgdo de fosfatase acida e crescimento celular do
Trichodema harzianum ALLA4?2 indicam inibicao e secre¢do de proteinas em altas concentragoes
de glicose. RAMADA et al. (2015) detectaram baixa produgdo de proteinas totais para esta
espécie, quando crescida em meio 2,0% de glicose. LIMA (2006) observou que o 7. harzianum
ALL 42, quando inoculado em meio com apenas glicose, como fonte de carbono, secretou
menos a proteina, quando comparado com producdes realizadas em meio suplementado com
milho, farelo de soja, amido comercial e ra¢ao animal.

A producdo de fosfatase acida por este microrganismo mostrou-se proporcional a
quantidade de glicose adicionada no trabalho de SOUZA (2011). O fungo 7. harzianum ALLA42,
quando crescido em meio seletivo com 1,5% de glicose, apresentou uma atividade 0,17 U/mL,
sendo 21% maior que a atividade observada no mesmo meio, porém com 0,5% deste

carboidrato.
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4.3  Avaliacdo da producio de ACPase com meio de cultivo a base de melaco de soja

em fermentac¢io submersa

Nessa se¢ao estdo os resultados referentes a fermentacdo submersa, utilizando melago
de soja, como Unica fonte nutritiva para os microrganismos estudados. Primeiramente serdao
apresentados os resultados referentes ao melago de soja, sem tratamento acido de precipitacao,
e, depois, os resultados com o tratamento. As fermentagdes ocorreram utilizando os fungos
separadamente nos meios de cultivos (MS25, MS50, MS75 e MS100), cujas concentragdes
(g/L) do substrato foram 25, 50, 75 e 100, respectivamente.

A Figura 4.36 mostra os resultados relativos ao crescimento de biomassa celular dos trés
fungos para os quatro meios de cultivos testados. E evidente que os microrganismos preferiram
os meios (B) - MS50 e (C) - MS75, com destaque para o Trichoderma reesei que apresentou
crescimento celular médio final de 6,55 + 0,09 (g/L) e 6,82 + 0,43 (g/L), respectivamente.

O meio de cultura (A) - MS25, apresentou os piores resultados de crescimento em 72 h
de batelada, para os trés microrganismos. Também, neste meio de cultivo foi observado um
maior do crescimento depois de 48 h de processo, indicando a necessidade de um periodo maior
de fermentagdo. O meio de cultura (D) - MS100 ndo seguiu a tendéncia de maior quantidade de
substrato, maior o crescimento da biomassa celular. Os trés microrganismos apresentaram
biomassa celular média final parecidas, entre 5,00 e 5,50 g/L. Tal fato pode remeter a uma certa

inibi¢ao da biomassa celular por parte de excesso de substrato.

71



7 - (A - MS25) Fosperelim 1 (B-MSS0)
- I havrziarm 1 @
o 8- T reesei :..; 64 .
= B
g 54 D G- .
= -
3 4- o 44 a
= . ﬁ 1 N
g 3 ¢ 2 34
E- .. é 1 & n-
e 2+ ol = 21 i
a1 : T asperelium
14 - ! ; 14 T harziawm
od@ I}_ " T.oreexel
55 . y - - . L. . . 5 ¥
Q 24 48 T2 a 24 48 72
Tempo (h) Tempo (h)
& 8
=4 {C-MS75) ! 74 (- MSI100)
3 61 = &1 i
2 i - = . i
5 5] ' 5 ° !
= - =
T 41 E d - L]
o k]
e =
] - [
2’ . ‘. -
27 : 2 21 2
3} Tasperelium o] & Losperellum
11 = T harzianum 14 I heerzicaeenn
g I reesei gde” lreesel
0 24 48 72 0 24 a8 72
Tempo (h) Tempo (hi

Figura 4.36 — Cinética de crescimento da biomassa celular dos microrganismos nos meios de
cultivo MS25, MS50, MS75, MS100, sem tratamento.

Na Figura 4.37 estdo os resultados referentes as cinéticas da atividade da fosfatase 4cida.
As maiores atividades foram nas fermentac¢des utilizando os meios de cultura (C) - MS75 e (D)
- MS100, e o microrganismo que mais se destacou foi Trichoderma harzianum, apresentando
atividade enzimadtica final média de 3,16 + 0,08 (U/mL) e 4,15 £ 0,14 (U/mL), respectivamente.
E importante salientar que, em todos os meios de cultura testados o processo se estabilizou em
48 h, ou seja, a partir deste tempo ja se tem a maxima atividade enzimatica, indicando que o
processo ja poderia ser interrompido. O meio (A) - MS25 apresentou os piores resultados

indicando uma atividade ao redor de 1,00 (U/mL) para os microrganismos.
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Figura 4.37 — Cinética de atividade da fosfatase 4cida dos microrganismos nos meios de
cultivo (MS25, MS50, MS75 e MS100) utilizando melago de soja sem tratamento.

Outra variavel importante para produgdo da enzima ¢ o pH, sendo fundamental que

esteja na faixa acida. A Tabela 4.5 mostra a variagdo do pH ao longo das 72 horas de batelada.

O meio de cultura (A) — MS25 mostrou comportamento destoante dos demais meios de cultura.

Ao longo da sua fermentacdo houve um aumento do pH, até a regido neutra, para todos

microrganismos chegando em 7,15 para o 7. harzianum e 7,07 para o T. reesei. Também, de

depois de 48 h de fermentacao.

forma geral, ocorreu um ligeiro aumento do pH na maioria dos meios de cultura fermentados

Diante dos resultados apresentados na Figura 4.37 e na Tabela 4.5 foi reduzido o tempo

do processo fermentativo para 48 h, nos meios de cultura com tratamento acido. O motivo da

redu¢@o do tempo de processo esté relacionado com o ligeiro aumento de pH entre 48 he 72 h

periodo.

para a maioria dos meios fermentados e também a estabilizac¢do da atividade enzimatica neste
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Tabela 4.5 — Variagdo de pH dos microrganismos nos meios de culturas (MS25, MS50, MS75

e MS100) sem tratamento do melago de soja.

Trichoderma asperellum

Tempo (h) pH pH pH pH
(MS25) (MS50) (MS75) (MS100)
0 5,51+0,035  6,12+0,021 6,010,007 5,810,014
24 4,59+0,092 4,92+0,042 4,94+0,113 5,09+0,064
48 5,03+£0,103  5,83+0,064 5,83+0,014 5,44+0,035
72 6,64+0,106  6,69+0,042 7,11+0,042 6,22+0,049
Trichoderma harzianum
Tempo (h) pH pH pH pH
(MS25) (MS50) (MS75) (MS100)
0 5,544+0,028 5,660,007 5,510,014 5,47+0,014
24 6,50+0,127  6,55+0,170  5,78+0,007 5,64+0,064
48 6,52+0,028  6,26+0,170  6,08+0,021 5,83+0,035
72 7,14£0,099 5,610,042 5,91+£0,057 5,68+0,121
Trichoderma reesei
Tempo (h) pH pH pH pH
(MS25) (MS50) (MS75) (MS100)
0 5,5340,028  6,12+0,021  6,01+0,007 5,810,014
24 6,96+0,064 5,350,057 5,35+0,057 5,70+£0,014
48 7,17£0,233 5,770,049  5,77+0,028 5,72+0,064
72 7,07£0,423  5,68+0,028  5,68+0,007 5,61£0,078

Agora serdo apresentados os resultados referentes ao tratamento 4acido de precipitagdo
do melago de soja. O tratamento acido de precipitagdo ¢ muito favoravel para clarificagdo dos
meios de cultivo, porém podem precipitar, também, proteinas que favorecem o processo
fermentativo. O que ¢ utilizado para reduzir efeitos toxicos, juntamente com processos de
detoxificagdo, sio comumente realizados para remocao parcial destes interferentes (ANTUNES
etal., 2017; GUPTA et al., 2017).

A Figura 4.38 mostra a cinética do crescimento de biomassa celular, e pode-se notar que
o comportamento foi similar as fermenta¢des sem o tratamento do substrato, no mesmo tempo
de batelada, porém com algumas ressalvas. Os meios de cultura com maior crescimento foram
(B) - MS50 e (C) - MS75, com destaque para o Trichoderma asperellum que obteve biomassa
celular média final de 5,52 + 0,085 (g/L) e 5,43 £ 0,533 (g/L). Os meios (D) - MS100
apresentaram os piores resultados, indicando uma certa inibi¢do de crescimento por parte da

concentracdo do substrato. Os meios (A) - MS25 apresentaram resultados intermediarios
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quando comparados com MS50 e MS75, porém foram superiores se comparado com o MS25

sem tratamento, de forma geral.
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Figura 4.38 — Cinética de crescimento da biomassa celular dos microrganismos nos meios de
cultivo MS25, MS50, MS75, MS100, com tratamento.

A Figura 4.39 mostra os resultados de atividade enzimdtica nos meios com tratamento
do melago de soja. Os maiores valores de atividade da fosfatase adcida foram para os meios de
cultivo (C) - MS75 e (D) - MS100 com destaque para os microrganismos 7. harzianum e T.
reesei que apresentaram resultados proximos a 2,50 U/mL no meio MS100.

De maneira geral, as atividades médias no tempo de 48 h, para os meios em destaque
com o tratamento do substrato, foram piores que os resultados dos mesmos meios de cultivo
sem tratamento. O meio MS100, com tratamento e fermentado pelo 7. harzianum, reduziu a
atividade enzimatica em 37,5%, se comparado com o0 mesmo meio, porém sem tratamento. Esse
comportamento de redugdo também foi observado para o 7. reesei, que reduziu a atividade

enzimatica em, aproximadamente, 17% nestes mesmos meios de cultivo.
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Figura 4.39 — Cinética de atividade da fosfatase 4cida dos microrganismos nos meios de
cultivo (MS25, MS50, MS75 e MS100) utilizando melago de soja com tratamento.

A estratégia de reduzir o tempo de fermentagdo, para manter o pH na regido acida, foi
percebida em quase todas fermentagdes (Tabela 4.6), com excecdo dos meios MS25 e MS50
fermentados pelo Trichoderma harzianum. O comportamento crescente para o (A) - MS25
chegando proximo da regido neutra também ja tinha sido observado nele, sem o processo de
tratamento acido do substrato. Os meios (C) - MS75 foram os que menos sofreram variagdes
de pH para os microrganismos estudos.

MORAIS Jr et al. (2016) otimizaram a produgdo e caracterizaram lipases de Candida
rugosa ¢ Geotrichum candidum em meio de cultura a base de melago de soja. Nesse trabalho
foi possivel concluir que a regido de maior producdo de lipase apresentava as seguintes
condi¢des: concentragdo de melago de soja de 200 g/L, pH inicial de 3,5 e temperatura de 27 +
1 °C. O fungo G. candidum apresentou produgdo maxima de 11,48 U/mL, apds 24 h, e a
levedura C. rugosa chegou a 12,12 U/mL, apds 12 h.
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Tabela 4.6 - Variacdo de pH dos microrganismos nos meios de culturas (MS25, MS50, MS75
e MS100) com tratamento do melago de soja.

Trichoderma asperellum

Tempo (h) pH pH pH pH
(MS25) (MS50) (MS75) (MS100)
0 5,544+0,035  5,53+0,070 5,52+0,014 5,494+0,028
24 5,78£0,021  5,51+0,113  5,39+0,042 5,28+0,120
48 5,90+£0.014  5,57+0,035 5,35+0,021 5,10+£0,035

Trichoderma harzianum

Tempo (h) pH pH pH pH
(MS25) (MS50) (MS75) (MS100)
0 5,57£0,014  5,49+0,070  5,49+0,049 5,44+0,085
24 6,08+0,035  5,80+0,191 5,43+0,170 5,35+0,078
48 7,18£0,078 6,360,354  5,40+0,049 5,24+0,042

Trichoderma reesei

Tempo (h) pH pH pH pH
(MS25) (MS50) (MS75) (MS100)
0 5,52+0,014  5,44+0,021  5,46+0,007 5,51+0,021
24 6,15+0,285 5,700,191  5,52+0,035 5,430,071
48 6,02+0,177  5,58+0,212  5,29+0,042 5,1240,156

PECIN (2018) avaliou a utilizacdo do melago de soja bruto e submetido a hidrolise
quimica, como substrato alternativo para a producdo da lasiodiplodana ((1-6)--D-glucana)
pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI. Obteve a maxima producdo de lasidiplodana de
0,41 g/L, ap6s 72 h, nos cultivos com melago ndo hidrolisado. Concluiu, também, que a
hidroélise do melago nao contribuiu para maior produgdo do exopolissacarideo, produzindo 0,36
g/L, em 24 h e 48 h, e nem para um maior crescimento micelial. O maior conteudo de biomassa
foi verificado em 96 h (2,86 g/L) em meio ndo hidrolisado quando comparado ao meio
hidrolisado (1,88 g/L).

Foram realizadas anélises de FTIR, de todos extratos enzimaticos, para confirmagao da
presenca de grupos quimicos, importantes para a etapa de imobilizagdo (Figura 4.40). Os
espectros sio semelhantes para ambos, mostrando picos em torno de 3300 cm™ que indicam a
presenca do grupo (-OH), também relatada por KALITA e AMBASHT, (2019). Os picos em
torno de 1640 cm™ podem ser referentes a vibragio de streatchung -NH, 1560 cm™ mostrou a
formacdo de ligagdes de etileno (C=C), outro pequeno pico em torno de 1420 cm™ teria surgido
para ligagdo C-N, e um pico muito significativo cerca de 1000 cm™ em ambos os espectros sdo

devidos a presenca de estruturas de sacarideo no extrato. SHIVASTAVAD e ANAND (2014)
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estudando a ativacdo de granulos de quitosana relataram quase todos esses picos em seu artigo.
As bandas observadas em torno de 530 cm™! estdo na regido da impressao digital, ndo indicando

nenhum grupo funcional, também encontrado no trabalho de (KALITA e AMBASHT, 2019).

120 5
110
h
100 — " [ a
- a0 -
- |
a0 + |
70 ti.\lrulu.l'rl.f.['['_a|§ ', | Ly
Extrato,Enz[ 1 hli |
Extrato.EnzT.r] | | |
60 i
30 T J T v T v T v 1
4000 3000 2000 1000 0

Frequéncia (cm™')
Figura 4.40 — FTIR dos extratos enzimaticos produzido pelas cepas de Trichoderma: [T.a]

Trichoderma asperellum, [T.h] Trichodema harzianum, [T.x] Trichoderma reesei.

4.4  Estudo da imobilizaciao das fosfatases acidas

4.4.1 Caracterizacio e imobilizaciao das fosfatases comerciais em diferentes suportes

As imobilizac¢des foram realizadas com as enzimas comerciais fosfatase acida de trigo
germinado (ACPase Trigo) e fosfatase acida de batata (ACPase Batata), adquiridas da empresa
Sigma Aldrich. Para identificar as melhores condi¢des de imobilizagdo, testes de estabilidade
da enzima livre foram realizados em diferentes valores de pH e em duas temperaturas: 4 °C
(camara fria) e 25 °C (temperatura ambiente). A Figura 4.41 (A) mostra que a ACPase de trigo
germinado € mais estavel a temperatura ambiente com, aproximadamente, a mesma atividade
inicial nesse periodo de 4 horas. Nos valores de pH 7 ¢ 5 (Figura 4.41 (B)) a enzima apresentou
bom desempenho nas primeiras horas, com destaque para o pH 7, com queda de 10% na

primeira hora e manteve-se constante durante o restante do periodo analisado. Outro fator
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relevante a se considerar ¢ que em pH 10 a enzima precipitou e mudou de cor, passando de

marrom escuro para preto.
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Figura 4.41: Estabilidade da ACPase livre de trigo germinado em fun¢do do pH (A) e da
temperatura (B).

Resultados parecidos foram obtidos com a ACPase da batata. A Figura 4.42 mostra que
essa enzima ¢ mais estavel em temperatura ambiente, e os melhores valores de pH para fazer a
imobilizagdo sdo pH 5,0 e 7,0 em 4 horas. O pH e temperatura 6tima de uma ACPase de trigo

germinado (Tipo 1) estudada por KALITA e AMBASHT (2019) foram de 5,0 e 50 °C,

respectivamente.
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Figura 4.42: Estabilidade da ACPase livre de batata em funcao do pH (A) e da temperatura
(B).
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SOUZA et al. (2016) estudaram a estabilidade térmica da ACPase Il de Trichoderma
harzianum como potencial para aplicagdes industriais. A ACPase Il foi estavel por, pelo menos,
120 min a 50 °C e 55 °C, respectivamente, retendo 60% da atividade méaxima a 50 °C, e 45%
da atividade maxima a 55 °C. A faixa de pH ideal desta enzima foi 3,5 - 4,5 retendo mais de
90% da atividade. LEITAO et al. (2010) relataram que a ACPase de T. harzianum permaneceu
estavel por, pelo menos, 60 minutos a 45 °C, e reteve 67% da atividade maxima a 50 e 55 °C.
O pH 6timo dessa enzima estava na faixa de 4,5 - 6,0.

Os pesos moleculares destas enzimas foram verificados por SDS-PAGE. As ACPases
apresentaram vdrias bandas para ambas enzimas, indicando que o produto ndo foi purificado.
Segundo a empresa Sigma Aldrich, a banda destacada na Poco 3 da Figura 4.43 com
aproximadamente 58 KDa ¢ a que corresponde a ACPase de trigo germinado. A banda
destacada na Pogo 2 da Figura 4.43 com aproximadamente 69 KDa corresponde a ACPase de

batata, embora no gel possui outra banda mais evidente.

97 KDa

66 KDa |

45 KIa

an KD

0.1 KDa |

142 KDa

Figura 4.43 - SDS-Page (8-18%) das fosfatases dcidas comerciais - Linha 1: proteinas padrao;
Linha 2: ACPase de batata; Linha 3: ACPase de trigo germinado.

LEITAO et al. (2010) purificaram e caracterizaram uma fosfatase acida de Trichoderma
harzianum, também, com 58 KDa ¢ semelhante a duas ACPases distintas produzidas por

Aspergillus oryzae (FUJITA et al., 2003). SDS-PAGE também revelou uma nova ACPase 11
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térmica de Trichoderma harzianum de 90 + 5 KDa (SOUZA et a., 2016), distinta das fosfatases
acidas de fungos, anteriormente caracterizados, como Mucor hiemalis (45 kDa) e Metarhizium
anisopliae (44 kDa) (BOYCE e WALSH, 2007; LI et al., 20006).

Foram testados suportes de interagdes iOnicas e covalentes, e para cada imobilizagao foi
feito um controle com a mesma quantidade de enzima, no mesmo ambiente reacional e com a
mesma solucdo tampao. A Tabela 4.7 mostra os resultados obtidos apds imobilizagdo de tais

enzimas.

Tabela 4.7 — Imobilizagdo das fosfatases acidas em diferentes suportes.

ACPase Trigo ACPase Batata
Suportes Rendimento de Atividade Rendimento de Atividade
Imobilizacao (%)  Expressada (%) Imobilizagdo (%) Expressada (%)
1) Manae Ag. 6BC 98,08 + 0,77 3,21 £ 1,04 91,70 £ 0,88 4,74+ 1,13
2) DEAE Sephose 99,15 + 0,40 2,76 £ 1,49 95,50 + 1,20 5,63 £0,97
3) DEAE Toyopearl 650s 97,34+ 0,34 96,28 = 3,18 95,68 £2,59 85,27 £2,26
4) Glioxil Agarose 4BCL/ 99,00 + 1,33 8,67 £2,49 96,50 + 1,28 2,54 £ 0,67
PEI 10KDa
5) Glioxil Agarose 6 BCL/ 91,24+1,97 41,15+ 1,59 86,00 £ 2,26 47,34 + 1,32
PEI 600-1000 KDa
6) Sulfopropil Agarose 98,00 £2,10 1,47 £ 0,92 95.7+ 1,33 2,56 £ 0,80
(pH 5,0)
7) Glioxil Agarose 6 BCL 1,79 £ 0,84 64,13 £3,67 0,95+0,33 39,1 £2,69
(pH 8,5)
8) Glioxil Agarose 6 BCL Nq Nq Nq Nq

(pH 10,0)

*Nq: ndo quantificado.

E importante salientar que o Rendimento de Imobilizagdo (%) e a Atividade Expressada
(%) devem sempre ser analisados em conjunto. O primeira quantifica o percentual de enzima
que o suporte atraiu, € a segunda quantifica a atividade enzimadtica percentual do conjunto
suporte/enzima, levando em consideracdo o rendimento (item 3.6.2).

Pode-se observar que os melhores resultados foram encontrados para ACPase Trigo. O
suporte com maior destaque para ambas enzimas foi o DEAE Toyoperl 650s. ACPase de Trigo
atingiu um rendimento de imobilizagdo de 97,34 + 0,34%, conservando, aproximadamente,
96% da atividade inicial, enquanto ACPase de Batata teve um rendimento de 95,68 £+ 2,59%, e

conservou 85,27 + 2,26% da atividade inicial (Tabela 4.7). A imobiliza¢do neste suporte ¢ mais
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branda, porque os grupos reativos do mesmo estao na superficie externa, tal fato promove uma
atracdo rapida (em média de 15 minutos para ambas as enzimas) e eficiente.

Os outros suportes anionicos, MANAE Ag. 6BC e DEAE Sefarose, ndo foram eficientes
para as enzimas. Elas apresentaram rendimentos com valores superiores a 98%, porém
apresentaram atividade relativa inferiores a 2,7%, no final do processo. Os dois suportes
anidnicos atrairam as duas enzimas, pois a atividade do sobrenadante no final da imobilizacao
foi praticamente zero. Porém, isso apresenta pouca relevancia, pois a atividade da suspensao
enzima/suporte final também foi praticamente zero. Tal fato pode ser explicado pela mudancga
da configuracdo estrutural ocasionada pela dificuldade de encontro reacional entre os grupos
entre o substrato e o sitio ativo da enzima.

O Sulfopropil agarose, suporte catidénico, também nao foi eficiente na imobilizacdo. O
controle apresentou estavel para todo tempo da imobilizagao, tal fato comprova que o ambiente
reacional ndo afetou a enzima. A atividade expressada no final da suspensdo enzima/suporte foi
de 1,47 £ 0,92% para ACPase de Trigo, ¢ para ACPase de Batata foi de 2,46 £+ 0,80%, mesmo
o processo ocorrendo em pH 4cido, ou seja, na faixa de maior estabilidade das fosfatases acidas.

Com objetivo de obter diferentes orientagcdes das enzimas, e levando em consideracdo
uma imobilizacdo mais suave mediante ligagdes covalentes, foram utilizados os suportes
Glioxil Agarose 6BC com duas estratégias. A primeira imobilizagdo foi realizada em pH 8,5 e
temperatura ambiente, para que a ligacdo covalente fosse unipontual, e a segunda em pH 10,0,
e nas mesmas condi¢des de temperatura, porém, com esta ocorreria uma intensa unido covalente
multipontual entre as lisinas da superficie da enzima e os grupos glioxil do suporte (GUISAN
etal., 2001).

Ambas as enzimas ndo tiveram resultados satisfatorios nesses suportes, em pH 8,5 o
rendimento foi de 1,79 + 0,84% para ACPase de Trigo, e 0,95 £+ 0,33% para ACPase de Batata,
depois de 24 h de imobiliza¢do. Também foi notada uma redu¢do na atividade expressada final
de 36% e 61% para as ACPases de Trigo e Batata, respectivamente. A segunda estratégia, cujas
imobilizacdes foram feitas em pH 10, houve precipitacio ¢ mudanca de cor para ambas
enzimas. Nao foi possivel quantificar as atividades do controle nem da suspensdo
enzima/suporte, fato que deixa comprovado que o pH 10 degradou a fosfatase acida. Os
pesquisadores KALITA e AMBASHT (2019) imobilizando a ACPase de trigo germinado Tipo-
1 em gel de agarose estudaram a estabilidade frente ao pH da enzima soluvel e imobilizada. Os
pH o6timos observados foram 5,0 e 5,5, para as enzimas soluvel e imobilizada, respectivamente.
Este aumento no pH o6timo também foi observado nos trabalhos de (HUANG et al., 2005;
BELHO et al., 2014).
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Também foram testados suportes Glioxil agarose, porém agora com dois didmetros de
poros (esferas de agarose de 4BCL e 6BCL) revestida com PEI (polietilenoimina) também de
diferentes tamanhos. Aproximadamente, 91% de ACPase de trigo foi imobilizada em Ag6-PEI,
retendo 41% de sua atividade catalitica inicial (Tabela 4.7). Ao usar suportes de agarose com
um didmetro de poro menor, o rendimento de imobilizagdo permaneceu proximo de 96%,
porém, a atividade recuperada reduziu para 8,5 + 2,45%. A imobilizagdo da ACPase de batata
mostrou a mesma tendéncia, porém, com atividade recuperada menor que a de trigo. Esses
piores resultados, provavelmente, decorrem do maior tamanho do ACPase de batata (96 kDa),
que dificulta a difusao dentro da estrutura porosa.

A fim de coimobilizar as enzimas glicosiltransferase (UGT) e sacarose sintase (SuSy)
usando suportes Glx.Ag-PEI (mesma metodologia deste trabalho, mas com 25kDa PEI),
TROBO-MASEDA et al., 2020 relatam 76% de imobiliza¢do, ¢ 90% de recuperagdo de
atividade inicial, apos 2 horas para UGT, e, aproximadamente, 90% de SuSyAc foi imobilizado,
com 100% de retencao de sua atividade catalitica inicial. Também, evidenciaram que ao usar
suportes de agarose com um didmetro de poro menor, o rendimento da imobilizagdo diminui de
90% para 30% e a atividade recuperada foi desprezivel para a SuSyAc. Este resultado
provavelmente se deve ao grande tamanho do SuSyAc (homotetrdmero de 367 kDa), que

dificulta a difusdo dentro da estrutura porosa.

4.4.2 Melhoramento dos derivados imobilizados

Uma segunda etapa foi introduzida para aprimorar o biocatalisador Toyopearl visando
melhor estabilidade em condi¢des de alta temperatura (60 °C) (Figura 4.44). O derivado
enzimdtico foi submetido a oxida¢do com periodato de s6dio (NalO4), por 60 minutos, e
redu¢@o com borohidreto de sdédio (NaBHs) por 30 minutos nesta etapa. A oxidagdo da enzima
com periodato nao interfere negativamente na atividade enzimdtica, mas o borohidreto, em
concentragdes superiores a 0,1 mg/mL, pode causar perda de atividade da enzima em estudo.

A presenca de grupos aldeidos e amina foram analisados no derivado de Toyopearl
bruto, oxidado e reduzido. Para avaliar a presen¢a de grupos amina no biocatalisador foram
realizados alguns tratamentos com solugdo picrilsulfonica. O tingimento do biocatalisador com
pigmentagdo laranja-amarelo foi indicativo de grupos amina livres na superficie da enzima. O
reagente de Schiff também foi utilizado para verificar grupos aldeidos, quando o tingimento do

derivado com pigmentacao roxo-rosa indicava grupos aldeidos livres na superficie da enzima.
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Figura 4.44 — Mecanismo de adsorcdo idnica das ACPases no suporte Toyopearl DEAE-650s.

A imobilizagdo da primeira etapa foi realizada usando 25 mM, pH 7,0 de tampao cloridrato de
Triza. A segunda etapa foi a oxida¢do e reducdo das cadeias glicosidicas da ACPase no

derivado.

Uma vez que a solucdo picrilsulfonica adicionada aos derivados imobilizados de ambas
as ACPases foi observada, uma cor laranja indicou grupos amino primarios livres na superficie
de suporte (Figura 4.45). Ambos os produtos pareceram amarelos apos a etapa de oxidagdo e
reducdo, indicando que os grupos amina formaram os crosslinks aldeido-amina.

Depois de adicionar o reagente de Schiff (Figura 4.46), os derivados imobilizados antes
da oxida¢do ndo mostraram nenhum tingimento em rosa / roxo devido a auséncia de grupos
aldeido na superficie da enzima, seja para ACPase de trigo germinado ou para a de batata. Apds
oxidagdo das cadeias de glicosila com periodato, estabeleceu-se roxo intenso em ambos 0s
casos, indicando presenga significativa de grupos aldeidos. Apds a reducdo com borohidreto,
os derivados enzimaticos foram fracamente tingidos de rosa, mostrando que esta etapa converte
o aldeido ndo ligado remanescente em grupos hidroxila. Os resultados mostram que a etapa de
oxidagdo e redugdo apos a imobilizacdo das ACPases estudadas no suporte Toyopearl contribui

para a estabilidade térmica dos derivados devido a formagdo de reticulagcdes aldeido-amina.
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A - Derivado de Toyopearl - ACPase de trigo| germinado

B - Derivado de Toyopearl - ACPase de batata

Figura 4.45 — ACPases imobilizadas em Toyopearl tratadas com solug@o de pycrilsulfonic. A:
ACPase de derivado de trigo germinado antes e depois de oxidado e reduzido; B: ACPase de

derivado de batata antes e depois de oxidado e reduzido.

A — Derivado de Toyopearl - ACPase de trigo germinado

B — Derivado de Toyopearl - ACPase de batata

-P -

Figura 4.46 - ACPases imobilizadas em Toyopearl tratadas com reagente de Schiff. A: ACPase

de trigo germinado; B: ACPase de batata. 1: derivados de ACPases imobilizados; 2: derivados

de ACPases oxidados; 3: Derivados de ACPases oxidados e reduzidos.

Considerando que ambas as enzimas soluveis (trigo germinado e batata) sdo muito

instaveis a esta temperatura, com meia-vida inferior a 10 minutos, esta estratégia mostra um
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aumento da estabilidade térmica apds a imobiliza¢do (Figura 4.47). Uma melhoria significativa
foi observada para o derivado enzimatico de trigo germinado, (Figura 4.47 (A)). Ambos os
biocatalisadores apresentaram atividade residual, apos 1 hora de inativagao, fato ndo observado
para a enzima livre. O derivado ACPase de trigo germinado apresentou atividades residuais de
66,7% e 76,2%, para o derivado imobilizado e para o derivado oxidados/reduzidos,
respectivamente. O derivado oxidado/reduzido foi o melhor para ambos os casos, apresentando
consideravel atividade apos 24 horas a 60 °C.

A Figura 4.47 (B) mostra os resultados relativos a imobilizagdo da ACPase de batata.
Os biocatalisadores de batata também apresentaram resultados produtivos, mas ligeiramente
inferiores quando comparados ao trigo germinado. Apos uma hora de inativa¢do a 60 °C, o
derivado imobilizado exibiu 56,5% de atividade residual, e o derivado posteriormente oxidado
e reduzido 61,5%. Também ¢ perceptivel que em todos os momentos analisados a atividade do
biocatalisador oxidado e reduzido foi maior do que o biocatalisador apenas imobilizado. Uma
possivel explicagdo para a maior estabilidade do derivado, apés oxidagdo e redugdo, seria

devido ao crosslink entre os grupos aldeido gerados na oxidacao e os grupos amino das enzimas.
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Figura 4.47 — Perfil de inativagdo térmica a 60 °C e pH 7,0 do biocatalisador: (A) ACPase de
trigo germinado e (B) ACPase de batata - (m) enzima livre, (®) enzima apenas imobilizada em
Toyopearl DEAE-650s, ( A ) enzima imobilizada em Toyopearl DEAE-650s e também oxidada

e reduzida.

PINOTTI et al. (2020) observaram o mesmo comportamento com [-glucosidase
glicosilada. No entanto, a oxidagdo e reducdo da enzima foram feitas antes da imobilizacao.

Esses autores também notaram que apds a oxidacao com periodato e redu¢ao com borohidreto,

86



as cadeias de glicosideos foram convertidas em poli-hidroxila, com baixo efeito na estabilidade
da enzima.

Quando as reagOes enzimaticas foram realizadas em diferentes condigdoes de
temperatura, a ACPase imobilizada de trigo germinado apresentou temperatura Otima, em
torno, de 50 °C para ambos, derivado imobilizado e oxidado/reduzido (Figura 4.48 (A)). Essas
temperaturas Otimas sdo superiores as obtidas para a enzima livre, e apresentaram atividade
relativa de 70%, ou mais, em temperaturas acima de 40 °C. O mesmo comportamento foi
observado por KALITA e AMBASHT (2019), os pesquisadores relataram um aumento de 50
°C (enzima soluvel) para 60 °C (enzima imobilizada), na temperatura 6tima de uma ACPase de
trigo germinado. Para a ACPase de batata, a temperatura 6tima para o derivado oxidado e
reduzido foi igual a observada para a enzima livre, em torno de 45 °C. Para o derivado
imobilizado, a temperatura 6tima foi aumentada em 5 °C (Figura 4.48 (B)).

O biocatalisador ACPase de batata também apresentou maior atividade relativa em
temperaturas acima de 35 °C. O aumento na temperatura 6tima da ACPase imobilizada em
relacio a ACPase livre, também foi relatado na literatura por ZHU et al. (2010) e
SRIVASTAVA e ANAND (2014). O motivo da maior temperatura 6tima da ACPase
imobilizada pode ser devido a mudangas na conformagdo da enzima, ap6s a imobilizacdo ou

limitagdes difusional do substrato para o sitio ativo da enzima (REDDY e KAYASTHA, 2006).
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Figura 4.48 — Influéncia da temperatura na atividade de: (A) ACPase de trigo germinado e (B)
ACPase de batata - (m) enzima livre; (®) enzima apenas imobilizada em Toyopearl DEAE-650s;

(A) enzima imobilizada em Toyopearl DEAE-650s e também oxidada e reduzida.

4.4.3 Imobilizacdo das ACPases produzidas pelas cepas de Trichoderma.
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Nesta secao estdo os resultados referentes a imobilizacdo dos extratos enzimaticos
produzidos pelas cepas de Trichoderma em meios de cultivo sintético e também a base de
melago de soja. Os suportes com melhores desempenhos testados na secdo 4.4.1, foram
utilizados para imobilizar as fosfatases acidas dos extratos enzimaticos que tiveram melhores

resultados de atividade enzimatica das segoes 4.2 ¢ 4.3.

Tabela 4.8 — Imobilizagdo das fosfatases produzidas pelas cepas de Trichoderma nos suportes

de troca idnica.

TOYOPEARL! GLX.AG-PEI?
Microrganismos Meio de Tempo de IMOBILIZACAO IMOBILIZACAO
cultivo incubagdo  Rendimento Atividade Rendimento Atividade
(min) (%) expressada (%) expressada
(%) (%)
Trichoderma MST75 30! e 60° 57,56 52,06 88,03 81,07
asperellum
Trichoderma MS100 30! e 60? 55,26 52,64 83,62 73,79
harzianum
Trichoderma MST75 30! e 60° 60,16 54,29 77,06 63,95
reesei
Trichoderma Sintétic. 30! e 302 72,34 73,88 90,24 85,84
asperellum Ta*
Trichoderma Sintétic. 30! e 30? 68,75 53,71 91,38 31,51
harzianum Th*
Trichoderma Sintétic. 60! e 60° 39,84 45,13 90,55 51,34
reesei Tr*

Notagdo: (1) refere a imobilizagdo com no suporte DEAE Toyopearl 650s; (%) refere a imobilizagdo no suporte
Glyoxyl agarose com PEI 600-1000KDa; (*) Meio de cultivo Sintético (se¢@o 4.2.4) otimizados pelo PCC para
cada microrganismo.

Primeiramente foram apresentados os resultados da imobilizagdo dos extratos
enzimaticos de melaco de soja. E possivel notar que a imobilizagio por troca idnica tem uma
grande vantagem relacionada ao tempo de imobilizagdo. Tal fato é observado na (Figura 4.49
(A)), mostrando a atividade enzimatica do sobrenadante durante 1 hora do processo, tempo
suficiente para a imobilizagdo em ambos os suportes. O suporte Glx.Ag-PEI, em geral, foi mais
eficiente e estdvel do que Toyopearl para todos os extratos enzimaticos produzidos, com
destaque para o extrato enzimdtico de Trichoderma asperellum (Tabela 4.8) que apresentou
rendimento de 88% e recuperagdao de 81% do inicial atividade. Este fato pode ser explicado
pelo fato desse suporte possuir uma longa cadeia do polimero PEI (600-1000 KDa), com os

grupos amina e dois espacadores de carbono alifaticos como unidade repetitiva (mondmeros).
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Esta longa cadeia se entrelaga, facilitando o encontro idnico das cargas positivas do polimero
com as negativas da enzima.

As imobilizagdes com o suporte DEAE Toyoperl 650s ocorrem na superficie externa,
onde cargas positivas sdo ativadas quando esta em pH 7. O processo foi estavel nos primeiros
30 minutos (Figura 4.49 (B)) e entdo ocorreu uma dessor¢ao, aumentando assim a atividade do
sobrenadante para todos os casos testados. O melhor resultado foi para o extrato enzimatico de

Trichoderma reesei com rendimento de 60,16% e atividade recuperada de 54,29% (Tabela 4.8).
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Figura 4.49 — Perfil de imobilizagdo do extrato enzimatico de melago de soja nos suportes:

(A) Glioxil Agarose PEI (600-1000KDa); (B) DEAE Toyopearl 650s.

As imobiliza¢des dos extratos enzimaticos provenientes das fermentagdes submersas
com os meios de cultivo sintéticos (secdo 4.2.4) tiveram resultados parecidos com as
imobiliza¢des dos extratos enzimaticos do melaco de soja. O suporte Glx.Ag-PEI também foi
o mais eficiente e estavel para todos extratos dos meios sintéticos quando comparado com o
Toyopearl. Destaque para Trichoderma asperellum que apresentou rendimento maior que 90%
e atividade final recuperada de aproximadamente 85%. A imobilizacdes deste extrato
enzimatico com o suporte Toyopearl também apresentaram dessor¢ao depois de 30 minutos
(Figura 4.50 (B)) para Trichoderma harzianum e Trichoderma asperellum. Destaque para este
ultimo, com rendimento e atividade recuperada em torno de 70% (Tabela 4.8). O Trichoderma
reesei teve o pior desempenho apresentado, visto nitidamente na (Figura 4.50 (B)), com

rendimento de aproximadamente 40% e atividade recuperada de 45%.
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Figura 4.50 — Perfil de imobilizag¢ao do extrato enzimatico dos meios sintéticos nos suportes:

(A) Glioxil Agarose PEI (600-1000KDa); (B) DEAE Toyopearl 650s.

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

e  Ostestes preliminares foram fundamentais para definir os meios de cultivo especificos para
producdo da fosfatase acida, e, também, condi¢des para Planejamento Composto Central.
Nessa etapa foi possivel verificar o potencial de producdo enzimatica das trés cepas de
Trichoderma. Observou-se o halo hidrolitico para protease, celulase e pectinase em todos
microrganismos. Apenas no meio seletivo para amilase nao foi observado este halo, porém,
houve crescimento micelial para todos fungos. Também, foi analisado o potencial de
producdo da fosfatase 4cida, e definiu-se o meio MC-2 com o reagente KH2PO4 para ser

otimizado pelo PCC, para cada cepa de Trichoderma.

e Com o Planejamento Composto Central foi possivel desenvolver equagdes de atividade da
fosfatase acida (U/mL) para cada microrganismo, usando como parametro os 3 reagentes

do meio de cultivo que sdo: sacarose (g/L), extrato de levedura (g/L) e KH>PO4 (g/L).

e  Os melhores resultados foram para o Trichoderma reesei. O meio de cultura que maximiza
a atividade enzimadtica estava nas faixas de concentragdes (g/L): [20,0 — 26,0] de sacarose,

[6,0 —9,5] de extrato de levedura e [1,6 — 2,0] de fosfato de potassio monobasico. Optou-
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se por trabalhar com o meio composto de 23,4 g/L. de sacarose, 8,0 g/L de extrato de
levedura e 1,84 g/L de KH>PO4. O crescimento da biomassa celular e a atividade
enzimatica chegaram a um valor final médio de 5,32 + 0,48 g/L, e 1,96 + 0,14 U/mL,
respectivamente. O consumo da sacarose e glicose ocorreu por completo, e depois de
decorridas 48h de fermentacdo enquanto a frutose registrou residuos minimos de

aproximadamente 0,5 g/L no final do processo.

Conforme o PCC, o fungo Trichoderma harzianum teve potencial de producao da enzima
intermediario, quando comparado com os outros microrganismos. As maiores atividades
da fosfatase acida produzidas por este microrganismo foram para as faixas de
concentragdes (g/L): [14,5 — 22,0] de sacarose, [3,5 — 7,0] de extrato de levedura e [0,6 —
1,1] de fosfato de potassio monobasico. Portanto, o meio selecionado foi composto de 18,0
g/L de sacarose, 5,0 g/L de extrato de levedura e 0,8 g/L de fosfato de potassio monobasico.
As cinéticas de crescimento celular e atividade enzimatica chegando a um valor final médio

de 3,58 £ 0,27 g/L ¢ 0,81 £ 0,05 U/mL, respectivamente.

O meio de cultivo para Trichoderma asperellum, que maximiza a atividade da fosfatase
acida, estava nas faixas de concentragdes (g/L): [11,0 - 17,5] de sacarose, [6 - 10,5] de
extratado de levedura e [0 - 0,2] de KH2PO4. Optou-se por trabalhar com o meio de cultura
suplementado composto de 15,0 g/L sacarose, 8,0 g/LL de extrato de levedura e 0,2 g/L de
fosfato de potassio monobasico. As cinéticas de crescimento celular e atividade enzimatica

chegaram a um valor final médio de 3,81 = 0,35 g/L ¢ 0,76 + 0,12 U/mL.

Os resultados referentes a fermentacao utilizando o melago de soja (sem tratamento), como
unica fonte nutritiva, mostraram que os microrganismos, de modo geral, preferiram os
meios MS50 e MS75, com 50 e 75 g/L de melago de soja. O Trichoderma reesei apresentou
melhor desempenho para crescimento celular médio final com 6,55 + 0,09 (g/L) e 6,82 +
0,43 (g/L) para os meios MS50 e MS75, respectivamente. As maiores atividades
enzimaticas foram nas fermentagdes utilizando os meios de cultura MS75 e MS100 e o
microrganismo que mais se destacou foi Trichoderma harzianum apresentando atividade

enzimatica final média de 3,16 = 0,08 (U/mL) e 4,15 £ 0,14 (U/mL), respectivamente.
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Os resultados referentes ao tratamento acido de preciptagdo do melaco de soja, mostraram
comportamento similar as fermentagdes sem tratamento. O microrganismo Trichoderma
asperellum destacou-se por apresentar biomassa celular média final de 5,52 + 0,085 (g/L)
no meio MS50 e 5,43 £ 0,533 (g/L) no meio MS75. Os maiores valores de atividade da
fosfatase acida foram para os meios de cultivo MS75 e MS100 com destaque para os
microrganismos 7. harzianum e T. reesei que apresentaram resultados proximos a 2,50

U/mL no meio MS100.

As ACPases comerciais de trigo germinado e de batata mostraram estaveis nas suas formas
livres em pH 7,0 e 5,0 e temperatura de 25 °C. Outro fator relevante a se considerar ¢ o pH
10,0 que ocasionou a desnaturagao das enzimas, fazendo com que elas mudassem de cor e
precipitassem. Esses parametros facilitaram a escolha do suporte, e condi¢des de

imobilizacao.

Pode-se observar que os melhores resultados de imobilizagdo foram encontrados para
ACPase Trigo. O suporte com maior destaque para ambas enzimas foi o DEAE Toyoperl
650s. ACPase de Trigo atingiu um rendimento de imobilizagdo de 97,34 + 0,34%,
conservando aproximadamente 96,00% da atividade inicial, enquanto ACPase de Batata
teve um rendimento de 95,68 + 2,59%, e conservou 85,27 + 2,27% da atividade inicial. A
imobilizacdo neste suporte ¢ mais branda, porque os grupos reativos dele estdo na
superficie externa, tal fato promove uma atragdo rapida (em média de 15 minutos para

ambas as enzimas) e eficiente.

A segunda etapa da imobilizagao (oxidacdo com NAIO4 e redu¢do com NaBH4) melhorou
ambos biocatalisadores em relagdo a resisténcia térmica a 60 °C. Ambos os biocatalisadores
apresentaram atividade residual apos 1 hora de inativagdo, fato ndo observado para a

enzima livre.

O derivado ACPase de trigo germinado apresentou atividades residuais de 66,7% e 76,2%

para o derivado imobilizado, e para o derivado oxidados/reduzidos, respectivamente.

Os biocatalisadores de batata também apresentaram resultados produtivos, mas

ligeiramente inferiores quando comparados ao trigo germinado. Apds uma hora de
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inativacdo a 60 °C, o derivado imobilizado exibiu 56,5% de atividade residual, ¢ o derivado

posteriormente oxidado e reduzido 61,5%.

As temperaturas 6timas para ambos derivados sdo superiores as obtidas para a enzima livre.
O biocatalisador de trigo germinado destacou-se apresentando atividade relativa de 70%,

ou mais, em temperaturas acima de 40 °C.

A imobilizagdo dos extratos enzimaticos produzidos pelas cepas de Trichoderma tiveram
melhor desempenho no suporte Glioxil Agarose com PEI de 600-1000 KDa. O destaque
foi para o Trichoderma asperellum com rendimento de 88% e atividade da ACPase
recuperada de 81% para os extratos de melago de soja e rendimento de 90% com atividade

de ACPase recuperada de 85% para os extratos dos meios de cultivo sintético.

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar a produgdo de ACPases em grao de trigo, milheto e soja germinados.

e Estudar a produc¢dao de ACPases das cepas de Trichoderma em fermentagdo no estado

solido, utilizando o trigo, milheto, batata, batata doce e concentrado de soja.

e Estudar técnicas de extragdo e purificacdo das ACPases produzidas por FES.

e Aplicar as ACPases produzidas pelas cepas de Trichoderma, e também os derivados

imobilizados no crescimento de raizes, como por exemplo, no crescimento de raizes de

Arabidopsis.
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ANEXO 1

Curva de calibracgio para Fosfatase acida

Para constru¢do da curva foi comprada um fosfatase acida de trigo germinado da
empresa Sigma Aldrich™ e utilizada a metodologia descrita na se¢io 3.7.4.
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