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RESUMO

A absorcao de fosforo do ambiente e sua utilizacao eficiente exigem a atuacao de uma grande
classe de enzimas denominadas de fosfatases. Essas enzimas sdo amplamente distribuidas em
plantas, células animais e microrganismos. Os fungos s3o capazes de converter fosforo
insoluvel em formas soluveis durante as etapas de acidificacdo e de quelagdo ou, ainda, por
hidrolise mediada pelas enzimas fosfatases. De acordo com o seu pH o6timo de atividade, as
fosfatases podem ser classificadas como fosfatase acidas (ACPases), sendo que seu pH 6timo
de atuagdo ¢ inferior a 6,00. Nesse contexto, o presente trabalho avaliou diferentes formas de
cultivo e extragdo de fosfatases acidas por meio de fermentacdo solida (FES) utilizando o fungo
Trichoderma harzianum e milheto, farelo de trigo e farelo de soja como fontes de fosfatos. Os
testes preliminares foram fundamentais para analisar o potencial de producao enzimatica da
cepa de Trichoderma harzianum, onde os melhores resultados foram para o milheto utilizando
fermentagdo solida com as diferentes formas de cultivo e extragdo enzimatica. Dessa maneira,
por meio do Planejamento Composto Central, foi possivel desenvolver equacdes de atividade
da fosfatase 4cida (U/mL) e biomassa seca (g/L) usando como parametros: massa de milheto,
concentragdo de inoculo e umidade. Os melhores resultados foram para a fermentagdo solida,
utilizando o substrato milheto com cultivo em dgua destilada estéril e extragdo com Tween 80,
havendo um crescimento de biomassa celular e de atividade enzimatica, cujos valores finais
médios foram de 9,78 + 3,68 g/L e 36,67 + 12,24 U/mL, respectivamente, apos 9 dias de

fermentagao solida.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais; fermentagdo solida; biorreatores.



ABSTRACT

The absorption of phosphorus from the environment and its efficient use require the action of a
large class of enzymes called phosphatases. These enzymes are widely distributed in plants,
animal cells and microorganisms. Fungi are able to convert insoluble phosphorus into soluble
forms during acidification and chelation processes, or even by hydrolysis mediated by
phosphatase enzymes. According to their optimal pH of activity, phosphatases can be classified
as acid phosphatase (ACPases), where their pH is less than 6.00. In this context, the present
work evaluated different forms of cultivation and extraction of acid phosphatases through solid
fermentation (FES) and submerged fermentation (FSbm) using the fungus Trichoderma
harzianum and millet, wheat bran and soybean meal as sources of phosphates. Preliminary tests
were fundamental to analyze the enzyme production potential of the Trichoderma harzianum
strain, the results were for the fermentation millet studied with the different forms of cultivation
and the enzymatic selection.Thus, through Central Composite Planning, it was possible to
develop equations for acid phosphatase activity (U/mL) and dry biomass (g/L) using as
parameters: millet mass, inoculum, and moisture. The best results were for the solid
fermentation, using the millet substrate with cultivation in sterile distilled water and extraction
with tween 80, where there was a growth of cell biomass, and enzymatic activity, whose average
final values were 9.78 + 3.68 g/L. and 36.67 + 12.24 U/mL, respectively, after 9 days of solid

fermentation.

Keywords: agro-industrial waste; solid fermentation; bioreactors.
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1 INTRODUCAO

O fosforo (P) ¢ fundamental no metabolismo de plantas e microrganismos, o nutriente
apesar de estar presente nos solos tanto nas formas organicas como inorganicas apresenta
reduzida disponibilidade e limita o crescimento das plantas (Junior et al., 2019). Uma forma de
se obter compostos fosfatados no solo ¢ através da a¢do de enzimas denominadas fosfatases,
que catalisam a hidrolise de ésteres fosfatados produzindo fosforo soluvel (Souza, 2011).

As fosfatases sao hidrolases que se encontram amplamente distribuidas na natureza em
diversas formas moleculares e utilizam como substratos os fosfoésteres. Podem ser
classificadas em 4cidas, neutras e alcalinas, dependendo do seu pH de atuagao.

A atividade da fosfatase acida foi detectada em 1931, onde foi observado a presenca de
uma enzima em eritrocitos capaz de hidrolisar a liga¢do ésterfosfato do monofenilfosfato e
monoalquilfosfato com um pH 6timo entre 5,6 ¢ 6,0; muito diferente da fosfatase encontrada
nos gloébulos brancos, que apresentou atividade 6tima com um pH de 8,8 a 9,0 a partir de entao
conhecida como fosfatase alcalina (Nakagi, 2007).

A enzima fosfatase 4cida, secretada pelas raizes das plantas, ¢ responsavel pela retirada
de grupamentos fosfato de fontes organicas no solo, aumentando a absorcao a partir de recursos
de fosforo nao imediatamente disponiveis (Silva, 2020). Diversos microrganismos do solo,
incluindo bactérias e fungos, possuem a capacidade de solubilizar fosfatos por meio de
diferentes mecanismos, especialmente pela produgdo de acidos organicos (Souchie et al., 2006).

Esses microrganismos solubilizam o fosfato insoltvel na forma soluvel. Esses microbios
solubilizadores de P excretam 4cidos inorganicos, acidos organicos e fosfatase para dissolver o
fosforo. Contudo, os mecanismos de P-solubilizagdo ndo diferem apenas entre isolados de
fungos, mas também dependem das fontes de P aplicadas (Souchie et al., 2006).

De acordo com Souza (2011), os microrganismos seriam as fontes mais expressivas de
fosfatases no solo, devido a sua grande biomassa, a alta atividade metabodlica e ao curto tempo
de vida, com varias geracdes, permitindo, assim, a produgdo e a liberacdo de quantidades
elevadas de enzimas extracelulares, quando comparados com as plantas. Estudos mostram que
o fungo Trichoderma sp. ¢ um bioagente altamente desejavel com potencial duplo para
biocontrole, promog¢do de crescimento vegetal e capacidade de produzir e secretar fosfatase
acida (Zhao et al., 2017).

Trichoderma spp. sdao fungos que pertencem a divisdo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, da ordem Hypocreales e familia Hypocreaceae. Encontra-se representado

num numero importante de solos naturais, tanto de origem florestal, como de outros substratos
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organicos cujo componente principal seja a lignina ou a celulose. O género Trichoderma conta
com mais de 30 espécies diferentes, mais de 100 subespécies, das quais mais de 400 cepas estdo
depositadas em organismos oficiais. As espécies mais amplamente representadas, por causa das
suas qualidades, sdo Trichoderma hamatum, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii,
Trichoderma pubescens, Trichoderma reesei, Trichoderma asperellum, Trichoderma virens e
Trichoderma viride (Lima et al.,2022).

O fungo Trichoderma harzianum ¢ uma das espécies mais estudadas e utilizadas no
controle biologico de diversos fungos e nematoides patogénicos que causam prejuizos na
agricultura (Lima et al., 2017). Este fungo foi destacado como um potente agente fertilizante,
dada a sua capacidade de induzir a absorcao e fornecer fosfato soluvel no solo (Kapri e Tewari,
2010).

Dessa forma, a vantagem do uso de fungos ¢ relacionada ao seu cultivo, uma vez que ¢
possivel utilizar residuos ou subprodutos agroindustriais como substratos (Kreling et al., 2020).
Esta abordagem ¢ considerada uma tecnologia verde, pois esses residuos que t€ém pouco ou
nenhum valor comercial podem causar impactos ambientais negativos se gerenciados de
maneira inadequada (Sadh et al., 2018). Além disso, o uso destes residuos e subprodutos
agroindustriais na composicdo do meio de cultura permite a valorizagao, contribuindo para o
desenvolvimento de economia circular de processos com maior sustentabilidade (Nazari et al.,
2020).

Nesse sentido, a biotecnologia pode ser uma ferramenta adequada para transformar os
residuos e subprodutos agroindustriais em matérias-primas para a producdo de produtos de
valor agregado. A fermentacdo em estado so6lido (FES) ¢ um processo com baixo impacto
ambiental e baixo custo, que pode utilizar subprodutos agroindustriais diretamente sem pré-
tratamento (Leite et al., 2020).

A produgdo de enzimas de interesse biotecnoldgico por microrganismos tem sido
realizada utilizando-se dois tipos de processos: a Fermentagdo Submersa (FSbm) e a
Fermentacdo em Estado Soélido (FES). As enzimas industriais de origem microbiana sao
produzidas, principalmente, por FSbm (Pandey et al., 2001). O processo de fermentacdo
submersa consiste em introduzir o microrganismo em um meio liquido como inéculo. Neste
processo, os fermentadores conttm o meio de crescimento, proporcionando agitacdo
controlada, aeragdo, niveis de pH, temperatura e concentracao de oxigénio dissolvido, entre
outros parametros (Gomes, et al. 2022).

O processo de FES ¢ realizado em um substrato s6lido com baixo teor de umidade, com

as vantagens de uma alta concentracao do produto, mas apenas uma energia relativamente baixa

2



sendo necessaria (Ichimura et al., 2003). O contetdo de 4gua necessario em FES ¢ absorvido
pelo substrato em uma matriz s6lida e oferece mais vantagens para o crescimento de
microrganismos pela transferéncia de oxigénio (Robinson, et al.,2001). Esta técnica tem se
mostrado vantajosa, pois, além de simular o habitat natural de fungos selvagens (Hansen et al.,
2015), apresenta maior produtividade dos extratos enzimaticos, menor susceptibilidade a
inibicdo e maior estabilidade das enzimas as variagdes de temperatura e pH (Rodriguez Zuiiga
etal., 2011).

A FES vem ganhando espago entre as pesquisas, principalmente, para produgdo de
enzimas envolvidas na degradacao de polimeros vegetais complexos, como por exemplo,
celulases, endoglucanases, amilase, carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e pectinase,
comumente presentes em residuos agroindustriais, dentre eles: bagaco de cana de actcar, farelo
de soja, farelo de trigo, casca de café, incluindo as misturas entre estes substratos (Rodriguez
Zuiga et al., 2011, Gusmao et al., 2014).

Diante da relevancia e do potencial de aplica¢do biotecnoldgica dessas fosfatases, esse
presente estudo tem por objetivo avaliar a producdo fosfatase acida de Trichoderma spp. em

fermentacao solida.

1.1 Objetivo geral

O presente trabalho apresenta como objetivo o estudo da producao de fosfatases acidas,
por meio da fermentacdo solida de milheto, farelo de trigo e farelo de soja, utilizando cepas de

Trichoderma harzianum.

1.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da utiliza¢do de farelo de trigo, subproduto da soja e grdos como
milheto, que sdo substratos de baixo custo para a produ¢do de fosfatase acida;

- Monitorar e controlar as variaveis umidade e concentragdo de inoculo, que estdo
diretamente ligadas no processo de producdo de fosfatases acidas;

- Avaliar métodos de extragdo da enzima produzida por meio da fermentacao so6lida;

- Realizar tratamento estatistico dos resultados obtidos na produgdo das fosfatases e
comparar esses valores com os obtidos pela literatura, para verificacdo da viabilidade da

producdo dessa enzima nos substratos alternativos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo abordados temas pertinentes ao desenvolvimento do presente
trabalho, iniciando a abordagem com o elemento fosforo (P), bem como os microrganismos
solubilizadores de fosforo e 0 modo de agdo desses microrganismos. Na sequéncia, apresenta-
se uma revisao sobre producdo de enzimas utilizadas na hidrélise destas biomassas oriundas de
residuos agroindustriais, dando énfase a producao de fosfatases acidas por fermentagdo em

estado solido por microrganismos.

2.1 Fosforo (P)

O fosforo (P) ¢ um nutriente essencial para todas as formas de vida e ¢ um dos principais
macronutrientes para as plantas (Shao et al., 2020). O ciclo do P no solo envolve as plantas, os
animais ¢ os microrganismos. Incluem-se nesse sistema etapas de absorc¢do pelas plantas,
reciclagem pelos residuos de plantas e animais, reciclagem bioldgica pelos processos de
mineralizacdo-imobilizagdo, reacdes de sor¢do pelas argilas e 6xidos e hidroxidos do solo e
solubilizacdo de fosfatos pela atividade de microrganismos e plantas (Klein et al., 2013).

O fosforo (P) ¢ encontrado no solo em duas formas principais: inorganica e organica.
As formas de P inorganico compreendem, principalmente, aquelas adsorvidas aos grupos
funcionais dos colodides inorganicos, por meio de ligacdes monodentadas, bidentadas e
binucleadas, cuja energia de ligagdo com os coldides aumenta, nesta e na ordem inversa, a sua
labilidade (Gatiboni et al., 2008).

As formas organicas de P (Po) representam os ions fosfatos ligados aos compostos
organicos, sua labilidade estd diretamente relacionada a suscetibilidade de decomposi¢do do
radical organico ao qual o fosfato estd ligado. Assim, os fosfatos diésteres sdo bastante
suscetiveis ao ataque microbiano e compdem o “pool” de P labil do solo. No entanto, compostos
que possuem alta carga elétrica residual, como os fosfatos monoésteres, sao fortemente
adsorvidos aos coldides inorganicos e permanecem protegidos quimica e fisicamente do ataque
microbiano (Gatiboni et al., 2008).

O P encontra-se na solu¢do como ions ortofosfatos, forma derivada do H3POas. O P pode
ser encontrado em formas inorganicas e organicas, sendo que a organica aumenta com o
aumento da matéria organica e com a diminui¢do do pH. A forma quimica do P no solo depende
do pH, na faixa entre 4 e 8 predomina a forma H,PO4", sendo estd a principal forma de absor¢ao

das plantas (Klein et al., 2013).



O P pode ainda ser encontrado nas seguintes condi¢des: a) P fixado: encontra-se na
forma inorganica e esta fortemente adsorvido ao solo, geralmente ligado ao Al, Fe e Ca dos
minerais de argila; b) P solavel: encontram-se na forma inorganica, ¢ disponivel as plantas e
estd nas formas HoPOs, HPO4*, PO4*; ) P organico: refere-se ao P ligado aos compostos
organicos, como acidos nucléicos, fosfolipidios etc. (Klein et al., 2013).

A disponibilidade de fosforo (P) no solo ¢ um dos fatores mais limitantes para o
crescimento das plantas e produtividade em ecossistemas naturais e agricolas. Nas praticas
agricolas, milhdes de toneladas de fertilizantes fosfatados sao aplicados intencionalmente nos
solos a cada ano para o crescimento das plantas. Para ser o mais eficaz, eficiente e
ambientalmente favoravel todos os fertilizantes fosfaticos devem permanecer disponiveis para
as plantas perto da zona da raiz. Infelizmente, a grande porcdo de fosfatados inorganicos
soluveis os fertilizantes aplicados no solo sdo imobilizados rapidamente e ficam indisponiveis

para as plantas (Lynch e Deikman, 1998).

2.2 Microrganismos solubilizadores de fosforo (P)

No solo, o P esta sujeito a diversos processos biogeoquimicos que alteram sua
disponibilidade. Entre estes processos, destaca-se a dissolugdo das formas pouco soltuveis de P,
tornando-as disponiveis para as plantas. Diversos microrganismos do solo, incluindo bactérias
e fungos, possuem a capacidade de solubilizar fosfatos por meio de diferentes mecanismos,
especialmente pela producdo de acidos organicos (Junior, et al. 2019).

O fosforo € aplicado ao solo na forma de fertilizantes fosfatados. No entanto, uma
grande parte do fosfato inorganico soluvel aplicado ao solo como fertilizante quimico ¢
imobilizado rapidamente e se torna indisponivel para as plantas. Microrganismos estdo
envolvidos em uma série de mecanismos que afetam a transformagdo do P do solo e sdo,
portanto, parte integrante do ciclo do solo P. Em particular, os microrganismos do solo sdo
eficazes na liberagdo de P inorganicos e organicos do P total do solo por solubilizagdo e
mineralizagdo (Chen et al., 2006).

Os microrganismos solubilizadores de fosfatos desempenham importante papel na
disponibilizagdo de formas inorgéanicas de fosfatos (Ca-P, Al-P e Fe-P), considerando o
aumento do teor de fosforo na solucdo, que propicia melhor crescimento € maior rendimento
das culturas. O uso de microrganismos solubilizadores em inoculantes ou o manejo de suas
populacdes no solo constituem alternativas para a melhoria do suprimento de fosforo para as

plantas (Filho e Vidor, 2000).



A solubilizagdo de fésforo por microrganismos pode ocorrer principalmente por dois
mecanismos de acdo sobre o meio. O primeiro é conhecido como mineralizagdo, em que o
fosforo ¢ liberado em formas imediatamente assimilaveis pela atividade enzimatica especifica
das enzimas fosfatases que hidrolisam o P-organico presente em fitatos, fosfolipidios e acidos
nucléicos (Nahas et al., 1990).

Os microrganismos envolvidos nos processos de solubilizacdo do fosforo inorganico
excretam acidos organicos e seus protons associados, que atuam dissolvendo diretamente o
material fosfatico, ou quelando os cations que acompanham o anion fosfato. Para serem
utilizados pelas plantas, as formas organicas de P sdo mineralizadas por microrganismos
produtores de enzimas denominadas fosfatases e fitases, que catalisam a hidrolise de ésteres a
anidridos de H3PO4 (Junior e Mendes, 2003).

Viérios grupos importantes da comunidade microbiana edéfica ou da rizosfera sdo
capazes de solubilizar fosfatos inorganicos insoluveis, por meio de mecanismos diversos. Isso
torna a solubilizacdo de diferentes fontes de fosforo inorgénicos insoluveis (hidroxiapatita,
fluorapatita, variscita, estrengita, etc) em uma das principais alternativas sustentdveis para
aumentar a disponibiliadade deste nutriente as plantas. Os microrganismos utilizam-se de
mecanismos como a produgdo e liberagdo de acidos inorganicos de baixo peso molecular que
solubilizam formas precipitadas de fosforo, como fosfatos de ferro e aluminio nos solos &cidos
e os fosfatos de calcio em solos alcalinos, atuando como fontes de prétons ou na quelagdo do
elemento acompanhante do ion fosfato (Marra et al., 2012).

Khan et al. (2013) revisaram o papel de fungos solubilizadores de fosfato em
crescimento de plantas. Esses autores determinaram que os fungos tém a capacidade de
solubilizar minerais para liberar P para aumentar o crescimento das plantas. Dado os impactos
ambientais adversos dos fertilizantes quimicos e sua crescente custos, o uso de fungos
solubilizadores de fosfato ¢ uma alternativa promissora para praticas agricolas sustentaveis

(Zhang et. al, 2013).

2.3 Modo de a¢do dos microorganismos solubilizadores de fosforo

Os microrganismos podem agir de diferentes formas na disponibilizagdo do fosforo para
as plantas. Dentre essas formas, pode-se destacar a mineralizagdo de formas organicas de
fosforo para a solugdo no solo e a solubilizacdo dos ions adsorvidos em particulas como

descritos anteriormente. Mas também hé os microrganismos que possuem o importante papel



de aumentar a superficie de contato dos pélos radiculares das raizes, aumentando por
consequéncia a absor¢do de nutrientes pelas plantas (Carvalho et al., 2003).

Esses microrganismos sdao os fungos micorrizicos que estao presentes na rizosfera das
plantas e atuam criando associagdes com as mesmas através de hifas que penetram nos espacos
intercelulares e intracelulares do cortex das raizes, assim se caracteriza uma relagao de simbiose
entre o fungo e a planta, em que sdo fornecidos carboidratos e nutrientes para o microrganismo,
enquanto a planta se beneficia pela maior superficie de contato com o solo, que possibilita maior
absor¢ao de agua e nutrientes (Carvalho et al., 2003).

Pode-se observar na Figura 1, um esquema ilustrando a atuacdo dos microrganismos do

solo nos processos de disponibilizagao de fosforo:
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos processos fisioldgicos e quimicos que influenciam

a disponibilidade de fosforo na rizosfera. Fonte: Richardson, (2001).

2.4 Fosfatases — Visao geral

Dentre as enzimas de interesse biotecnoldgico, pode-se citar as fosfatases (EC 3.1.3).
Estas enzimas estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas tanto em
organismo procariotos quanto em eucariotos, sendo responsaveis por hidrolisar ésteres e
anidridos de acido fosforico liberando fosfato inorgénico (Figura 2). Sao descritos na literatura
diferentes mecanismos de hidrélise e especificidades ao substrato de acordo com o pH 6timo

da enzima (Ornela et al., 2017).
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Figura 2 - Reagdo catalisada pela acdo da fosfatase. Fonte: Ornela et al., 2017.

As fosfatases estdo divididas em dois grandes grupos de acordo com o pH 6timo de
atuacao: fosfatases alcalinas, com pH o6timo igual ou superior a 8,0 e fosfatases acidas, com pH
otimo igual ou inferior a 6,0. Contudo, uma nova classificacdo ja foi proposta para estas
enzimas, na qual as fosfatases podem ser divididas em cinco grandes familias: 1) fosfatases
alcalinas; ii) fosfatases acidas de alta massa molecular; iii) fosfatases acidas de baixa massa
molecular; iv) fosfatases purpuras e v) proteinas fosfatases (Guimaraes et al., 2004).

As fosfatases acidas apresentam um pH 6timo para catalise em torno de 5,0 e utilizam
como substratos compostos com baixa massa molecular (por exemplo, acucares fosforilados).
Contrastando com as fosfatases acidas, as alcalinas apresentam um pH 6timo para catalise em
torno de 9,0 e atuam em substratos de baixa massa molecular relativa. No entanto, ha
necessidade de ions divalentes, como magnésio, cobalto ou manganés, para catalise (Aoyama,
et al., 2003).

Uma distingao vista em relagdo as fosfatases acidas ¢ o mecanismo de reagado (Vicent,

et al. 1992):

Fosfatase alcalina
E + ROPO3* © E. ROPO3;* & E -P0O3;>*< EPie E+Pi (1)
Fosfatase acida

E + ROPO;H, & E.ROPOs;H, < E-PO’H, — E +Pi (2)

As fosfatases purpuras sdo metaloenzimas binucleares encontradas em organismos
eucariotos e em algumas espécies de bactérias. A caracteristica da cor pirpura quando estas
enzimas sdo purificadas € resultado da transi¢cdo e transferéncia de cargas causada por residuos
de tirosina coordenados a ions férricos (Tran et al., 2010).

As proteinas fosfatases sdo fosfotransferases que catalisam a transferéncia de grupos
fosforil das cadeias laterais de aminoécidos previamente fosforilados para moléculas de agua,

com base na sua fungdo, estrutura, sequéncia, especificidade, ativadores e inibidores. As
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proteinas fosfatases podem ser agrupadas em dois grandes grupos: proteinas serina/treonina
fosfatases e proteinas tirosinas fosfatases (Zhang, 2002). Segundo Dickman e Yarden (1999),
essas enzimas se apresentam comoelementos-chavenamanutengdo do equilibrio celular,

regulando varias reagoes reversiveis de fosforilagao.

2.4.1. Fosfatases acidas

A fosfatase acida foi inicialmente observada em eritrocitos, sendo capaz de hidrolisar a
ligacdo éster do fosfato do monofenilfosfato e monoalquilfosfato em pH 6timo entre 5,0 e 6,0,
ao contrario da fosfatase alcalina de globulos brancos que catalisa essa reagdo com um pH 6timo
de 8,8 2 9,0. Inicialmente a diferenca entre as fosfatases acidas e alcalinas era baseada somente
no pH o6timo para a atividade enzimatica (Jonsson et al., 2009).

Neuman (1968) observou que o mecanismo de reagdo era diferente para as duas
enzimas, onde a fosfatase acida requeria para a sua atividade um oxigénio entre o radical € o
fosfato. Chaimovich e Nome (1970) relataram a atividade das fosfatases acidas com auséncia
de cations mono ¢ bivalentes no meio de reacao, enquanto as fosfatases alcalinas requerem
metais, principalmente Mg?", para sua atividade (Jonsson et al., 2009).

Esta enzima ¢ secretada por plantas e microrganismos e sua atividade ¢ responsavel pela
mobilizacdo mais ativa ou apropriada de fontes organicas de P, catalisando a hidrélise de P a
partir de fosfatomonoésteres ou fosfatodiésteres, podendo hidrolisar uma ampla gama de
monoésteres de fosforo, com o6tima atividade sob condigdes acidas, aumentando a absorc¢ao da
planta a partir de recursos de P ndo imediatamente disponiveis para absor¢do (Silva, 2020).

Em mamiferos, as fosfatases acidas sdo classificadas em: alta massa molecular - AMM
(80-200 KDa), sensiveis ao fluoreto e tartarato, resistentes ao formaldeido e reagente com grupo
sulfidril e com residuo de histidina no sitio ativo; baixa massa molecular - BPM (10-30 KDa),
sendo inibidas por reagentes que bloqueiam o grupo sulfidril e formaldeido, enquanto que nao
¢ afetada pelo fluoreto e tartarato e enfim as de intermedidria massa molecular - IPM (35-50
KDa) apresentam propriedades ora como as de BPM, ora as de APM (Naz et al., 2000).

As fosfatases acidas ou ortofosfato mono éster fosfohidrolases (E.C.3.1.3.2.) sdo
enzimas que se caracterizam pela hidrélise de uma grande variedade de ésteres de ortofosfato e

reacgoes de transfosforilacao (Jonsson et al., 2009), como esquematizado a seguir:

Hidrolise:

RPO;H; + H>0 — ROH + PO4H3 3)



Transfosforilagao:
RPO3;H,; + R°’OH* — ROH + R’OPOsH>» 4)

* aceptor com fungao alcool

As rotas reacionais da agdo da fosfatase sobre seus substratos ¢ mostrado de forma
esquematica na Figura 3 (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 liberagdo do fosfato inorganico (Pi) e do intermediério fosforilado E — Pi. Esta
molécula pode sofrer hidrélise pela molécula de agua (W) liberando o fosforo inorgénico (Pi)
e a enzima livre. Também, se for adicionado ao meio de reagdo um aceptor (A), pode ocorrer a
transferéncia de fosfato inorganico formando assim, um novo éster de fosfato (APi), numa

reagao de transfosforilacao.

Ks [W] (Hidrélise)

K1 Ka E+ P

E+ROP ___ E.ROP T E-Pi

Ki P E+ AP
Ka [A] {Fosfotransferase)

Figura 3 - 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).
2.4.2. Producio de fosfatases acidas por microrganismos

Os microrganismos podem assimilar apenas fosfato dissolvido e, portanto, a atividade
da fosfatase desempenha um papel fundamental na transformag¢ao do P da matéria organica do
solo em formas disponiveis. As enzimas fosfatase sdo produzidas por bactérias, fungos e raizes
de plantas e servem para clivar um grupo fosfato de seus substratos, transformando formas
complexas e as vezes indisponiveis de P organico em fosfato assimildvel. Assim, a producao
de fosfatase depende de uma combinagdo de demanda de P das plantas e microbios, substrato
organico de P disponivel e limita¢do de P do solo (Margalef, 2017).

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 ntimero consideravel delas foram caracterizadas a partir de

fungos como Aspergillus sp., Humicola sp., Mucor sp., Penicillium sp., Metarhizium sp.,
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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).

Microrganismos como bactérias e fungos tem sido amplamente estudada por solubilizar
fosfatos e desempenham um papel importante no fornecimento fosforo (P) as plantas. Em seus
estudos, Behera et al (2017), demostraram resultados satisfatérios na atividade solubilizante de
fosfato da cepa Serratia sp. (PSB-37). Fosfatase acida produzida por Serratia sp. tem varias
aplicagdes, incluindo a promocgao do crescimento de plantas.

Pereira e Castro (2014) investigaram o efeito de rizobactérias solubilizadoras de fosfato
no crescimento de Zea mays em solo agricola deficiente em P. Seus trabalhos indicaram as
bactérias tem grande potencial para ser utilizadas como biofertilizante em solos deficientes em
P, especialmente as Pseudomonas sp. EAV e A. nicotinovorans EAPAA, pois ambas aumentam
muito a disponibilidade de P no solo.

A produgdo de fosfatase acida extracelular pelo fungo Penicillium implicatum foi
estudada em diferentes concentragdes de fosfato no meio de cultivo e na presenca e auséncia
de agitacdo por Nakagi et al. (2007). A purificagdo da enzima também permitiu conhecer
melhor o mecanismo de produgdo da enzima pelo fungo, que € de facil cultivo em laboratorio.

Em recentes trabalhos, Oliveira et al., (2020) estudaram a producdo, a purificacdo e
caracterizagdo da fosfatase e da fitase alcalina produzidas pelo fungo filamentoso
R.microsporus var. microsporus. Os autores demosntaram que o fungo filamentoso Rhizopus
microsporus var. microsporus apresentou potencialidade na produ¢do das enzimas fosfatases e
fitases.

Microrganismo que merece destaque € o Trichoderma harzianum. Fungo saprofitico
(obtém os seus nutrientes a partir de substancias organicas provenientes de matérias em
decomposi¢do) presente nos solos, comumente encontrado no bioma do cerrado brasileiro.
Considerado como agente fertilizante, devido a sua capacidade de liberar, induzir a captagdo e
fornecer fosfato solivel no solo (Kapri e Tewari, 2010). Além disso, sdo capazes de colonizar
raizes e folhas das plantas hospedeiras, promovendo alteragdes bioquimicas benéficas.
Também, sdo responsaveis pela mineralizar nutrientes organicos (carbono, nitrogénio e fésforo)
e inducao de resisténcia a doencgas causada por patogenos vegetais (Harman et al., 2004; Verma
et al., 2007, Bader et al. 2019).

Produtos a base de Trichoderma podem apresentar trés diferentes tipos de propagulos
(Amsellem et al., 1999; Papavizas, 1985; Verma et al., 2007): micélio, conidios e

clamidoésporos. Os conidios representam o modo mais comum de reprodugdo assexuada. Sao
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produzidos pelas transformagdes do sistema vegetativo do proprio micélio. Os conidios podem
ser hialinos ou pigmentados, geralmente escuros - os feoconidios; e podem apresentar formas
diferentes esféricos, fusiformes, cilindricos, piriformes etc; ter parede lisa ou rugosa; serem
formados de uma s6 célula ou terem septos em um ou dois planos; e apresentar-se isolados ou
agrupados (Black, 2002; Madigan et al., 2004; Murray et al., 2004).

Existe a aplicacao 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, B-glucanase (Noronha e
Ulhoa, 1996), quitinases (Ulhoa e Peberdy, 1991) e xilanases (Buchert ¢ Heikinheimo, 1998).
Além disso, estudos sobre a privagdo 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)

Estudos de Kapri e Tewari, (2010), destaca o potencial solubilizante de fosfato pelo
fungo de Trichoderma sp. utilizando cepas em isoladas de diferentes rizosferas de arvores. Os
isolados foram testados quanto ao seu potencial de solubilizagdao de P in vitro usando o meio
do National Botanical Research Instituteb (NBRIP) contendo fosfato tricalcico (TCP) como
unica fonte de P, e comparado com uma cultura padrdo de 7. harzianum. Verificou-se que todas
as culturas solubilizaram o TCP.

O fungo Trichoderma sp. tem tomado grande destaque pois ¢ um fungo de vida livre do
solo e da rizosfera, simbiontes de plantas e funcionam como parasitas de outros fungos. Estao
entre os fungos mais estudados e comercializados que sdao utilizados como biopesticidas e
corretivos de solos biofertilizantes. Cepas com potencial para crescimento e saide de plantas
sdo frequentemente isoladas de solos (Harman et al., 2004, Lorito et al., 2004).

Em sua pesquisa Bader et al., (2019), demonstraram o sequestro de fosfato tricalcico
por Trichoderma e levantaram a hipdtese de que uma forma disponivel do nutriente possa estar
presente nas proximidades das raizes. Descobriram que as quatro cepas de Trichoderma foram
capazes de solubilizar o fosforo inorganico também contribuiram para melhorar o crescimento
do tomateiro apds a inoculagao.

Sendo assim, Lima (2006), também observou o desenvolvimento do T7richoderma
harzianum e verificou que o fungo foi capaz de produzir fosfatase acida, fosfatase alcalina, e
outras enzimas, sendo que neste caso as enzimas estavam presentes no sobrenadante de cultura

liquida contendo farelo de soja e de milho.
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2.4.3. Utilizacao das fosfatases

A investigacdo biotecnologica, acompanhada da aplicacdo das enzimas, tem sido
realizada em microrganismos para a producao de enzimas para fins industriais. Entre estas
enzimas, as fosfatases, responsaveis por hidrolisar ésteres e anidridos de acido fosforico t€ém
sido amplamente utilizadas em diferentes setores como, por exemplo, em experimentos de
biologia molecular e na alimentagao animal (Oliveira et al., 2017).

O interesse na aplicagao biotecnoldgica de enzimas em ragao, ¢ principalmente devido
ao custo das matérias primas tradicionais. Além disso, a utilizacdo de enzimas que hidrolisam
o fitato na ragdo, e atuam melhorando a digestibilidade e a disponibilidade do fosforo pelos
animais, ¢ uma forma de reduzir a contaminacdo ambiental. Nesse sentido, a utiliza¢do da
fosfatase 4cida para hidrolisar o fitato presente na racao, sugere uma forma de disponibilizar o
fosfato para o consumidor, além do efeito adicional que pode apresentar (Nakagi et al., 2007).

A fosfatase acida tem sido aplicada na industria de fertilizantes. Em regides tropicais,
cujos solos possuem alta fixacao de fosforo (P), € necessario corrigir a caréncia deste elemento
por meio da utilizagdo de fertilizantes. Dentre as opgoes de fonte de P disponiveis no mercado,
os fertilizantes fosfatados totalmente acidulados ocupam posicdo de destaque, sendo
frequentemente utilizados para a corre¢do do solo. No entanto, o uso indiscriminado de adubos
fosfatados soluveis reduz a sustentabilidade e ameaga a seguranca ambiental das culturas
brasileiras (Almeida, 2015).

Outras aplicagdes das fosfatases tém sido como biomarcador bioquimico. Os
biomarcadores sdao alteracdes avaliadas em niveis bioquimico, celular, fisiologico e
comportamental que expressam a exposi¢cdo e os efeitos toxicos dos poluentes na biota. A
fosfatase acida ¢ uma enzima intra-lisossdmica através da qual se pode comprovar uma possivel
toxicidade mediante a evidéncia do grau de fragilidade da membrana lisossdmica (Cruz et al.,
2007).

Na area de cosmética, a enzimocosmética vem sendo amplamente estudada. As enzimas
estdo inseridas cada vez mais em produtos de higiene pessoal, esfoliagdo de pele e antissinais.
Pode-se afirmar que hoje a industria farmacéutica representa um dos maiores produtores e
usudrios de enzimas. Nesse contexto, as fosfatases alcalinas estdo sendo aplicadas em estimulo
a proliferacao dos fibroblastos (Monteiro e Silva, 2009).

O grande uso das fosfatases microbianas se d4 como insumo em kits de reagentes para
andlises clinicas, principalmente para as técnicas imunoenzimaticas por ELISA. Os testes

imunologicos baseados na detec¢do de antigenos ou anticorpos podem acoplar enzimas, tais
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como a fosfatase alcalina a um anticorpo ou anti anticorpo, dependendo do ensaio, as quais
permitem a detec¢do da reacdo antigeno anticorpo e a interpretacdo do resultado (Zimmer et

al., 2009).

2.5. Processos fermentativos para a produc¢io de enzimas

Dois tipos basicos de fermentagdo sdo utilizados para a producdo de enzimas: a
fermentagao submersa (FSbm) e a fermentagao em estado solido (FES), a depender da natureza
do residuo utilizado. Residuos liquidos (como pulp-wash, manipuera e melago) ou sélidos
(como cascas, tortas de oOleo, farelos e sementes) sdo empregados como uma alternativa de
substrato para os processos de fermentagdo para produgao de diferentes enzimas.

A FSbm ¢ a técnica majoritariamente utilizada nos paises ocidentais para a producao
de enzimas devido a facilidade de crescimento dos microrganismos em condigdes controladas
de pH e temperatura, além de tornar facil a recuperacdo das enzimas extracelulares
(Orlandelli et al., 2012). A FES ¢ definida como o crescimento de microrganismos em
substratos solidos, na auséncia de agua livre (Rahardjo et al., 2006).

A FES traz algumas vantagens comparativas em relacdo a FSbm, como: menor tamanho
do reator, maior produtividade, custos reduzidos de separacdo do produto, menor gasto
energético, baixo capital de investimento, reducdo da quantidade de residuos gerados e
simplicidade no processo (Rocha et al., 2011)

O tempo de fermentagdo estd diretamente relacionado com o esgotamento nutricional
no meio, implicando na redugdo do crescimento microbiano, inviabilizando a conversdo da
biomassa em produtos e, consequentemente, reduzindo a producdo de enzimas (Santos et al.,
2013). O pH pode influenciar no transporte de componentes na membrana das células (Kapoor
et al., 2008) e assim, induzir mudancas morfoldgicas nos micro-organismos e interferir na
estabilidade enzimatica (Mrudula e Murugammal, 2011). A temperatura esta relacionada com
o transporte de massa e com a transferéncia de oxigénio (Wang e Yang, 2007).

O uso da FES tem se mostrado particularmente vantajoso para o cultivo de fungos
filamentosos, uma vez que simula o habitat natural desses microrganismos. Essa vantagem ¢
estendida a producao de enzimas, proporcionando uma maior produtividade quando comparada
ao processo de fermentagdo submersa. Além disso, as enzimas produzidas pela FES sao menos
suscetiveis a problemas de inibi¢ao por substrato e possuem uma estabilidade maior a variagdes

de temperatura e pH (Holker et al., 2004).
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A quantidade de 4gua em um bioprocesso esta diretamente relacionada a difusdo de
nutrientes no meio reacional e a absorcdo destes pelos agentes microbianos, bem como a
manutengdo da fungdo e estabilidade de estruturas bioldgicas, como proteinas, nucleotideos e
carboidratos (Gervais; Molin 2003). Em relagdo ao cultivo de microrganismos, 4 limitagao de
agua pode causar a desnaturacdo de enzimas-chave do metabolismo das células, reduzindo a
taxa de crescimento microbiano e a formag¢ao dos produtos de interesse (Farinas, 2014).

Estudos mostram que a bioconversao dos residuos agricolas e da industria de alimentos
esta recebendo crescente atengdo, uma vez que essas matérias residuais representam recursos
possiveis e utilizdveis para a sintese de produtos uteis. Nesse contexto, a fermentacdo em estado
solido (FES) desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos solidos, pois,
em virtude do crescimento microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais
muitos apresentam grande interesse para segmentos industriais, além de elevado valor agregado

(Pinto et al., 2005).

2.5.1. Fermentacao sélida (FES)

O termo fermentag¢do em estado sélido, ou fermentagdo semissoélida, ou fermentagdao em
meio semi-soélido aplica-se ao processo de crescimento de microrganismos sobre substratos
solidos sem a presencga de agua livre. A agua presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase
solida, formando uma fina camada na superficie das particulas (Raimbault, 1998).

Diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos
podem crescer em substratos solidos (Aidoo et al., 1982). Contudo, sdo os fungos filamentosos
os mais adaptaveis a esse tipo de processo, pois sdo capazes de crescerem com pouca agua €
muitos s6lidos presentes, além de sua forma de crescimento, por meio de hifas, favorecer a
coloniza¢do do meio (Durand, 2003).

Levi Yafetto (2022) verificou que os microrganismos notavelmente mais usados na
fermentagdo em estado sdlido sdo principalmente fungos filamentosos dos géneros Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Rhizopus e Trichoderma spp. Fungos filamentosos e leveduras digerem
solidos organicos substratos em um ambiente com baixo teor de umidade tornando-os ideais
para uso em fermentacao em estado solido (Yazid et al., 2016).

De todos os parametros que influenciam o processo fermentativo, a 4gua apresenta papel
de destaque na FES, em virtude do seu elevado grau de interacdo com as substancias que
compdem a fase solida (Gervais e Molin, 2003). Na FES, a agua esta relacionada a dois

parametros: o primeiro, a umidade, diz respeito a porcentagem de dgua na massa total do meio;
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o segundo, a atividade de agua (aw), de compreensdo um pouco mais complicada, ¢ um
parametro termodinamico relacionado ao potencial quimico da agua, ou seja, a quantidade de
moléculas de agua disponiveis nas vizinhangas imediatas das particulas do substrato. Para o
entendimento da FES, a umidade tem se mostrado menos elucidativa que a atividade de agua,
pois esta ultima afeta diretamente o crescimento microbiano e a sintese de metabdlitos (Pinto
et al. 2005).

Os substratos para FES sdo, em geral, residuos ou subprodutos da agroindustria
(Pandey, 2001). Farelos, cascas, bagagos e outros sao materiais considerados viaveis para a
biotransformag¢ao. Sao recursos naturais renovaveis e produzidos em grandes quantidades, o
que, algumas vezes, faz com que se tornem um problema ambiental (Pinto et al. 2005). Santin
(1996) afirma que o crescimento dos microrganismos depende da atividade de 4gua, em razao
da influéncia da pressao osmotica sobre as trocas através das membranas. De acordo com
Pelizer et al. (2003) a atividade de agua influencia o crescimento microbiano e processos
bioldgicos e enzimaticos. Cada microrganismo possui um limite minimo de atividade de agua
para realizar suas atividades metabdlicas. Portanto, a atividade de 4gua 6tima para fungos ¢ em
torno de 0,70; para leveduras 0,80 e, para bactérias, 0,90.

Dhillon et al. (2011), avaliaram o potencial de residuos agricolas para a producao de
celulase e hemicelulase utilizando culturas individuais e mistas de Aspergillus niger e
Trichoderma reseei utilizando a fermentacdo em estado solido (FES) e obtiveram resultados
positivos no aproveitamento economico de residuos agroindustriais de baixo custo aplicando
tecnologia de fermentagao em estado so6lido, que ¢ simples e barata.

A fermenta¢do em estado solido (FES) ¢ um processo biotecnoldgico pode ser utilizado
como método alternativo para melhorar as funcionalidades bioldgicas de residuos agricolas
(Razak et al., 2015). Em seus estudos Lateef et al. (2008) relataram que a FES aumentou a
qualidade nutricional e as atividades antioxidantes de diferentes residuos solidos, como a torta

de dendé, casca de cacau e casca de mandioca.

16



3 METODOLOGIA

Neste capitulo serdo apresentados os materiais, 0s microrganismos, as biomassas, bem

como a metodologia empregada para cada etapa, de producdo e de extracdo de enzimas

utilizados no desenvolvimento experimental deste trabalho. O esquema das etapas realizadas

esté ilustrado na Figura 3.1.

Figura 3.1. Esquema das etapas realizadas no desenvolvimento experimental da pesquisa.

Fermentacdo em
estado solido
(FES)

Cultivo Extragao
| |
| | | |
Agua destilada Tampao acetato de Tampao acetato de
estéril sodio sodio Tween 80
Ml.lheto’ farelo de Milheto e farelo de Milheto e farelo de M1.1heto, farelo de
trigo e farelo de tri : trigo e farelo de
. 1120 trigo .
soja soja

3.1 Microrganismo

O fungo T. harzianum foi avaliado nesse estudo. O fungo 7. harzianum foi

isolado/coletado no Complexo Mineroquimico de Araxa (Vale Fertilizantes), Minas Gerais. O

isolado de fungo foi identificado por testes bioquimicos de taxonomia convencional, pela

Fundagao André Tosello para Pesquisa e Tecnologia (Campinas - SP). Estas culturas fungicas

pertencem ao banco de microrganismos do Nucleo de Processos Biotecnologicos (NUCBIO)
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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 preservagao em discos de papel, e, posteriormente, para sua ativagado, utilizou-se o

meio Czapek modificado de composicao descrita na Tabela 3.1 (adaptado de Araujo, 2014).

Tabela 3.1 — Composi¢ao do meio Czapek, meio de cultivo utilizado para

ativacao dos conidios preservados.

Reagentes Concentragdo
(g/L)
NaNO3 2,0
K>2HPO4 1,0
MgSOq4 0,5
KCI 0,5
FeSOq4 0,01
Sacarose 30,0
Agar 20,0

Fonte: Adaptado de Araujo, 2014

3.2  Preservacio dos microrganismos em de discos de papel e armazenamento silica-

gel

O armazenamento de fungos em silica-gel permite conservagdo de conidios isolados,
por periodos prolongados. A contaminacdo por agentes contaminantes € bastante reduzida, pois
as condi¢des de umidade baixa previnem a sua presenga. Outra grande vantagem deste método
¢ o custo financeiro baixo e ndo haver necessidade de aparelhagem especifica. Muitas culturas,
de um mesmo isolado, podem ser recuperadas de uma mesma amostra de armazenamento
(Santos et al., 2017).

A metodologia consiste em esterilizar a seco os frascos de vidro, contendo % de silica
gel azul, & 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,
a temperatura de 120 °C, por 45 min, como podemos ver na Figura 3.2. Também, foi
esterilizado em autoclave a solugdo de leite em p6 (10 % em peso), a 120 °C, por 15 min (Lima

et al., 2022).
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Figura 3.2 — Materiais utilizados na preservac¢ao dos fungos

Fonte: Lima et al., 2022.

A partir dos microrganismos previamente replicados em placas contendo meio Czapek,
por 7 dias, uma suspensdo de conidios foi preparada, transferindo 5 mL da solugdo de leite em
p6 10%, para cada placa estéril contendo meio de cultura Czapek. Para obten¢do da suspensao
mae, fez-se a raspagem com auxilio de uma lamina de vidro estéril, conforme a Figura 3.2 (A).
Ap6s o preparado da suspensdo 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 3.2 (B) (Lima et al., 2022).

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

Fonte: Lima et al., 2022

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, foram imediatamente
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transferidos para o frasco de silica-gel, onde completam a secagem pelo efeito higroscopico da
silica onde os recipientes foram rotulados e armazenados em geladeira a 10 °C (Figura 3.4).
Dhingra e Sinclair (1995) mencionam que a grande vantagem da silica-gel ¢ permitir longos
periodos de preservacdo (5 ou mais anos). As modificagdes morfoldgicas sdo reduzidas ou
praticamente eliminadas e mantém a capacidade de esporulacao do fungo. Os recipientes foram

rotulados e armazenados em geladeira a 10 °C.

Figura 3.4 — Discos de papéis colonizados envolvidos em papel de filtro armazenados em

frascos do tipo penicilina, contendo silica-gel azul.

Fonte: Lima et al., 2022.

3.3 Ativacao dos microrganismos

A ativacdo do microrganismo foi realizada através do repique das culturas,
anteriormente preservadas (item 3.2), em placas de Petri contendo meio Czapek, meio de
cultivo utilizado para ativacdo dos conidios preservados. O meio de cultura foi previamente
esterilizado na autoclave a pressdo de 1,0 atm (manométrica) por 20 min. Para a ativacdo dos
fungos os seguintes materiais foram necessarios: microscopio estereoscopico (lupa), pinga, bico
de Bunsen, gas, alca de repicagem, cdmara de fluxo laminar e alcool 70% e placas de Petri
contendo o meio Czapek, descrito na Tabela 3.1. Em seguida, espalhou-se o disco de papel
contendo o microrganismo preservado sobre a placa Petri com 0,1 mL de 4gua destilada estéril.
O espalhamento deve ser homogéneo por toda placa de Petri com diametro 9 cm. Apds esta

etapa as placas foram levadas para estufa a temperatura de 25 °C por 5 a 7 dias, obtendo-se
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assim o fungo ativado como podemos ver na Figura 3.5. Apos esse tempo, os conidios do fungo

em estudo, obtidos da raspagem de uma placa de Petri foram utilizados na FES.

Figura 3.5 — Fungo Trichoderma harzianum ativado em placa Petri.

Fonte: da propria autora.

3.4 Determinaciao da umidade (h)

A umidade (%) foi determinada seguindo a Equagdo 1:

h%) = Peso da amostra imida (PU) — Peso da amostra seca (PS) 100 |
VT Peso da amostra seca (PS) X M

Sendo:
Peso da amostra imida (PU) = (Peso da agua (g) + Peso da amostra (g)

Peso da amostra seca (PS) = Peso da amostra seca (g).

3.5 Fermentacio estado sélido (FES)

Experimentos foram realizados para estabelecer o melhor meio de cultivo do fungo e
extracdo da enzima para a producdo de atividade de fosfatase 4cida, sendo avaliadas as fontes
de carbono milheto, farelo de trigo e farelo de soja para a umidificagdo dos meios de cultivo

testou-se tampao acetato de sddio com pH 5 concentragdes 0,005M e dgua destilada estéril com
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pH 5 e a extragdo da fosfatase 4cida avaliada com tampao acetato de s6dio com pH 5 com

concentracao 0,005M e Tween 80 a 1% em agua.

3.5.1 FES (milheto e farelo de trigo): Cultivo e extracio com tampiao acetato de sodio

Para essa fermentagdo foi utilizado como meio de cultivo o tampao acetato de sddio
com pH 5 e concentragao 0,005M e extracdo enzimatica com o tampao acetato de s6dio com
pH 5 e concentracdo 0,005 M.

Inoculo: Raspou-se as placas Petri obtidas na etapa anterior com 20 mL de tampao
acetato de so6dio com pH 5 e concentragdo 0,005M. A seguir estas células foram utilizadas nas
FES visando a producao de complexo enzimatico.

FES: As fermentagoes so6lidas foram realizadas em reator estatico (frascos conicos de
500 mL de volume), como mostra a Figura 5. Foi inoculado 20 mL de tampao acetato de sodio
com pH 5 e concentragdo 0,005 M com células de Trichoderma harzianum na concentragao de
3x10% conidios/mL e 4 g/L de indculo com 100 g de substrato previamente esterilizados a
temperatura de 121 °C e 1 atm de pressdo por 30 minutos. Os substratos utilizados foram
milheto e farelo de trigo que foram utilizados separadamente para cada FES. A FES foi
realizada por sacrificio, ou seja, para cada ponto amostral foi descartado um reator estatico.
Efetuou-se o controle para cada ponto amostral. Os reatores estaticos foram adicionados na
estufa BOD Thermostat Cabinets TS 606-G/4-1 em temperatura de 24°C. Esses mesmos
procedimentos foram aplicados nas FES de controle para cada substrato, mas sem a adi¢ao de
células de Trichoderma harzianum.

Extracdao de enzimas: A extragao das enzimas foi realizada utilizando 100 mL de meio

extrativo. O meio extrativo utilizado foi o tampao acetato de sédio com pH 5 e concentracao
0,005 M. Apos a adigao do meio extrativo, o meio sélido fermentado foi agitado com auxilio

de um bastado de vidro e filtrado, obtendo-se o extrato enzimatico bruto.

3.5.2 FES (milheto, farelo de trigo e farelo de soja): Cultivo com agua destilada estéril
e extracdo com tampao acetato de sodio

Para essa fermentacdo foram utilizados dois métodos diferentes de cultivo: tampao
acetato de sodio com pH 5 e concentragdo 0,005M e 4gua destilada estéril com pH 5 e apenas

um modo de extragdo com o tampao acetato de sédio com pH 5 e concentragao 0,005 M.
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Inoculo: Raspou-se as placas Petri obtidas na etapa anterior com 20 mL de agua
destilada estéril pH 5. A seguir estas células foram utilizadas nas FES visando a producao de
complexo enzimatico.

FES: As fermentagdes solidas foram realizadas em reator estatico (frascos conicos de
500 mL de volume), como mostra a Figura 3.5. Foi inoculado 20 mL de tampao acetato de
sodio com pH 5 e concentracdo 0,005 M com células de Trichoderma harzianum na
concentragio de 3x10® conidios/mL e 4 g/L de indculo com 100 g de substrato previamente
esterilizados a temperatura de 121 °C e 1 atm de pressao por 30 minutos. O mesmo foi realizado
para o cultivo com agua destilada estéril e pH 5. Os substratos utilizados foram milheto e farelo
de trigo que foram utilizados separadamente para cada FES. A FES foi realizada por sacrificio,
ou seja, para cada ponto amostral foi descartado um reator estatico. Efetuou-se o controle para
cada ponto amostral. Os reatores estaticos foram adicionados na incubadora de BOD — 150
litros ALFA MARE AM5020 em temperatura de 24°C. Esses mesmos procedimentos foram
aplicados nas FES de controle para cada substrato, mas sem a adi¢ao de células de Trichoderma
harzianum.

Extracdo de enzimas: A extracdo das enzimas foi realizada utilizando 100 mL de meio

extrativo. O meio extrativo utilizado foi o tampao acetato de sodio com pH 5 e concentragio
0,005 M. Apos a adigao do meio extrativo, o meio sélido fermentado foi agitado com auxilio

de um bastao de vidro e filtrado, obtendo-se o extrato enzimatico bruto.

3.5.3 FES (milheto, farelo de trigo e farelo de soja): Cultivo com agua destilada estéril

e extracdo com Tween 80

Para essa fermentacao foi utilizado o cultivo com 4gua destilada estéril pH 5 e extragao
enzimatica com Tween 80 a 1% em agua.

Indculo: Para o preparo do indculo para a FES raspou-se as placas Petri obtidas na etapa
anterior com 20 mL de dgua destilada estéril pH 5. A seguir estas células foram utilizadas nas
FES visando a produgdo de complexo enzimatico.

FES: As fermentagdes solidas foram realizadas em reator estatico (frascos conicos de
500 mL de volume), como mostra a Figura 3.5. Foi inoculado 20 mL de agua estéril pH 5, com
células de Trichoderma harzianum na concentragio de 3x10® conidios/mL e 4 g/L de inéculo
com 100 g de substrato previamente esterilizados a temperatura de 121 °C e 1 atm de pressdo
por 30 minutos. Os substratos utilizados foram milheto, farelo de trigo e farelo de soja que
foram utilizados separadamente para cada FES. A FES foi realizada por sacrificio, ou seja, para

cada ponto amostral foi descartado um reator estatico. Efetuou-se o controle para cada ponto
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amostral. Os reatores estaticos foram adicionados na na incubadora de BOD — 150 litros ALFA
MARE AM5020 em temperatura de 24°C, ver Figura 3.6. Esses mesmos procedimentos foram
aplicados nas FES de controle para cada substrato, mas sem a adi¢ao de células de Trichoderma

harzianum.

Figura 3.6 — Reatores estaticos na estufa BOD utilizando o substrato farelo de trigo.

Fonte: da propria autora.

Extracdo de enzimas: A extragao das enzimas foi realizada utilizando 100 mL de meio

extrativo. O meio extrativo utilizado foi o Tween 80 a 1% em dgua. Apos a adicdo do meio
extrativo, o meio solido fermentado foi agitado com auxilio de um bastao de vidro e filtrado,

obtendo-se o extrato enzimatico bruto.

3.6 Determinacio da concentracio celular (biomassa seca) em fermentacio solida

A biomassa para fungos foi determinada pela filtracdo do caldo fermentado bruto
(Figura 3.7) de um volume conhecido. Os filtros de papel, pesados previamente, apresentavam
diametro 90 mm e retencdo de particulas de 4-7 um. Depois de filtrado, os filtros com a
biomassa foram levados para estufa a temperatura de 100 + 1,0°C e o sobrenadante foi reservado
para analises da atividade da fosfatase acida. Apos 24 horas, o filtro foi acondicionado em

dessecador com silica gel até resfriamento e, posteriormente, foi pesado. Este procedimento foi
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repetido até a verificacdo de peso constante para a medida da biomassa seca. A diferenca de
massa do filtro antes e depois da filtragdo foi a massa de células presente no volume do caldo

fermentado, sendo que a concentragdo celular foi expressa em (g/L), conforme a Equagao 2.

Figura 3.7 — Caldo fermentado bruto.

Fonte: da propria autora.

mFantes — mFdepois
Vfiltrado

(2)

Biomassa seca (Z) =

3.6.1 Contagem do Numero de conidios em Camara de Neubauer

Para determinar a concentragdo de conidios empregou-se a metodologia adotada por
(Embrapa, 2012). Tem como base a preparacdo de suspensdo de conidios de Trichoderma e
contagem do nimero de conidios com auxilio de uma Cadmara de Neubauer (hemacitometro)
ao microscopio Optico. Utilizou-se Camara de Neubauer melhorada espelhada com
profundidade de 0,100 mm, resolugdo de 0,0025 mm?, volume de 0,1 pL, modelo K5-0011
KASVI e marca OLEN.

Depois de fazer a extracdo dos conidios em duplicatas, transferiu-se 1,0 mL da
suspensao extrativa com auxilio de micropipeta com ponteira previamente esterilizada para o
tubo de ensaio contendo 9,0 mL de dgua destilada estéril. Repetiu-se o procedimento de dilui¢ao
por mais 2 vezes a fim de facilitar a contagem na camara. Em seguida, homogenizou o contetudo
em agitador de tubo de ensaio, colocando e tirando trés vezes do aparelho até ser observado o

turbilhonamento da suspensao, em cada uma das passagens (Embrapa, 2012).
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A suspensdo foi colocada na canaleta da camara de Neubauer, ja coberta com a
laminula, até o preenchimento de todo o espago existente entre a laminula e a cadmara de
Neubauer. Antes de iniciar a contagem, a camara de Neubauer foi deixada com a suspensao de
conidios em repouso por 5 minutos, para que os conidios precipitem, facilitando a contagem e
reduzindo erros.

A contagem de conidios foi realizada em microscopio Optico, no aumento de 250 X ou
400 X, nos campos 1 e 2 da camara de Neubauer (Figura 3.8), nos cinco quadrados
(subcompartimentos) como demarcados na Figura 3.8, totalizando cinco contagens por campo
da cAmara de Neubauer (E1, E2, E3, E4 ¢ E5). E importante salientar que muitos conidios ficam
exatamente sobre as linhas de demarcacdo internas dos subcompartimentos. Recomenda-se
contar apenas os conidios que estiverem nas linhas da esquerda e superior do mesmo campo da

observag¢do para evitar que eles sejam contados duas vezes (Embrapa, 2012).

Figura 3.8 — Camara de Contagem Neubauer.

Fonte: propria autora.

Figura 3.8.1 — Area dentro dos subcompartimentos vermelhos para contagem do
numero de conidios de Trichoderma — E1, E2, E3, E4, ES.

E1 E2 |[E5

0.25 mm.

|
!
o 05 mT: i E 1%
|

Fonte: Embrapa, 2012.
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Para determinar o nimero de conidios utilizou-se a formula a seguir para cada repeticao

(Embrapa, 2012):

Conidio (Campol + Campo?2

_ - ) .2,5.10° )

mL

(E1+ E2 + E3 + E4 + E5)
Campo 1 = = 3)

(E1+ E2 + E3 + E4 + E5)
z (4

Campo 2 =

3.7 Determinacio do pH

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

3.8 Ensaio enzimatico

A atividade da fosfatase acida foi medido de acordo com Leitao et al. (2010), utilizando
como substrato fosfato de p-nitrofenilo sal disédico hexahidratado (p-NPP) (Sigma Aldrich ™).
Foi feito uma curva de calibragdo, utilizando a fosfatase acida de trigo padrdo, fornecida pela
empresa Sigma Aldrich™, curva no Apéndice 1.

A mistura para o ensaio consiste em 50 pL do extrato enzimatico, 100 uL da solugdo de
(p-NPP) concentracao 5 m.mol/L e 350 uL de tampao acetato de sddio 50 m.mol/L e pH=5,00.
Ap6s a adigdo dos reagentes incubar a 45°C em banho termostatico por 15 min. Por fim, depois
deste periodo a reacdo deve ser interrompida com a adigdo de 1000 pl. de NaOH na
concentragdo de 0,1 mol/L. A quantidade de (p-NPP) liberada foi determinada em
espectrofotometro (UV/visivel) a 405 nm de comprimento de onda, ver Figura 3.9.

Uma unidade (1 U) de atividade da fosfatase 4cida serd definida como 1 uM de p-
nitrofenol (p-NP) formado por minuto (Ames, 1966).
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Figura 3.9 — Ensaio enzimatico para atividade fosfatase 4cida.

Fonte: propria autora

4 Delineamento composto central (DCC)

A fim de otimizar o experimento, foi realizado um delineamento composto central
(DCC), no qual foram analisados a interacao entre as variaveis selecionadas e o efeito que elas
possuem nas respostas desejadas. Este planejamento foi proposto em 3 niveis, com 3 repeti¢des
no ponto central e 3 varidveis foram estudadas: X; — Massa de milheto (g); X2 — Umidade (%)
e X3 — Inoculo (g/L). Foram totalizados 17 tratamentos e o a utilizado foi o de rotabilidade a
fim de ampliar a faixa experimental, sendo seu valor absoluto igual a 1,68.

As respostas analisadas foram a atividade da fosfatase acida (ACPase) expressa em
(U/mL), e a biomassa seca (g/L), no tempo de 9 dias, tempo final da fermentagao sélida. Todos
os dados estatisticos foram calculados utilizando o StatSoft Software Statistica 7.1. A Tabela
3.2 apresenta a matriz de delinecamento composto central com os valores codificados das
varidveis analisadas.

Tabela 3.2 - Matriz do delineamento composto central.

ENSAIOS X1 (g/L) X2 (%) X3 (g/L)
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7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 -ol 0 0
10 +a 0 0
11 0 o 0
12 0 +a 0
13 0 0 -0l
14 0 0 +a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

A partir do DCC foi possivel gerar um modelo para cada resposta ( atividade da fosfatase
acida (ACPase) e biomassa seca) em funcdo das varidveis independentes (massa de milheto,
umidade e indculo), utilizando o Statistica® 7.1. Além disso, foram geradas superficies de
resposta por esse software, cuja analise, juntamente com a utilizacao da fun¢do desejabilidade
do Statistica® 7.1, permitiu determinar as melhores condi¢des para maximizacdo das duas
respostas estudadas. Os experimentos de valida¢do foram entdo conduzidos nas condi¢des de
otimizagdo, que estavam dentro da faixa de estudo do DCC, conforme a metodologia usada nos

17 experimentos do DCC.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Inicialmente, apresentam-se os resultados da fermentagao em
estado solido (FES). Em seguida, os resultados da atividade de fosfatase 4cida produzida pela
FES e a discussdo sobre esses resultados. Na sequéncia sdo expostos os resultados no

Delineamento Composto Central (DCC).

4.1 Fermentacio em estado solido (FES)
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FES: Cultivo e extracdo enzimdtica com tampdo acetato de sodio

A Tabela 4.1 apresentam os resultados obtidos de crescimento celular, pH e producgdo

de conidios para FES, utilizando milheto e farelo de trigo, respectivamente:

Tabela 4.1 — FES para cultivo e extracdo enzimatica com tampao acetato de sodio, utilizando

o substrato milheto e farelo de trigo.

Cultivo e extragdo enzimatica com tampao acetato de sodio

Milheto Farelo de trigo
Tempo Umidade Biomassa pH Conidios Biomassa pH Conidios
(dias) (%) (g/L) (conidios/mL) (g/L) (conidios/mL)
0 20 1,00£0,3 5,00 3,00x10% 4,00£0,2 5,00 3,00 x108
3 20 0,84+0,3 5,01 6,72x107 7,12402 5,43 7,15x108
5 20 1,04+0,3 5,39 9,20x10’ 7,92+0,2 5,54 11,20x10%
7 20 2,64+0,3 537 4,57x108 10,84+£0.2 5,66 12,20x108
9 20 3,5240,3 5,69 7,22x10% 13,36£0,2 5,49 13,75x10%

A umidade da FES foi estabelecida com valor de 20%, isso deve-se ao fato do crescimento
do microrganismo. O excesso de umidade em um substrato pode alterar o crescimento do
microrganismo e, quando a diminuig¢do ocorre, a producdo de enzima sera reduzida devido ao
baixo transporte de nutrientes (Reinoso, 2015). No caso dos fungos, a umidade do material deve
ser em uma faixa de 20 e 70% (Bustamante, 2015).

A fermentacdo em estado solido apresenta diversas vantagens, principalmente quando
os agentes de transformagdo sdo fungos filamentosos como ¢ o caso do fungo em estudo
Trichoderma harzianum. Uma delas ¢ que as condicdes de cultivo sdo mais parecidas com o
habitat natural dos fungos filamentosos, com isto os fungos estdo mais adaptados para crescer
e excretar maior quantidade de enzimas (Santos et al., 2008).

De inicio hd um crescimento significativo para a biomassa e dos conidios de ambas as
fermentagdes solidas. Isso ocorre porque no inicio do cultivo ocorre a fase de crescimento
exponencial (log), em que os microrganismos utilizam a maior parte dos nutrientes disponiveis
para se multiplicarem. Em 9 dias h4 um maior valor de biomassa (g/L) para o farelo de trigo
em relacdo ao milheto. Isso, se deve ao fato de uma dificil separa¢ao do sobrenadante do residuo
no momento da extracdo, ou seja, nao se separou por completo a biomassa.

E importante ressaltar que houve a correcio para 5 do pH do tampao acetato de sédio

concentracdo 0,005 M. O cultivo e extragdo com o tampao acetato de sédio foi realizado
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visando estabilidade do pH. O pH manteve-se em torno de 5 em ambas as fermentacdes. Isso
pode ser explicado pelo fato de alguns ions presentes no tampao agirem como cofatores,
mudando a conformac¢do da enzima e proporcionando uma alta eficiéncia catalitica & mesma
(Queiroz et al., 2009).

A Figura 4.1 mostra a atividade enzimatica de fosfatase adcida (U/mL) para o substrato

milheto e farelo de trigo com e sem a adi¢ao de inoculo (controle).

Figura 4.1 — Atividade enzimatica de fosfatase acida (U/mL) para cultivo e extracao
enzimatica com tampao acetato de sodio.

—a— Atividade fosfatase Acida - milheto
—m— Atividade fosfatase dcida - farelo de trigo
— — Atividade fosfatase dcida - controle mitheto

- - - Atividade fosfatase acida - controle farelo de trigo
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Fonte: da propria autora.

Em ambas as fermentagOes o valor da atividade enzimdtica se manteve crescente
chegando h4 um valor de 6 U/mL. No tempo 5 dias o resultado mostrou-se melhor para o
milheto, ressaltar que, mesmo com a biomassa bem menor demonstra uma constancia no valor
do crescimento da atividade enzimatica para esse substrato. Leitdo et al. (2010) que, estudando
ACPase secretada por Trichoderma harzianum cultivado em diferentes substratos identificaram
uma atividade especifica de 12,4 U/mg em uma faixa de pH variando de 4,5 - 6,0.

Bakker (2017) avaliou a atividade enzimatica, confirmando a maior expectativa de
maior estabilidade na extragdo de enzima quando realizada com tampao, fator que mantém o

pH estavel. O fato também foi relatado por Taraboulsi-Jr et al. (2010), ao pesquisarem os fatores
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que afetam a atividade enzimatica. Queiroz et al. (2009), realizando fermentacdo em estado
solido utilizando tampao acetato de sddio pH 6 para a umectagdo do substrato, demonstrou
maior atividade relativa da enzima fitase no tampao acetato de sdédio pH 6,0, aos 60 minutos,

com 97,58%.

FES: Cultivo agua destilada estéril e extracdo com tampdo acetato de sodio

A Tabela 4.2, apresentam os resultados obtidos de crescimento celular, pH e producgio

de conidios para FES, utilizando milheto e farelo de trigo respectivamente:

Tabela 4.2 — FES com cultivo em 4gua destilada estéril e extracdo com tampao acetato de sddio

utilizando o substrato milheto, farelo de trigo e farelo de soja.

Cultivo em 4gua destilada estéril e extracdo com tampao acetato de sodio

Milheto Farelo de trigo Farelo de soja
Tempo  Umidade  Biomassa (g/L) pH  Conidios Biomassa pH Conidios Biomassa pH
(dias) (%) (conidios/mL)  (g/L) (conidios/mL)  (g/L)
0 20 1,00+0,25 5,00 3,00x10%  3,00+0,2 5,00 3,00x10%  0,50+0,15 5,00
3 20 1,13+0,25 535 4,50x10%  3,57+0,2 523 8,00x10%  0,99+0,15 6,96
5 20 1,94+0,25 537 5,10x10%  6,3240,2 5,34 8,90x10°  1,02+0,15 6,77
7 20 2,68+0,25 541 6,77x10%  7,99+0,2 537 9,18x10%  1,07+0,15 6,85
9 20 3,15+0,25 567 7,13x10%  991+0,2 5,58 10,23x10%  1,12+0,15 6,45

Analisando os resultados obtidos, verificamos a dificuldade de separa¢do da biomassa
no caso do farelo de trigo, o que explica valores altos para a biomassa seca chegando a 9,915
g/L em 9 dias. Para o milheto obteve-se biomassa de 3,15 g/L no tempo 9 dias. Aurora et al.
(2018) estimaram o crescimento microbiano de Rhizopus oryzae MTCC 1987 em farelo de trigo
e torta de 6leo de linhaca para a produgdo de fitase, a partir de ensaios de glicosamina, e
obtiveram concentracdo maxima de células de 71 g/kgms.

Houve uma melhor producdo de conidios (conidios/mL) para o farelo de trigo em
compara¢do com o milheto no tempo 9 dias. O farelo de soja ndo atingiu valor minimo de
producao de conidios para sua contagem em Camara de Neubauer seguindo a metodologia
utilizada. Chavez (2006), estudando a otimizacdo da producdo de conidios do fungo
Trichoderma harzianum em fermentacdo solida, para diferentes substratos como arroz, aveia,
soja, trigo, cevada entre outros, obteve como melhor substrato o arroz com producio de 45x108

conidios/mL.
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Vale ressaltar que houve a correcdo do pH para 5 na extragdo utilizando todos os
substratos. O substrato farelo de soja apresentou valor de 6,45 para o pH no tempo de 9 dias o
que resulta em uma interferéncia negativa na atividade enzimatica de fosfatase acida, ja que a
maioria das fosfatases acidas descritas na literatura apresentam atividade enzimatica maxima
em pHs acidos, variando entre 3,5 a 5,5 (Fujita et al., 2003; Gargova e Sariyska, 2003;
Guimaraes et al., 2004; Li et al., 2006; Leitao et al., 2010).

Os substratos farelos de trigo e milheto mostraram-se fontes de carbono promissoras na
producao de fosfatases acidas. Em estudos feitos por Said e Pietro (2002, 2004), fungos
filamentosos crescem muito bem e produzem uma grande quantidade de hidrolases quando
cultivados em FES, principalmente quando ¢ utilizado farelo de trigo como fonte de carbono.
Dentre as hidrolases produzidas, relacionam-se algumas fosfatases. Mas esse estudo mostrou
que o uso de milheto permitiu uma maior producdo de fosfatase acida que o farelo de trigo.

Mas esse estudo mostrou que o uso de milheto permitiu uma maior produgdo de
fosfatase acida que o farelo de trigo.

A Figura 4.2 mostra a atividade enzimatica de fosfatase acida (U/mL) para os substratos

milheto, farelo de trigo e farelo de soja:

Figura 4.2 — Atividade enzimética de fosfatase dcida (U/mL) para cultivo em agua destilada

estéril e extracdo com tampao acetato de sodio.

—m— Atividade fosfatase acida - milheto

—m— Atividade fosfatase acida - farelo de trigo

—m— Atividade fosfatase acida - farelo de soja

— - Atividade fosfatase 4cida - controle milheto

= = Atividade fosfatase acida - controle farelo de trigo
— = Atividade fosfatase acida - controle farelo de soja
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Fonte: da propria autora.
Verifica-se o melhor resultado para producdo de fosfatase acida utilizando como

umidificacdo do meio com agua destilada estéril e obtencao do extrato enzimatico bruto com
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tampao acetato de sodio foi para o milheto, onde atingiu-se valor 5 U/mL no tempo 3 dias e
maximo de 11 U/mL com 9 dias de FES. Barbosa Junior et al., 2006, em seu trabalho verifica
que os maiores niveis fosfaticos intra e extracelulares foram produzidos apds 24-48 horas de
crescimento, usando farelo de trigo ou farelo de soja, ou a mistura dessas duas fontes juntas em

fermentagdo solida, o que ndo ocorreu nesse trabalho.

FES: Cultivo agua destilada estéril e extracdo com Tween 80

A Tabela 4.3 apresentam os resultados obtidos na FES de crescimento celular, pH e
produgdo de conidios (conidios/mL), para cultivo em milheto, farelo de trigo e farelo de soja

umidificados com agua destilada estéril e extracdo de biomassa com Tween 80.

Tabela 4.3 — FES para cultivo com agua destilada estéril e extragdo com Tween 80 utilizando

o substrato milheto, farelo de trigo e farelo de soja.

Cultivo em 4gua destilada estéril e extragdo com Tween 80

Milheto Farelo de trigo Farelo de soja
Tempo Umidade Biomassa pH Conidios Biomassa pH Conidios Biomassa pH Conidios
(dias) (%) (g/L) (conidios/mL) (g’L) (conidios/mL) (g/L) (conidios
/mL)
0 20 3,00+£0,15 4,00 3,00x10%  3+0,15 4,00 3,00x10®  2,00£0,2 6,88 3,00x10®
320 3,61£0,15 521 3,90x10% 3,37+0,15 4,86 9,00x10® 237+0,2 7,78 2,09x108
5 20 5,26+£0,15 552 5,66x10%  6,25+0,15 532 10,90x10® 3,49+0,2 9,21 6,91x108
7 20 7,51£0,15 5,08 7,81x10%  12,26+0,15 5,59 11,56x10° 5,92+0,2 9,81 8,97x108
9 20 9,68+0,15 533 826x10% 1432+0,15 547 12,01x10°® 6,44+0,2 6,88 10,12x10%

Nestes cultivos, o método de extracao utilizado a fim de reduzir o custo de producao da
biomassa, ndo se mostrou um método promissor para o farelo de trigo pois atingiu-se valor
maximo de 14,32 g/L devido a dificuldade de separacdo do farelo do meio extrativo. O
crescimento celular foi melhor para o milheto e farelo de soja, com valores 9,986 g/L e 6,44
respectivamente.

Diversos estudos relatam amplas variagdes em relacdo a producdo de conidios de
Trichoderma spp. em substratos distintos. Hanada e Costa (2018), ao avaliar a producio em 7.

martiale utilizando arroz como substrato de crescimento, suplementado com diferentes

34



nutrientes, constataram variagdo de 1,53 a 10,17x107 conidios por grama de arroz. Simdes
(2010), comparando diferentes isolados de Trichoderma, também usando arroz como substrato,
verificaram producio de conidios variando de 1,3 x 107 a 3,523 x 10°.gas'. (gas = grama de
substrato seco).

Segundo Rini e Sulochana (2007), diferentes substratos podem ser adotados para a
multiplicagdo de Trichoderma spp., tais como sorgo, arroz, esterco de gado e outros, sendo
observadas diferentes concentragdes na producgado de conidios expressa em unidades formadoras
de colonias por gramas (10,3 a 156,3 x 10® UFC.g™"). Os resultados citados, comparados com
os obtidos no presente estudo, mostram que o fungo Trichoderma harzianum multiplicado em
milheto e farelo de trigo apresentou uma 6tima produgao.

A Figura 4.3 mostra a atividade enzimatica de fosfatase acida (U/mL) para os substratos

milheto, farelo de trigo e farelo de soja:

Figura 4.3 — Atividade enzimatica de fosfatase acida (U/mL) para cultivo em agua

destilada estéril e extracao com Tween 80.
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Fonte: da propria autora

O substrato farelo de soja apresentou baixa atividade enzimatica para fosfatase acida e
pH basico a partir de 7 dias de fermentagao. Isso pode ser atribuido a presenca da enzima urease,
que apresenta pH 6timo de atuacgdo na faixa de 6,5 a 8,5. Garcia e Neiva (1994), em seu trabalho,

descrevem o farelo de soja como fonte de urease. A urease ¢ uma enzima que, em meio aquoso,
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catalisa a hidrélise da uréia em amonia e didxido de carbono. Sendo assim, a fosfatase acida
sera secretada preferencialmente em pH 4cido, o que difere das condi¢des do meio de cultura
do estudo, com pH de 9,81 em 9 dias.

Diante da analise do grafico acima verificamos que a atividade enzimatica foi de 18
U/mL o milheto no tempo 9 dias. Zhao et al., (2017) estudaram a solubiliza¢do do fésforo em
3 fontes de fosfato, o fosfato tricalcico (TCP), fosfato de célcio dibésico (DCP), e acido fitico
na presenca, e auséncia de sal. A melhor producio da fosfatase acida foi de 9,61.10° U/mL,

para meio de cultura contendo acido fitico, como fonte de P.

4.2 Delineamento Composto Central (DCC) em Fermentacao Sélida (FES)

Apos os resultados dos testes preliminares, ¢ devido ao seu melhor potencial de
produgdo de fosfatases acidas, o milheto foi o grao selecionado para o Delineamento Composto
Central (DCC). O DCC foi elaborado com intuito de maximizar a producao da fosfatase acida
pela cepa de Trichoderma harzianum. Este planejamento foi proposto em 3 niveis, com 3
repeti¢des no ponto central, e 2 variaveis foram estudadas: X; — Massa de milheto (80-100g);
X2 — Umidade (30-70%) e X3 — Indculo (2-4 g/L) totalizando 17 tratamentos. Nesse
planejamento foi utilizado o alfa de rotacional, cujo valor foi de 1,68.

As respostas analisadas foram a atividade da fosfatase acida (ACPase) expressa em
(U/mL), e a biomassa seca (g/L), no tempo de 9 dias, tempo final da fermentagado sélida. Todos
os dados estatisticos foram calculados utilizando o StatSoft Software Statistica 7.1, e mostrados

na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Delineamento Composto Central com as varidveis estudadas e as respostas
analisadas.

ACPase Biomassa
ENSAIOS X1 (g) X2 (%) X3 (g/L) (U/mL) (g/L)
1 (-1)80,00 (-1)30,00 (-1)2,00 12,24 4,38
2 (-1)80,00 (-1)30,00 (+1)4,00 24,01 6,71
3 (-1)80,00 (+1)70,00 (-1)2,00 17,63 4,52
4 (-1)80,00 (+1)70,00 (+1)4,00 21,80 3,94
5 (+1)120,00  (-1)30,00 (-1)2,00 24,28 5,36
6 (+1)120,00  (-1)30,00 (+1)4,00 26,58 6,20
7 (+1)120,00  (+1)70,00 (-1)2,00 23,31 5,13
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8 (+1)120,00  (+1)70,00 (+1)4,00 21,90 4,77

9 (-0)66,36  (0)50,00 (0)3,00 22,01 3,68
10 (+a) 133,63 (0) 50,00 (0)3,00 25,25 5,84
11 (0)100,00  (2)16,36 (0)3,00 22,92 8,85
12 (0)100,00  (+0)83,63 (0)3,00 13,30 443
13 (0)100,00  (0)50,00 (-0)1,31 22,62 5,14
14 (0)100,00  (0)50,00 (+0)4,68 30,94 7,08
15 (0)100,00  (0)50,00 (0)3,00 36,67 9,29
16 (0)100,00  (0)50,00 (0)3,00 36,56 9,78
17 (0)100,00  (0)50,00 (0)3,00 36,05 9,73

A partir do DCC foi possivel gerar um modelo para cada resposta (atividade da fosfatase
acida (ACPase) e biomassa seca) em funcao das variaveis independentes (massa de milheto,
umidade e indculo), utilizando o Statistica® 7.1. Além disso, foram geradas superficies de
resposta por esse software, cuja analise, juntamente com a utilizagdo da funcio desejabilidade
do Statistica® 7.1, permitiram determinar as melhores condi¢cdes para maximizagao das duas
respostas estudadas. Os experimentos de validacdo foram entdo conduzidos nas condigdes de
otimizagao, que estavam dentro da faixa de estudo do DCC, conforme a metodologia usada nos

17 experimentos do DCC.

4.2.1 Avaliacio da atividade da fosfatase acida (ACPase) pelo DCC

A resposta da atividade de fosfatase 4cida foi analisada pelos dados da Tabela 4.4 e pelo
diagrama de Pareto mostrado na Figura 4.4. Apos a andlise estatistica tem-se a Equacdo

codificada, com 90% de confianca.

ACPase(U.mL™") = 36,4675 + 1,891X; — 4,645X,° — 1,365X, — 6,596X,> + 2,255X5 —
3,533X3% — 1,881X, X5
(5.6)
O valor do coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,93, indicando que cerca de 93%
dos dados experimentais sdo descritos pelo ajuste proposto na Equacdo 5.6. O valor negativo
do coeficiente linear de X> mostra que para maiores porcentagens de umidade diminui a
resposta da atividade para este microrganismo. Tal fato pode ser observado na Tabela 4.4

comparando os tratamentos 2 € 7 ou também 2 e 8, por exemplo. A variavel de X3 possui o
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maior efeito nessa equagdo por possuir o maior coeficiente linear, ou seja, maiores
concentragdes dela aumentam a atividade enzimdatica. Também, pode ser exemplificado

comparando os resultados dos tratamentos 1 e 2, na Tabela 4.4.

Figura 4.4 - Diagrama de Pareto em relacdo as variaveis estudadas para atividade da
fosfatase adcida (ACPase). X; — Massa de milheto (g); X2 — Umidade (%) e X3 — Indculo (g/L).

....... .
X2(Q) -10.1395
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o) 230964

X2(L)X3(L) 183014

X1(L)X2L) 142896

A Figura 4.5 mostra a distribuicdo dos residuos em relagdo 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 4.5 — Distribui¢@o dos residuos relativos a atividade da fosfatase acida (ACPase).
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A Figura 4.6 mostra a distribui¢do dos valores preditos em fung¢do aos valores
observados, nela € possivel observar a proximidade dos valores analisados com os preditos. Tal

fato indica que o modelo ¢ apropriado para as analises dos dados.

Figura 4.6 — Valores preditos em relagcdo aos observados para resposta de atividade da
fosfatase acida (ACPase).
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Na Tabela 4.5 ¢ possivel verificar a anadlise de ANOVA para a fosfatase dcida (ACPase),
como os valores da distribuicao F de Fisher-Snedecor tabelado (FTab) foram menores do que

os calculados (FCalc), as regressoes sao consideradas eficientes e podem representar o sistema.

Tabela 4.5 — ANOVA dos fatores e suas interagdes para fosfatase acida (ACPase).

Considerando o = 10%
Fonte de Somatorio  Graus de  Quadrado Falculado Fiabelado(7,9)  p-valor
variagao dos liberdade  médio ou

quadrados variancia
Regressao  764,7983 7 109,256 16,629 2,505 1,7x10°
Residuos 59,1310 9 6,570
Total 823,9292 16

A partir dos resultados para a ANOVA da regressao foi possivel construir as superficies
de resposta e definir as regides Otimas. Nas Figuras 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, sdo
apresentadas as superficies de respostas e curvas de contorno para a resposta ACPase em funcdo

da massa de milheto (X1) e umidade (X2); massa de milheto (X1) e concentragdo de indculo

(X3); e umidade (X2) e concentragdo de indculo (X3), respectivamente.

Figura 4.7— Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida em relacdo a
umidade (%) e massa de milheto (g).
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Figura 4.8 — Curva de contorno para a umidade (%) e massa de milheto (g)
objetivando a maxima atividade da fosfatase acida.
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Figura 4.9 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase 4cida em relagdo a
concentrac¢do de inoculo (g/L) e massa de milheto (g).
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Figura 4.10 — Curva de contorno para concentracao de inoculo (g/L) e massa de
milheto (g) objetivando a maxima atividade da fosfatase acida.
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Figura 4.11 — Superficie de resposta para atividade da fosfatase acida em relagdo a
concentracao de inoculo (g/L) e umidade (%).
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Figura 4.12 — Curva de contorno para concentracao de inoculo (g/L) e umidade (%)
objetivando a maxima atividade da fosfatase acida.
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A partir da andlise das figuras acima, a maior atividade da fosfatase acida (ACPase) esta
associada a quantidades, relativamente altas, de massa de milheto e concentragdo de indculo,
sendo que a umidade para este fim, ndo apresenta uma boa influéncia. Quando as varidveis X1,
X2 e X3 estdo nestas faixas, a atividade da enzima atinge a concentragdo média de 36 U/mL,

tendo a maxima em 36,67 U/mL.

4.2.2 Avaliacido da concentracio da biomassa seca pelo DCC

A resposta da biomassa seca (g/L) foi analisada pelos dados da Tabela 4.4 e pelo
diagrama de Pareto mostrado na Figura 4.13 Apos a andlise estatistica tem-se a Equacdo

codificada, com 90% de confianga.

Biomassa (g.L™) = 9,635 + 0,406X, — 1,817X,% — 0,859X, — 1,154X,* + 0,401X; —
1,33972X5% — 0,5144X,X; (6.5)

O valor do coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,93, indicando que cerca de 93%
dos dados experimentais sao descritos pelo modelo proposto na Equagdo 6.5. O valor negativo
do coeficiente linear de X2 mostra que para maiores porcentagens de umidade diminui a

resposta da biomassa para este microrganismo. Tal fato pode ser observado na Tabela 4.4
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comparando os tratamentos 2 e 7, por exemplo. A varidvel de X1 possui o maior efeito nessa
equacao por possuir o maior coeficiente linear, ou seja, maiores concentragdes dela aumentam
a biomassa seca. Também, pode ser exemplificado comparando os resultados dos tratamentos

1 e 6, na Tabela 4.4.

Figura 4.13. Diagrama de Pareto em relag@o as varidveis estudadas para biomassa

scca.
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A Figura 4.14 mostra a distribui¢ao dos residuos em relacdo 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.

Figura 4.14 — Distribui¢ao dos residuos relativos a atividade de biomassa seca.
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A Figura 4.15 mostra a distribuicdo dos valores preditos em fung¢do aos valores
observados, nela € possivel observar a proximidade dos valores analisados com os preditos. Tal

fato indica que o modelo ¢ apropriado para as analises dos dados.

Figura 4.15 — Valores preditos em relacdo aos observados para resposta de biomassa

Scca.
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Na Tabela 4.6 ¢ possivel verificar a andlise de ANOVA para a biomassa seca, como o0s
valores da distribuicdo F de Fisher-Snedecor tabelado (FTab) foram menores do que os

calculados (FCalc), as regressdes sdo consideradas eficientes e podem representar o sistema.

Tabela 4.6 — ANOVA dos fatores e suas interagdes para biomassa seca.

a=10%
Fonte de  Somatério  Graus de Quadrado Falcutado Fiabelado(7,9)  p-valor
variacao dos liberdade médio ou
quadrados variancia
Regressdao  64,32843 7 9,189 18,751 2,505 1,09x10°
0,490
Residuos 4,41069 9
Total 68,73913 16

A partir dos resultados para a ANOVA da regressao foi possivel construir as superficies
de resposta e definir as regides Otimas. Nas Figuras 4.16, 4.17, 4.18, 4.19, 4.20 e 4.21, sdo

apresentadas as superficies de respostas e curvas de contorno para a resposta ACPase em fungao
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da massa de milheto (X1) e umidade (X2); massa de milheto (X1) e concentragdo de in6culo

(X3); e umidade (X2) e concentragdo de indculo (X3), respectivamente.

Figura 4.16 — Superficie de resposta para biomassa seca em relagdo a umidade (%) e
massa de milheto (g).
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Figura 4.17 — Curva de contorno para a umidade (%) e massa de milheto (g)
objetivando a maxima atividade de biomassa seca.
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Figura 4.18 — Superficie de resposta para biomassa seca em relagdo a indculo (g/L) e
massa de milheto (g).
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Figura 4.19 — Curva de contorno para a inoculo (g/L) e massa de milheto (g)
objetivando a maxima atividade de biomassa seca.
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Figura 4.20 — Superficie de resposta para biomassa seca em relagdo a indculo (g/L) e
umidade (%).
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Figura 4.21 — Curva de contorno para a inoculo (g/L) e umidade (%) objetivando a
maxima atividade de biomassa seca.
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A partir da andlise das figuras acima, a maior resposta para biomassa seca esta associada
a quantidades, relativamente altas, de massa de milheto e concentracao de inodculo, a umidade
para este fim, ndo apresenta uma boa influéncia. Quando as varidveis X1, X2 e X3 estdo nestas

faixas, a biomassa seca atinge a concentragao média de 9 g/L, tendo a maxima em 9,78 g/L.
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4.2.3 Analise conjunta das repostas da atividade da fosfatase acida (ACPase) e da
concentracio de biomassa

As superficies de resposta e as curvas de contorno para a atividade da fosfatase acida
(ACPase) indicaram que a regido que maximiza a producdo de fosfatase acida indicou massa
de milheto na faixa de 90g e 120g, umidade de 35% e 55% e concentragao de indculo de 2,5g/L
e 4,0 g/L.

J& para a concentracdo de biomassa a analise das superficies de reposta em conjunto
com as curvas de contorno indicaram que para a maximizacao da concentragdo de biomassa
deve estar entre massa de milheto de 90 g e 115 g, umidade de 25% e 55% e concentracdo de
in6culo de 2,5g/L e 4,0 g/L. Analisando a interse¢do das varidveis para as duas respostas
estudadas encontra-se massa de milheto 90 g e 115 g, umidade de 35% e 55% e concentragao
de indculo de 2,5g/L e 4,0 g/L.

A definicdo do ponto dentro das faixas selecionadas pela andlise da superficie de
resposta foi realizada utilizando-se a fun¢do desejabilidade pelo programa Statistica. Com a
desejabilidade foi possivel determinar a condi¢do que otimizava simultaneamente a atividade
da fosfatase acida (ACPase) e da concentragdo de biomassa considerando a influéncia conjunta
das trés varidveis independentes avaliadas, massa de milheto, umidade e concentragdo de

in6culo, conforme mostrado pela Figura 4.22.

Figura 4.22. Perfis da funcdo desejabilidade para maximizacao simultanea das repostas
atividade da fosfatase dcida (ACPase) e da concentragdo de biomassa.
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De acordo com a Figura 4.22 os trés perfis da parte superior sdo relativos a variagao da
concentragcdo da biomassa com cada fator. Os trés perfis do meio sdo relativos a varia¢ao da
atividade da fosfatase acida (ACPase). O quarto perfil de cada uma dessas linhas apresenta a
faixa de desejabilidade aceitavel para a maximizagado de cada resposta (0 < di < 1). Os trés perfis
da parte inferior mostram a desejabilidade global, com valor 0,987. Esse resultado revela um
alto nivel de confiabilidade para a aplicacdo desse método de otimizagdo simultanea, realizado
a partir dos resultados experimentais, pois o seu objetivo ¢ de que a desejabilidade fique o mais
proximo da unidade.

Dessa forma, as condi¢des descodificadas que simultaneamente otimizam as duas
respostas sao 100g para massa de milheto, 50% umidade e 3g/L para a concentragdo de indculo.
Esses valores estdo de acordo com as analises feitas para as faixas 6timas em relagdo massa de
milheto, umidade e concentragdo de inoculo, com base nos resultados obtidos com as

superficies de resposta e curvas de contorno das Figuras 4.8 a 4.13 e das Figuras 4.17 a 4.22.

4.2.4 Validacao do modelo nas condi¢coes otimizadas
Apos a determinagdo desta condicdo 6tima (50% umidade; 100 g massa de milheto; 3
g/L de inoculo), ela foi reproduzida experimentalmente, e os resultados sdo mostrados na

Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Resultados obtidos para fermentagdo solida com cultivo com 4gua destilada e

extracdo enzimatica com Tween 80, utilizando o substrato milheto.

FES — Cultivo com 4gua destilada e extragdo enzimatica com Tween 80 utilizando milheto

Tempo Umidade Biomassa pH Fosfatase 4cida (U/mL)
(dias) (%) (/L)

0 50 3,00 4,00 0,00

3 50 2.58 4,01 13,06

5 50 3,80 4,05 18,90

7 50 6,22 4,00 24,63

9 50 9.27 4,06 36,09

A partir dos resultados obtidos verificamos maxima producdo de fosfatase acida de
36,09 U/mL e biomassa 9,27 g/L onde o pH se manteve constante e 4cido em torno de 4. Todos
os resultados corroboram com os resultados de producao de fosfatase acida obtidos na literatura

e que foram ja discutidos nesse trabalho.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obteve-se as seguintes conclusdes:

* Os testes preliminares foram fundamentais para definir os meios de cultivo especificos
para producdo da fosfatase acida. Os melhores resultados foram para o método de cultivo com
agua destilada estéril e extragdo com Tween 80, condigdes selecionadas para Delineamento
Composto Central. Nessa etapa foi possivel verificar o potencial de produgao enzimatica de

Trichoderma harzianum.

* Com o Delineamento Composto Central foi possivel desenvolver equagdes de
atividade da fosfatase 4cida (U/mL) e biomassa para o microrganismo 7richoderma harzianum

usando 3 parametros que sdo: massa de milheto (g), concentragdo celular (g/L) e umidade (%).

* O substrato milheto utilizado na fermentagao em estado solido promoveu uma
producdo de fosfatase acida de 36 U/mL e biomassa de 9,00 g/L, nas condi¢gdes 100 g para
massa de milheto, 50% de umidade e 3 g/L para concentragdo de indculo demonstrando seu

grande potencial de aplicagdo.
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6 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar técnicas de extracao e purificagdo das ACPases produzidas por FES;
e FEstudar a razdo massa/volume de solvente;

e Aplicar as ACPases produzidas pelo fungo Trichoderma harzianum no
crescimento de raizes, como por exemplo Arabidopsis;

e [Estudar a fermentacgdo sélida ndo estatica (reatores com agitacdo e aeragao
forcada);

e Reciclar fosforo de materiais organicos.
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APENDICE 1

Curva de calibragdo para Fosfatase Acida (ACPase)

Para construgdo da curva foi comprada um fosfatase acida de trigo germinado da empresa
Sigma AldrichTM e utilizada a metodologia descrita na se¢ao 3.9

Curva de calibragio para atividade fosfatase acida Y~ 25;%7 g’;é 223602

®  Sériel

......... Linear (Sériel)

Atividade Enzimatica (U/mL)
®

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Absorbancia
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