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RESUMO

Uma fonte de grande potencial biotecnoldgico para a producdo de
enzimas sdo 0s microrganismos endofiticos. Estes microrganismos sao
capazes de produzir grande variedade de enzimas, dentre elas a fitase, que é
responsavel pela hidrélise do fitato. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de fungos endofiticos dos manguezais do estado de Sdo Paulo para a
produgéo de fitase. Inicialmente foi realizada uma selecdo qualitativa de 33
isolados com meio diferencial PSM (Phytase Screening Medium), e uma
segunda selecdo quantitativa, em que os fungos pré-selecionados foram
submetidos a fermentacdo em estado sdlido (FES) para producdo de fitase.
Dentre os isolados avaliados, selecionou-se o fungo Aspergillus awamori 9(4),
tendo este apresentado atividade de fitase de 43,98 U/100g quando submetido
a cultivo FES por 72 h com farelo de soja como substrato. A fim de melhorar a
producdo de fitase, avaliou-se o uso de farelo de trigo como substrato,
atingindo assim atividade de 82,77 U/100g, sob as mesmas condi¢cbes de
cultivo. Avaliou-se também o uso de KH2PO4 como indutor na produgédo de
fitase e 0 uso de dialise para a remocao de ions interferentes do extrato bruto
na atividade de fitase. Para os experimentos realizados sem o indutor, a dialise
do extrato resultou em atividades de 85,42 U/100g com farelo de soja e 55,44
U/100g com farelo de trigo. Ja para os experimentos de cultivo com o indutor e
em seguida dialisados resultaram em atividades de 132,35 U/100g com farelo
de soja e 115,52 U/100g com farelo de trigo, indicando que o efeito do indutor é
positivo na producdo de fitases e que a dialise € importante para a atividade
enzimatica. Esses resultados indicam que o fungo endofitico do manguezal do
Estado de S&do Paulo é promissor para a producdo da enzima fitase, sendo

inédito o uso de micro-organismos endofiticos para a producéo desta enzima.

Palavras-chave: bioprospeccédo, endofitos, fermentacdo em estado solido,
fitase.
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ABSTRACT

A source of great biotechnological potential for the production of
enzymes are endophytic microorganisms. These microorganisms are capable
of producing a wide variety of enzymes, among them phytase, which is
responsible for phytate hydrolysis. The objective of this work was to evaluate
the potential of endophytic fungi of the mangroves of the state of Sdo Paulo for
phytase production. Initially, a qualitative selection of 33 isolates with PSM
(Phytase Screening Medium) and a second quantitative selection was carried
out, in which the preselected fungi were submitted to solid state fermentation
(SSF) for phytase production. Among the isolates evaluated, the fungus
Aspergillus awamori 9(4) was selected, which presented phytase activity of
43.98 U/100g when submitted to SSF culture for 72 h with soybean meal as
substrate. In order to improve phytase production, the use of wheat bran as
substrate was evaluated, reaching an activity of 82.77 U/100g, under the same
conditions of cultivation. The use of KH2POs4 as an inducer in phytase
production and the use of dialysis for the removal of interfering ions from the
crude extract in phytase activity were also evaluated. For the experiments
performed without the inducer, the dialysis of the extract resulted in activities of
85.42 U/100g with soybean meal and 55.44 U/100g with wheat bran. For the
experiments of cultivation with the inductor and then dialysed resulted in
activities of 132.35 U/100g with soybean meal and 115.52 U/100g with wheat
bran, indicating that the effect of the inducer is positive in the production of
Phytase and that dialysis is important for enzyme activity. These results indicate
that the endophytic fungus of the mangrove of the State of Sdo Paulo is
promising for the production of phytase enzyme, being unpublished the use of

endophytic micro-organisms for the production of this enzyme.

Key words: Bioprospecting, endophytes, phytase, solid state fermentation.



12
INTRODUCAO

Varios produtos de interesse econbmico, como acidos organicos,
ésteres, biocombustiveis, antibiéticos, vitaminas, aromas, proteinas e enzimas,
podem ser obtidos a partir de processos que utilizam micro-organismos. A
grande motivacao para o uso de enzimas deve-se principalmente a reducao do
consumo energeético do processo, pois enzimas atuam em condi¢cdes brandas
de temperatura e pressao, e a reducdo dos custos na etapa de purificacdo do
produto final, pois, devido a alta seletividade e especificidade das enzimas, a
formacao de subprodutos indesejaveis € reduzida (VESCOVI, 2012; NELSON e
COX, 2014). Fungos filamentosos sdo as principais fontes de enzimas
industriais devido a sua excelente capacidade de producdo de proteinas
extracelulares (CORREA et al., 2014).

Uma fonte de grande potencial biotecnolégico sdo 0s micro-organismos
endofiticos, sendo os mesmos definidos por bactérias ou fungos que colonizam
o interior de tecidos de plantas, sem apresentar efeito fitopatogénico no
hospedeiro (OWEN e HUNDLEY, 2004), ocorrendo assim uma associagio
simbidtica. Varios autores tém estudado o potencial biotecnoldégico de fungos
endofiticos, desde o controle de pragas (PAZ et al., 2007; MENDES et al.,
2007), producdo de substancias antitumorais (STIERLE et al.,, 1993), a
producdo de enzimas como amilases, lipases e proteases (CORREA et al.,
2014; AZEVEDO, 2014; LACAVA e AZEVEDO, 2014).

Sebastianes et al. (2013) relatam a diversidade de fungos endofiticos do
manguezal do estado de Sao Paulo, nas cidades de Bertioga e Cananéia,
sendo as espécies de mangue Rhizophora mangle, Avicennia nitida,
Laguncularia racemosa em que foram isolados os fungos. Os manguezais
cobrem aproximadamente 60 a 70% da costa tropical e subtropical do mundo.
O termo manguezal se refere tanto as plantas como a comunidade associada,
sendo esta Ultima composta por bactérias, fungos, microalgas, passaros e
mamiferos (SEBASTIANES, 2010; SEBASTIANES et al. 2013). O Mangue €
adaptado ao ambiente de alta salinidade, inundacdes das marés, ventos, altas
temperaturas e solo anaerébico, assim como 0S micro-organismos associados,
proporcionando novas areas de exploracdo do potencial biotecnologico
(GOPAL e CHAUNHAN, 2006). A producao de hidrolases, como por exemplo
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celulases, xilanases, lipases, lacases e fosfatases, por fungos endofiticos
representa um tema bastante explorado por pesquisadores (PETRINI et al.,
1992; CADWELL et al., 2000; SUNITHA, V. H. et al., 2013; SIDHU et al., 2014;
KHAN et al., 2016).

Dentre as hidrolases provenientes de fungos endofiticos, ndo foram
encontrados relatos na literatura sobre a enzima fitase, destacando a
importancia deste estudo. As fitases (mio-inositol hexaquisfosfato fosfatases,
E.C. 3.1.3.8) catalisam a hidrdlise de acido fitico e seus sais, que geralmente
produzem inositol, mio-inositol monofosfato e fosfato inorganico (MULLANEY et
al., 2000). Dentre as aplicacfes das fitases destaca-se 0 uso em racao animal
e na alimentacdo humana, realcando o potencial de aplicacdo na industria
destas enzimas.

As fitases sdo produzidas por diversos micro-organismos, como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, destacando-se os fungos dos
géneros Aspergillus, Mucor, Penicillum, Rhizopus, Thermomyces e
Trichoderma, , (GARGOVA et al., 1997; VATS e BANERJEE, 2004; GREINER
e KONIETZNY, 2006; SATO et al.,, 2014), as leveduras do género Candida,
Pichia, Geotrichum, Saccharomyces e Zigosaccharomyces (OLSTORPE et al.,
2009, YINNGUO et al., 2009) e as bactérias do género Bacillus, Burkholderia,
Pseudomonas e Streptomyces (GREINER e KONIETZNY, 2006; GHORBANI-
NASRABADI et al.,, 2012; YU e CHEN, 2013). Com a evolugdo da biologia
molecular, os genes de algumas fitases fungicas tém sido clonados e
expressos em micro-organismos como Escherichia coli, Pichia pastoris e
Aspergillus niger (SUNITHA, K. et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000). Dentre
estes micro-organismos produtores, os fungos se destacam como fontes de
fitase, pois esses geralmente produzem enzimas extracelulares, o que facilita a
recuperacdo da enzima a partir do meio de fermentacao e produgdo em massa.
Os fungos filamentosos de maior interesse industrial incluem espécies de
Aspergillus sp., como A. awamori, A. niger, A. oryzae e A. nidulans (VAN DER
HOMBERGH et al., 1997).

O acido fitico ou fitato € a maior forma de estoque de fosforo na maioria
das plantas, gréos de cereais e sementes oleaginosas (PANDEY et al., 2001),
apresentando seis grupamentos fosfato em sua cadeia carbonica. Nos

alimentos, sob condicbes normais, encontra-se carregado negativamente,



14

apresentando a habilidade de formar quelatos com cétions, como célcio,
magneésio, ferro e zinco (GAIND e SINGH, 2015) e pode formar complexos com
outras proteinas e enzimas, como a amilase, influenciando negativamente na
digestdo de nutrientes (THOMPSON e YOON, 1984). Portanto, pode ser
considerado como um fator antinutricional, uma vez que animais
monogastricos, como por exemplo suinos, aves e peixes, ndo sao capazes de
degrada-lo, interferindo na absorcéo de nutrientes. Assim, as fitases destacam-
se na aplicagao na producgédo de racdo animal, uma vez que hidrolisando o fitato
ndo havera a formagdo de quelatos com céations e complexos com outras
proteinas e enzimas.

A producédo de fitase pode ser feita por diferentes processos de cultivo
microbiano. A fermentacdo submersa (FSm) € o processo de cultivo que ocorre
em um meio nutritivo liquido, diferentemente da fermentacdo em estado sélido
(FES). A fermentacédo em estado solido (FES) é, por definicdo, um processo de
cultivo que ocorre sobre uma matriz sélida possuindo umidade suficiente para o
crescimento do micro-organismo e para manter seu metabolismo, sendo a
matriz uma fonte de nutrientes ou simplesmente um suporte impregnado com
0S nutrientes, tornando-se economicamente atrativa a utilizacdo de residuos
agroindustriais (SINGHANIA et al., 2009).

Devido a grande diversidade de micro-organismos produtores de
enzimas e a deficiéncia de estudos de micro-organismos endofiticos produtores
de fitases, este trabalho torna-se importante para a exploracdo do grande
potencial de producdo de enzimas por fungos endofiticos do manguezal do

Estado de Sao Paulo.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Enzimas de Importancia Industrial

O homem faz uso de enzimas desde o inicio da civilizagdo. Importantes
atividades humanas em comunidades primitivas, como a producdo de certos
tipos de alimentos e bebidas e o curtimento de peles para a producéo de couro
para vestuario envolveu a utilizagdo de atividades enzimaticas, mesmo que
levadas a cabo de maneira inconsciente (POLAINA e MACCABE 2007).
Embora as enzimas tenham sido exploradas desde os tempo remotos, a sua
demanda aumentou tremendamente nos ultimos anos (PANESAR et al. 2016).
A maior parte do custo de producdo de enzimas microbianas industriais se
deve ao processo de cultivo e ao meio de cultivo a ser utilizado. Assim, para
minimizar os custos de producédo e atender a demanda e aos desafios em
escala industrial, uma grande variedade de micro-organismos e de substratos
agroindustriais baratos tem sido testadas a fim de garantir uma producéo
econdmica de importantes enzimas industriais (HOELKER et al. 2004,
FLORENCIO et al. 2015, SILVEIRA, E. A. et al. 2016). Dentre as enzimas
estudadas, destacam-se lipases, endoglucanases, xilanases, lacases, amilases
e fitases (GREINER e FAROUK, 2007; SINGH e MUKHOPADHYAY, 2012;
PIROTA et al., 2013; PIROTA et al., 2016).

A enzima fitase tem sua importancia industrial devido a aplicacdo em
racdo animal e na alimentacdo humana, hidrolisando o fitato e aumentando a
biodisponibilidade de fosfato. Assim, torna-se relevante o estudo da producao

desta enzima.

1.2Fitase

A enzima fitase tem seu primeiro estudo em 1907 pelos autores Suzuki e
colaboradores, no qual descreveram a extracdo desta enzima do arroz, e a
primeira fitase produzida comercialmente em 1994 (MULLANEY, 2000). A
fitase catalisa a liberacdo do fosfato do fitato (mio-inositol hexaquisfosfato)
formando sequencialmente, mio-inositol pentaquis-, tetraquis-, tris-, bis-, e

mono-fosfatos, assim como fosfato inorganico (Vats e Banerjee, 2004). Na
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Figura 1 tem-se a reacdo de hidrolise do fitato gerando como produtos o

inositol e 6 moléculas de fosfatos.

Figura 1. Reacdo de hidrdlise do fitato pela enzima fitase.

. H
Fitase ‘o HO '
— | 3
H,0 HO~ OH + 6 PO,
HO
Fitato Inositol

Fonte. Adaptado de MITTAL et al., 2011.

Caracterizacdes bioquimicas estimam que fitases tem peso molecular
entre 35 e 700 kDa dependendo do micro-organismo (KUMAR et al., 2015).
Zuo et al. (2010) relatam fitase de Aspergillus ficuum expressa em
Lactobacillus casei apresenta peso molecular de 39,2 kDa. Ullah e Cummins
(1987) determinaram a massa molecular da fitase de Aspergillus ficcum por
analise de filtracdo em gel, obtendo uma massa molecular de 130 kDa.

Fitato ou acido fitico é constituido por 6 grupamentos fosfatos ligados a
molécula de seis atomos de carbonos (Figura 2) e apresenta varias funcdes
fisiol6égicas importantes para as plantas durante o seu ciclo de vida, incluindo o
armazenamento de fésforo e cations que fornecem a matéria-prima para a
formacdo das paredes celulares, ap6s a germinacdo da semente (SATO,
2014).
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Figura 2. Estrutura do &cido fitico.

Fonte. FARIA et al., 2006.

Nos alimentos, sob condigbes naturais, o &cido fitico encontra-se
carregado negativamente, o que lhe confere alto potencial para complexar com
moléculas carregadas positivamente, como cations (Zn*?, Fe*?, Fe*3, Mg*? e
Ca*?) e proteinas, influenciando negativamente na digestdo de nutrientes,
sendo assim um fator antinutricional (Figura 3) (RAVINDRAN et al., 1999;
COWIESON et al., 2006).

Figura 3. llustracdo do complexo formado pela molécula de fitato com proteinas
e cétions

amido

Proteina-CH2-NH™

'\

0P-0 . J
f-'-'_ "'\- z
[z 3'
t\__n_ HO3P-0 /h H
.
o- F'DJH
amide *

Proteina-C HZ-CCIC.I-

Fonte. MACHADO et al., 2014.

As fitases podem ser classificadas de acordo com seu pH 6timo. As
fitases acidas sdo as enzimas degradantes de fitatos com um pH 6timo em
torno de 5,0 e as fitases alcalinas sdo enzimas degradantes de fitatos com um
pH 6timo em torno de 8,0 (KONIETZNY e GREINER, 2002). E, segundo a
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Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), em consulta
com a IUPAC-IUB, Comissdo Mista em Nomenclatura Bioquimica (JCBN), as
fitases podem ser classificadas de acordo com a forma que iniciam a
desfosforilacdo do é&cido fitico em diferentes posicdes no anel de inositol.
Listam-se trés classes:

a) 3-fitase (EC 3.1.3.8): mio-inositol hexaquis fosfato-3-fosfohidrolase,
hidrolisa a ligacdo éster na terceira posicdo de mio-inositolhexaquisfosfato em
mio-inositol-1,2,4,5,6-pentaquisfosfato e ortofosfato.

b) 5-fitase (EC 3.1.3.72): mio-inositol hexaquis fosfato-5-fosfohidrolase,
hidrolisa a ligacdo éster na quinta posicdo do mio-inositolhexaquisfosfato em
mio-inositol-1,2,3,4,6-pentaquisfosfato e ortofosfato.

c) 6-fitase (EC 3.1.3.26): mio-inositol hexaquis fosfato-6-fosfohidrolase,
hidrolisa a ligacdo éster na sexta posicdo do mio-inositolhexaquisfosfato em

mio-inositol-1,2,3,4,5-pentaquisfosfato e ortofosfato.

O fitato € fator antinutricional para animais monogéstricos, como por
exemplo suinos, aves e peixes, que nao sao capazes de degrada-lo, e interfere
na absorcdo de nutrientes. Estudo com aves revelam que a utilizacao de fitase
nas racdes aumentam o ganho de peso e melhoram a conversao alimentar nas
fases pré-inicial, de 1 a 7 dias de idade (PERNEY et al., 1993; BROZ et al.,
1994; LEDOUX et al., 1998; ZHANG, Z. B. et al., 1998; NAMKUNG e LEESON,
1999, TEJEDOR et al.,, 2001), e na fase inicial, de 8 a 21 dias. Sendo a
conversdo alimentar o indice que mede a taxa de consumo de racdo em um
dado periodo de tempo pelo ganho de peso neste mesmo periodo de tempo.

Outro ponto importante a se considerar é a suplementacao de fosforo (P)
em racdo para peixes pode ser um problema para 0 meio ambiente, visto que
concentracbes excessivas de P sédo a causa mais comum de eutrofizagdo de
rios, lagos e reservatorios (CORRELL, 1999). Autores mostram que a
suplementacdo com fitase converte o quelato P-fitato tornando o P disponivel
para o peixe, e reduzindo a utilizacdo de P como suplemento na racéo, e
assim, evitando o excesso deste nutriente nas aguas (CAIN e GARLING, 1995;
RODEHUTSCORD e PFEFFER, 1995).
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1.3Micro-organismos Produtores de Fitase

Fitase pode ser obtida de plantas, animais e micro-organismos, sendo
que a producdo de fitase por estes ultimos é mais promissora, devido sua
rapida reproducéo e alta produtividade. Varios autores relatam a producdo de
fitase por diversos micro-organismos. Na Tabela 1, tém-se exemplos de micro-
organismos produtores de fitase, o substrato utilizado na producéo e o modo de
cultivo. Nota-se que, para a producdo de fitase utilizando bactérias e fungos
leveduriformes, o modo de cultivo é preferencialmente a fermentacdo submersa
(FSm) e como substrato fontes de carbono simples, como glicose e maltose. Ja
para fungos filamentosos, o modo de cultivo mais utilizado € a fermentacdo em
estado sélido (FES), sendo que este tipo de cultivo reproduz o habitat natural
de fungos e como substratos sdo utilizados residuos agroindustriais como
farelo de trigo e farelo de arroz. Dentre os fungos filamentosos produtores de
fitase, destaca-se os fungos do género Aspergillus sp. Shieh e Ware (1968)
estudaram atividade de fitase em mais de 2000 micro-organismos isolados,
sendo que atividade extracelular de fitase foi observada em apenas 30, sempre

em fungos filamentosos, sendo 28 pertencentes ao género Aspergillus sp.
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Tabela 1. Informacdes da literatura sobre a relacdo de micro-organismos
produtores de fitase, modo de cultivo e substrato utilizado.

Micro- Cultivo Substrato Referéncia
organismo
Bacteria
Bacillus sp. FSm Maltose Choi et al. (1999)
Enterobacter sp. = FSm Meio complexo a = Yoon et al. (1996)
base de glicose
Escherichia coli FSm Meio complexo a | Sunitha, K. et al. (1999)
base de glicose
Lactobacillus FSm Glicose Sreeramulu et al. (1996)

amylovorus

Fungo leveduriforme

Arxula FSm Meio complexo a = Sano et al. (1999)
adeninivorans base de

glicose/galactose
Hansenula FSm Glicose Mayer et al. (1999)
polymorpha
Schwanniomyces | FSm Farelo de trigo, Segueilha et al. (1993)
castellii farinha de

algodao
Fungo
A. ficuum FES Farelo de Canola | Ebune et al. (1995)
A. niger Fsm/FES | Farelo de Trigo Papagianni et al. (1999)
A. niger FES Farelo de Trigo Gupta et al. (2014)
A. niger FES Farelo de arroz Lima et al. (2014)
A. oryzae FES Farelo de arroz Lima et al. (2014)
Rhizomucor FES Farelo de Trigo Chadha et al. (2004)
pusillus
Aspergillus sp. FSm Amido Lee et al. (2005)
L117
Aspergillus sp. FSm Amido Gargova et al. (1997)
307
Rhizopus FSm Farinha de Sato (2014)
microsporus var. centeio (meio
microsporus Khanna)
Penicillium FES Espiga de Awad et al. (2014)
purpurogenum milho:farelo de

milho (1:1)
Hypocrea lixii FES Cevada Thyagarajan et al. (2014)
SURTO1
Hypocrea lixii FSm Amido Thyagarajan et al. (2014)
SURTO1

Adaptado de Pandey et al. (2001)
Fsm. Fermentacdo Submersa
FES. Fermentagcdo em Estado Soélido
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1.4Fermentacdo em Estado Soélido (FES)

A fermentacdo em estado solido (FES) € definida como um cultivo que
envolve uma matriz solida e é realizado em auséncia ou quase auséncia de
adgua néo absorvida pela matriz. A matriz solida pode ser a fonte de nutrientes
ou simplesmente impregnada pelos nutrientes adequados que permitem o
desenvolvimento dos micro-organismos. A FES reproduz o habitat natural do
fungo filamentoso, apresentando vantagem na producao de enzimas, e assim,
aumentando a produtividade em comparacdo com a fermentacdo submersa.
Além disso, as enzimas produzidas por FES sdo menos suscetiveis a
problemas de inibicdo por substrato e sdo mais estaveis em relacdo as
mudancas de temperatura ou pH (ACUNA-ARGUELLES et al., 1995; SAQIB et
al., 2010). No entanto, apesar destas vantagens, a aplicacdo de FES nos
processos industriais foi atrasada devido as dificuldades envolvidas no
monitoramento e controle dos varios parametros do processo. Enquanto em
FSm o meio pode ser considerado homogéneo, em FES, a existéncia de
gradientes de umidade e temperatura pode afetar negativamente a producéo
de metabdlitos. Por esta razdo, a maioria dos processos de producdo de
enzimas industriais em grande escala utilizam atualmente FSm (SINGHANIA et
al., 2010).

Além de utilizar os residuos agricolas de baixo custo, a FES aumenta a
viabilidade econbmica do processo e, também, resolve o problema de sua
eliminacdo, que de outra forma causaria poluicdo (SINGHANIA et al., 2009). A
eficiéncia de producdo de enzima por FES é dependente tanto do micro-
organismo utilizado como de fatores como temperatura, pH, umidade e

substrato.

1.4.1 Temperatura

O crescimento do micro-organismo se da com a liberagcdo de calor no
meio. Com 0 aumento excessivo da temperatura as proteinas podem ser
desnaturadas, perdendo sua funcdo. O cultivo em FES ocorre na auséncia ou
guase auséncia de agua nao absorvida pela matriz. Assim, é dificil de dissipar

o calor produzido durante o processo, podendo causar problemas na producéo
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de enzima. Por outro lado, em baixas temperaturas, os micro-organismos nao
se desenvolvem, mantendo o metabolismo baixo, acarretando em baixa
producdo de enzimas e produtos secundarios.

A caracterizagdo de cada micro-organismo em particular, em termos da
influéncia da temperatura na cinética de crescimento e formagéo do produto, é
essencial para o desenvolvimento de bioprocessos em FES (FARINAS et al.,
2014).

1.4.2 pH

A atividade enzimatica é fortemente influenciada pelo pH, uma vez que os
sitios ativos de enzimas sdo constituido de grupos ibnicos carregados. A
mudanca de pH pode alterar a conformacéo da enzima, afetando sua funcéo e,
consequentemente, sua atividade. Dito isto, o pH do meio de cultivo é essencial
para o desenvolvimento do micro-organismo e, conseguentemente, para a
producgéo de enzimas.

Como tentativa de amenizar o efeito de uma variacdo brusca do pH,
utilizam-se substratos com boa capacidade tamponante ou a adicdo de
solugcbes-tampéo durante a etapa de umidificacdo do substrato (DEL BIANCHI
et al., 2001).

1.4.3 Umidade

A umidade do meio de cultivo € um dos principais fatores que influencia
na FES. O substrato com a umidade adequada devera apresentar condicfes
para que haja transferéncia de nutrientes e oxigénio para o fungo. Portanto, um
alto teor de umidade diminui as trocas gasosas, enquanto um baixo teor de
umidade prejudica o crescimento do micro-organismo em questdo
(RAGHAVARAO et al., 2003; OLIVEIRA JR, 2014).
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1.4.4 Substrato

Uma das grandes vantagens de se fazer um cultivo em FES é a
possibilidade de usar como substrato os residuos agroindustriais, que sao
geralmente produzidos em grande quantidade pelas industrias, favorecendo o
meio ambiente, e ndo apresentam grande valor de mercado, como por exemplo
o farelo de trigo, farelo de soja, bagaco de cana-de-acucar etc. (RAIMBAULT,
1998; FLORENCIO et al., 2015).

Essa matriz sélida pode ser ou a fonte de nutrientes ou simplesmente um
suporte impregnado pelos nutrientes apropriados que permitem 0

desenvolvimento dos micro-organismos (SINGHANIA et al., 2009).

1.5Producéao de Fitase por FES

A fermentacdo em estado solido tem sido empregada na producdo de
fitase por varios autores e, com isso, varias metodologias de producédo e
andlise sado utilizadas. A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de producéo de
fitase por cultivo em fermentacdo em estado sdlido da literatura, ilustrando a
diversidade de substratos utilizados, a temperatura de cultivo, pH, umidade
inicial do substrato, tempo de cultivo e a atividade de fitase sob essas
condicgdes.



24

Tabela 2. Exemplos na literatura ilustrando a diversidade de condi¢cfes de cultivo para
a producao de fitase por fungos filamentosos.

Substrato Temperatura pH Umidade Tempo Atividade Referéncia
(°C) inicial (h) (U/g)
Aspgrgillus Fare_lo de 30 45 66% 120 1121 Gupta et al.
niger Trigo ' ' 2014
. Farelo de « 0 Lima et al.
A. niger arroz 30 75% 36 41,1 2014
Farelo de « 0 Lima et al.
A. oryzae arroz 30 75% 96 36,9 2014
Rhizomucor Farelo de 0 Chadha et al.,
pusillus Trigo 50 6.0 66% 48 7,05 2004
Penicillium Farelo de
purpurogenum milho:corncob 27 8,0 66% 120 444 g‘(\;\/ﬁj etal.,
GE1 (1:1)
Farelo de
A niger tngoierareIo Gunashree e
Ci:R3935 arroz-Torta 30 7,0 60% 120 76 Venkateswaran
de amendoim (2015)
(2:1:1)
Farelo de
A ficuum trlgoierareIo Gunashree e
'SG AOL arroz:Torta 30 7,0 60% 120 51 Venkateswaran
de amendoim (2015)
(2:1:1)
Torta de 0 Gaind e Singh
mostarda
A. flavus d 30 6,0 58% 96 90,7 (2015)

*nao informado pelo autor.

Gunashree e Venkateswaran (2015) utilizaram como substrato mistura de
farelo de trigo, farelo de arroz e torta de amendoim (2:1:1) conseguindo
atividades de fitase de 76 U/g para A. niger CFR335 e 51 U/g para A. ficuum
SGAO01, com 120 horas de cultivo em frascos a 30 °C e 60% de umidade inicial
do substrato, solugéo para umidificar contendo: 1% m/v de sacarose, 0,5% m/v
de extrato de levedura, 0,005% m/v dos sais NaCl, MgCl2, MnSQO4, CuSOQOa,
ZnS0O4 e CaClz, 0,010% m/v do sal FeSO4 e como indutor 0,015% m/v de
NaH2PO4 e pH 7,0.

Gaind e Singh (2015) utilizaram torta de mostarda como substrato,
conseguindo atividades de aproximadamente 90 U/g, para A. flavus, com 96
horas de cultivo em frascos a 30°C e 58% de umidade inicial do substrato,
solugéo para umidificar contendo: 0,5% de NOsNHa4, 0,1% de MgSOa4 e 0,1% de
NaCl e pH 6,0.
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Chadha et al. (2004) relatam atividade fitasica de 705 U/100g para
Rhizomucur pusillus com farelo de trigo de substrato, 5 g de substrato e 10 mL
de meio para umidificar, contendo 0,1% de asparigina, 0,3% de infusdo de
milho, 0.05% de KCI, 0.05% de MgS04, 0.001% de FeS0O4, 0.001% de MnSO4
pH 6,0 a 50°C e 48 horas de cultivo.

Gunashree e Venkateswaran (2015) quantificaram o fosfato liberado no
meio para a atividade de fitase utilizando a mistura de acetona, 5 mol/L H2SO4
e 10mM molibdato de ambnio (2:1:1 v/v/v), em seguida adicionando 1M &cido
citrico e realizando a leitura em espectrofotdmetro a 355 nm. Gaind e Singh
(2015), utilizaram a solucao de reagente heptamolibdato de aménio/vanadato
de amoénio para a quantificacdo de fosfatos, realizando a leitura a 415 nm. Ja
Chadha et al. (2004), quantificaram o fosfato utilizando a solug&o de 0,76 mol/L
H2S04, 2,5% &cido ascorbico e 0,06% molibdato de aménio, e ap6s 20 min a

50°C a leitura foi realizada em espectrofotometro a 820 nm.

1.6Micro-organismos Endofiticos

Segundo Mendes e Azevedo (2007), define-se como micro-organismo
endofitico todo aquele que pode ou ndo crescer em meio de cultura, ou seja,
cultivavel ou nao, e que habita o interior de tecidos e 6rgdos vegetais sem
causar prejuizos ao seu hospedeiro. Tais micro-organismos podem ser
divididos em dois tipos: Tipo I, os que ndo produzem estruturas externas a
planta; e Tipo 2, os que produzem estruturas externas a planta.

Estima-se que somente 1% das espécies de bactérias e menos de 7%
das espécies de fungos sejam conhecidas no mundo (HAWKSWORTH, 1991;
GUNATILAKA, 2006), o que sugere que exista um grande potencial de
pesquisa para esses grupos de micro-organismos. Dentre as pesquisas
realizadas sobre micro-organismos endofiticos, tem-se o uso para controle
biologico (LACAVA e AZEVEDO, 2013; FENG TIAN et al., 2014; PARK et al.,
2015; XIANG et al., 2016; PALAZZINI et al., 2016;), producdo de moléculas
bioativas, como antibidticos (SEBASTIANES 2012a, 2012b; TRAPP et al.,
2015; REZGUI et al., 2016;) e antitumorais (GARYALI et al, 2014; NICOLETTI
e FIORENTINO, 2015), producédo de hidrocarbonetos (SHAW et al., 2015) e
producdo de enzimas (PETRINI et al., 1992; CADWELL et al., 2000; SUNITHA,
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V. H. et al., 2013; SIDHU et al., 2014; KHAN et al., 2016;). Dentre as enzimas
estudadas, tem-se as amilases, lipases, lacases, fosfatases e endoglucanases.

Segundo Correa et al. (2014), fungos filamentosos sdo as principais
fontes de enzimas industriais devido a sua excelente capacidade de producao
de proteinas extracelulares. Sendo assim, fungos endofiticos tornam-se

interessante fonte de pesquisa e producao de biomoléculas.

1.7Fungos Endofiticos de Manguezais

Os manguezais sdo um bioma costeiro tropical que esta localizado na
zona de transicao entre a terra e 0 mar, onde a vegetacao é dominada por um
grupo particular de espécies de plantas (ZHOU et al., 2006). Embora o
ecossistema de mangue seja rico em diversidade microbiana, menos de 5%
das espécies presentes foram descritas; em muitos casos, nem seu papel
ecologico nem seu potencial biotecnolégico sdo conhecidos (THATOI et al.,
2013).

Bioprospecgdo de produtos de interesse com fungos endofiticos de
mangues tem sido realizada no mundo. Na China pesquisadores produziram
alcaloides, derivados de altenusin, inibidores da fosfatase MptpB de
Mycobacterium tuberculosis de fungos endofiticos de mangue (LI et al., 2013;
LIU, Y. et al., 2016; LIU, Z. et al., 2016; CUI et al., 2017). Sebastianes et al.
(2012b) relatam a producdo de &acido 3-hidroxipropindico, um agente
antibacteriano, proveniente de uma linhagem fungica endofitica do género
Diaporthe phaseolorum; isolada de manguezal do estado de S&o Paulo.

O mangue apresenta uma grande biodiversidade de espécies, tanto
vegetal e animal como de micro-organismos. Sebastianes et al. (2013) relatam
a biodiversidade de fungos endofiticos do mangue do estado de Sdo Paulo.
Segundo Gopal e Chaunhan (2006), os micro-organismos associados ao
mangue sao adaptados ao ambiente de alta salinidade, inundacdes das mareés,
ventos, altas temperaturas e solo anaerobico, 0 que proporciona grandes areas

de exploracéo do potencial biotecnoldgico.
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2 OBJETIVOS

2.20bjetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de fitase a partir de
linhagens endofiticas de fungos isolados de manguezais dos municipios de
Bertioga e Cananéia no estado de S&o Paulo; utilizando o cultivo por

fermentacdo em estado sélido (FES).

2.30bjetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral; os objetivos especificos foram:

e Realizar a bioprospeccdo de fungos endofiticos para producdo de
fitase utilizando a metodologia de selecao em placas;

e Validar os resultados da selecdo em placa por meio do cultivo por
fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando farelo de soja como
substrato;

e Avaliar o efeito do substrato na producédo de fitase por FES utilizando
farelo de trigo;

e Avaliar o efeito do indutor KH2PO4 na producéo de fitase por FES;

e Avaliar o efeito da didlise na atividade de fitase.

3 Materiais e Métodos

3.1 Selecao para Fitase

Um total de 33 linhagens de fungos endofiticos isolados de manguezais
(SEBASTIANES, 2010; SEBASTIANES 2013) e depositados na colecédo de
culturas microbianas do Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas — LaMiB,
Departamento de Morfologia e Patologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da UFSCar, foram submetidos a selecdo em placas para se observar a
formacéo de halo incolor de hidrélise, indicando assim a hidrdlise do fitato pelas

colénias fungicas produtores de fitase. As linhagens foram inoculadas em meio
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PSM (“Phytate Screening Medium”), segundo Howson e Davis (1983)
modificado, a 30°C, por 72 horas. Apés este periodo, mediu-se o diametro da
colénia e o diametro do halo de hidrolise. O PSM modificado é constituido de:
Fitato de Sodio (5 g/L), Sacarose (10 g/L), Triptona (3 g/L), extrato de levedura
(2 g/L), (NH4)2S04 (2 g/L), KCI (0,5 g/L), MgS0O4.7H20 (1 g/L), MnSO4.H20
(0,01 g/L), FeS04.7H20 (0,018 g/L), CaCl2.2H20 (7 g/L), Triton X100 (1 ml/L) e
agar (15 g/L). O fungo A. niger C foi submetido ao mesmo teste em PSM como
controle, para formacao de halo de hidrdlise.

Os fungos produtores de halo de hidrélise foram submetidos a uma
segunda selecdo/confirmacao para producdo de fitase por fermentacdo em

estado solido, conforme descrito no item 3.3.
3.2Preparo do in6culo para a fermentacéo

As linhagens foram inoculadas em placas de Petri contendo Potato
Dextrose Agar (PDA) e colocadas em estufa a 30°C por 4 dias. Apos 4 dias, foi
realizada a coleta de esporos realizando a raspagem com tampao acetado de
sédio 0,2M pH5,5. Esta solucdo de esporos passou por contagem para
determinacao do volume correto a ser adicionado para a fermentacdo contendo
107 esporos por grama de substrato. A contagem foi realizada por meio da
camara de Neubauer em microscépio Optico, e o calculo do volume foi

realizado seguindo a equacao:

_ 107 (esporos por grama de substrato) x Massa substrato (em gramas)

‘ 25x10% x diluicio x média contagem

3.3 Producéao de Fitase em FES

A segunda etapa de selecéo das linhagens fungicas foi realizada com a
producdo da enzima fitase por fermentacdo em estado sélido (FES); segundo
Gaind e Singh (2015) com modificacbes. Brevemente, 10 g de farelo de soja
foram pesados em frascos Erlenmeyer de 250 mL e umedecidos a 60%, com 6
mL de solugdo 1% (m/v) (NH4)2S04, 0,5% (m/v) MgS04.7H20, 0,1% (m/v) NaCl
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e 1mM de indutor, neste caso o indutor utilizado foi KH2PO4. Esse meio foi
inoculado com 107 esporos do fungo por grama de substrato e mantidos a 30°C
por 72 horas. Apoés o cultivo, a extracdo da fitase do meio foi feita pela adicao
de tampao 0,2 M acetato de sodio pH 5,5, na propor¢cdo de 5 mL para cada
grama de substrato e colocado em shaker com agitagdo de 200 rpm por 1 h. O
material foi centrifugado a 10000 rpm por 15 min sob temperatura de 4°C e o

sobrenadante foi armazenado a -18°C para futuras analises.

3.4Didlise do extrato bruto

Os extratos foram dialisados com a utilizacdo de tubos Vivaspin 20 mL,
geralmente utilizado para concentracdo de amostras. O tamanho do poro da
membrana dos tubos utilizados foi de 10 kDa.

Foi colocado no tubo o volume de 15 mL de extrato bruto e centrifugado
por 10 min em uma rotacdo de 3000 rpm a 4°C. Com isto, moléculas com
tamanho menor que o poro da membrana foram descartadas. Em seguida, o
volume da solucdo concentrada resultante foi ajustado para o volume inicial de
15 mL com tampao acetado de sédio 0,2M pH 5,5. Assim, a concentracao
inicial de enzimas do extrato bruto € igual a concentracdo do extrato dialisado,

sendo pequenas moléculas de interferentes e contaminantes eliminadas.

3.5Atividade Fitasica

Foram avaliadas cinco metodologias para a analise de atividade de fitase,
para entdo selecionar a metodologia que apresentasse maior atividade de
fitase para ser utilizada no trabalho. As metodologias testadas foram: Murphy e
Riley (1962); Gulati et al. (2007), Rocky-Salimi et al. (2016), Greiner et al.
(2013) e Harland e Harland (1980), descritas a seguir.

3.5.1 Metodologia de Murphy e Riley (1962)
Este método analisa a quantidade de fosfato liberado em solug&o. Assim,
fez-se a reagdo com 250 pL de solucéo de fitato de sodio 1% m/v (Sigma) em

tampdo 0,2 M acetato de sodio pH 5,5, adicionado de 250 pL de extrato
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enzimatico por 30 min a 50 °C. A reacéo foi parada com adi¢cdo de 500 uL de
solucéo de Acido tricloroacético 15% m/v. Para reacdo colorimétrica adicionou-
se 0,04 mL de &cido citrico 2,2% m/v, 0,4 mL de acido ascoérbico 7% m/v e 0,4
mL de reagente misto (25mL de H2SOs4 5 mol/L, 5,5 mL de molibdato de
amonio 9,5 % m/v e 0,6 mL de tartarato de antiménio 3,24% m/v), agitou-se e
deixou por 15 min a 50 °C. Para calculo de atividade enzimatica uma curva de
calibracéo foi construida com padrdes de fosfatos com o sal KH2PO4. Mediu-se
a absorbancia a 880nm. A atividade foi expressa como quantidade de pmol de
fosfato liberado no meio por minuto sob as condicbes do ensaio (U/g de

substrato).

3.5.2 Metodologia de Gulati et al. (2007)

Reacdo realizada com 50 pL de fitato de s6dio 1 % m/v (Sigma) em
tampédo 0,2 M acetato de sodio pH 5,5, adicionado de 50 uL de extrato
enzimatico por 30 min a 50°C. A reacao foi parada com adi¢cdo de 100 uL de
solucéo de &cido tricloroacético 15% m/v. Para reacao colorimétrica adicionou-
se 900 uL de solugéo 0,76 mol/L H2SO4, 10% m/v &cido ascérbico e 2,5 % m/v
de molibdato de aménio na proporcao 3:1:0,5. Essa solugéo foi entdo incubada
por 20 min a 50 °C. Para célculo de atividade enziméatica uma curva de
calibracao foi construida com padrdes de fosfatos com o sal KH2PO4. Mediu-se
a absorbancia a 820nm. A atividade foi expressa como quantidade de pmol de
fosfato liberado no meio por minuto sob as condicbes do ensaio (U/g de

substrato).

3.5.3 Metodologia de Rocky-Salimi et al. (2016)

Reacdao realizada com a mistura de 400 uL de solucéo de fitato de sédio
(Sigma) 0,1% m/v em tampéo Tris-HCI pH 7,0 e 100 pL de extrato enzimatico
por 30 min a 37°C. Quantificacdo de fosfato liberado pelo método de Heinonen
e Lahti (1981) modificado, sendo adicionado 2 mL de uma solugdo formada
pela mistura de acetona, H2SO4 2,5 M e molibdato de aménio 10mM (2:1:1 v/v)
agitou-se e adicionou em seguida 140 pL de acido citrico 1M, agitando
novamente. Mediu-se a absorbéncia a 355 nm. Para calculo de atividade

enzimatica uma curva de calibracdo foi construida com padrdes de fosfatos
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com o sal KH2POa4, com concentracdes de fosfato de 5, 20, 50, 100, 200, 350 e
700 nmol. A atividade foi expressa como quantidade de pmol de fosfato

liberado no meio por minuto sob as condi¢des do ensaio (U/g de substrato).

3.5.4 Metodologia de Greiner et al. (2013)

Atividade de fitase foi feita em ensaios de hidrolise de fitato, conforme
Greiner et al. (2013), em que a atividade foi determinada a 37 °C em 350 pL de
tampéo 0,2 M acetato de sddio pH 5,5 contendo 0,165% m/v de fitato de sodio
(Sigma). A reacdo enzimatica teve inicio com a adicdo de 10 uL de extrato
enzimatico, mantida por 30 min para andlises. A quantificacdo de fosfato
liberado foi realizada pelo método de Heinonen e Lahti (1981) modificado,
sendo adicionado 1,5 mL de solu¢do de acetona, H2SO4 2,5M e molibdato de
amoénio 10mM (2:1:1 v/v) agitou-se e em seguida adicionou-se 100 pL de acido
citrico 1M, agitando novamente. Mediu-se a absorbéncia a 355 nm. Para
calculo de atividade enzimatica uma curva de calibracdo foi construida com
padrdes de fosfatos com o sal KH2PO4, com concentragdes de fosfato de 5, 20,
50, 100, 200, 350 e 700 nmol A atividade foi expressa como quantidade de
pumol de fosfato liberado no meio por minuto sob as condi¢cdes do ensaio (U/g

de substrato).

3.5.5 Metodologia de Harland e Harland (1980)

Atividade enzimética da fitase foi realizada em ensaios de hidrdlise do
substrato fitato, sendo determinada em 3,5 mL de tampéo 0,2 M acetato de
sédio pH 5,5 contendo 0,165% m/v de fitato de sédio (sigma), reacéo realizada
a 37°C. A reacdo enzimatica teve inicio com a adicdo de 500 uL de extrato
enzimatico diluido 5 vezes, mantida por 30 min para analises. A quantificacédo
de fosfato liberado foi realizada pelo método de Harland e Harland (1980)
modificado. A reacdo enzimatica foi parada com a adicdo de 200 pL de acido
tricloroacético 10% m/v, e adicionou-se 200 puL de H20 e 500 pL do reagente
de Taussky-Schoor, mediu-se absorbancia em 660 nm imediatamente apds
agitacdo. O reagente de Taussky-Schoor foi preparado diluindo 1 g de
molibdato de aménio em 10 mL de H2SO4 5 M, em seguida diluiu-se com agua
destilada até volume de 70 mL. Adicionou-se a esta solucdo 5 g de sulfato
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ferroso heptahidratado e completou-se o volume para 100 mL com &gua
destilada. Para calculo de atividade enzimatica uma curva de calibracdo foi
construida com padrbes de fosfatos com o sal KH2PO4, com concentracfes de
fosfato de 100, 200, 300, 500 e 1000 pumol/L. A atividade foi expressa como
quantidade de pumol de fosfato liberado no meio por minuto sob as condi¢des

do ensaio (U/g de substrato).

3.6Determinacdo da atividade da fitase usando as velocidades
iniciais de liberacao de fosfato

As diferentes metodologias de atividade foram realizadas medindo as
velocidades iniciais de liberacdo de fosfato a partir da hidrolise do fitato de
sédio nas condi¢cbes descritas anteriormente. Aliquotas foram tiradas do meio
reacional em diferentes tempos 0, 10, 20, 30, 40 e 50 min. A quantificacdo da
atividade foi realizada considerando a inclinacdo relativa a faixa linear de

formacao do produto com o tempo, usando a equacao:

coeficiente linear (*™'/ ) x vol reator(L) x Diluicdo 50 mL (sol extracio
Atividade(U/g) = ( L x mm) ( ¢30)

vol de extrato enzimatico(ml) 10 g (substrato)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Selegdo em placa

A selecdo em placa foi realizada em triplicata as 33 linhagens endofiticas
utilizando o meio de cultura diferencial PSM, constituido de Fitato de Sodio (5
g/L), Sacarose (10 g/L), Triptona (3 g/L), extrato de levedura (2 g/L), (NH4)2SOa4
(2 g/L), KCI (0,5 g/L), MgS04.7H20 (1 g/L), MnSO4.H20 (0,01 g/L), FeSO4.7H20
(0,018 g/L), CaCl2.2H20 (7 g/L), Triton X100 (1 ml/L) e agar (15 g/L). Dentre as
linhagens testadas temos os géneros: Aspergillus sp., Hypocrea sp., Fusarium
sp., Penicilium sp., Phomopsis sp., Diaporthe sp. e Diaporthales sp.. A principio
observou-se que algumas coldnias tiveram crescimento rapido, porém com
formacdo de halo de hidrélise pequeno ou quase inexistente. Como solucéo
optou-se por adicionar o surfactante Triton X100 ao meio diferencial PSM,
causando a inibicdo da expanséo da colonia do fungo filamentoso, sem impedir
a liberacéo das enzimas, como observado por Fang et al. (2010). O surfactante
em concentragdes baixas pode desestabilizar a membrana plasméatica do fungo
a ponto de inibir o seu crescimento rapido, ademais, pode facilitar a secrecao
de enzimas pelo micro-organismo. A Figura 4 ilustra o crescimento do fungo A.
niger com Triton X100 (B) e sem Triton X100 (A).
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Figura 4. Placas com o meio diferencial PSM ilustrando os halos de
hidrolise. A — Coldnia de A.niger C em meio PSM sem Triton X100. B - Col6nia
de A. niger C em meio PSM com Triton X100.
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A Figura 5 ilustra exemplos de colénias que ndo cresceram (A e B);
colénias que cresceram, porém nao formaram halo de hidrélise (C e D) e
colénias que cresceram e formaram halo de hidrélise (E e F), quando
submetidas ao meio diferencial PSM. A relacdo do tamanho da colbénia e do
tamanho do halo das linhagens de fungos utilizadas quando submetidas ao

meio diferencial PSM esta apresentada na Tabela 3.

Figura 5. Exemplos de col6nias de fungos endofiticos em meio PSM. A
e B — coldnias que ndo cresceram em meio PSM. C e D colbnias que
cresceram em PSM, porém néo houve formacao de halo de hidrolise. E
e F — colbnias que cresceram em meio PSM e formaram halo de
hidrdlise.
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Tabela 3. Diametro da col6nia do fungo, diametro do halo de hidrdlise e indice
enzimatico dos fungos filamentosos inoculados em meio diferencial PSM,

mantidos a 30°C por 72 h.

Fungo Diametro Diametro indice
da Col6nia do Halo Enzimético*
(cm) (cm)
Aspergillus niger 56(3) 0,93+0,06 163+0,06 1,75+0,06
Aspergillus awamori 82(4) 0,90+0,06 1,60+0,06 1,78+0,06
Aspergillus awamori 0,97+0,06 1,77+0,06 1,83+0,06
108(4)
Aspergillus awamori 9(4) 0,90+0,06 157+0,06 1,74+0,06
Hypocrea koningii 44(4) 0,83 £ 0,06 0 0
Hypocrea lixii 1.16(2) 1,63 £ 0,06 0 0
Hypocrea lixii 1.14(2) 1,67 £ 0,06 0 0
Hypocrea lixii 12.6(2) 1,83+ 0,06 0 0
Hypocrea lixii 68(4) 1,87 £ 0,06 0 0
Hypocrea lixii 2.6(2) 1,60 = 0,06 0 0
Hypocrea lixii 47(4) 1,83 + 0,06 0 0
Hypocrea virens 89(3) 1,23 + 0,06 0 0
Diaporthe sp 5.1(1) 0,23 £ 0,06 0 0
Penicillium sp 3.12(2) 1,07 +£0,12 0 0
Penicillium sp 60(4) 0,47 £ 0,06 0 0
Diaporthe sp 57(4) 0,00 0 0
Diaporthales sp 2.7(2) 1,40+ 0,10 0 0
Hypocrea koningii 36.3(1) 1,03+0,15 0 0
Penicillium minioluteum 0,00 0 0
24(4)
Hypocrea koningii 0,00 0 0
15.15(2)
Phomopsis sp26.1(1) 0,13+ 0,06 0 0
Diaporthe sp 44(3) 0,00 0 0
Hypocrea koningii 46(4) 0,33+ 0,06 0 0
Fusarium sp 16.1(1) 1,60+ 0,10 0 0
Fusarium sp 63.1(1) 0,90+ 0,10 0 0
Fusarium sp21.5(1) 1,33 +£0,06 0 0
Fusarium sp 21.1(1) 1,33+£0,06 0 0
Fusarium sp 65.3(1) 1,10+ 0,17 0 0
Hypocrea koningii 15.1(2) 0,37 £ 0,06 0 0
Fusarium 1,300 0 0
chlamydosporum 75(3)
Fusarium lateritium 0,20+ 0 0 0
68.1(1)
Fusarium camptoceras 0,83 £ 0,06 0 0

90(3)

*indice enzimatico refere-se a relagdo entre o diametro do halo de hidrélise e o

didmetro da colénia do fungo
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Dentre as 33 linhagens de fungos endofiticos avaliadas no teste em
placas com meio de cultura diferencial PSM, 4 apresentaram halo de hidrolise,
sendo os 4 fungos pertencentes ao género Aspergillus sp. Véarios autores
relatam a producao de fitase por fungos do género Aspergillus sp. (GARGOVA
et al., 1997; LEE et al., 2005; UCHIDA et al., 2006; ZHANG, W. et al., 2007,
COBAN e DEMIRCI, 2014). Todavia, ha autores que relatam a producdo de
fitase por fungos do género Rhizomucor sp. (Chadha et al, 2004), Penicillium sp.
(Awad et al., 2014) Hypocrea sp. (Thyagarajan et al., 2014), o que né&o foi
observado neste trabalho. Para fins comparativos, o fungo A. niger C utilizado
como controle, isolado da manteiga, da colecdo de micro-organismos da
EMBRAPA Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro — RJ), foi submetido a
crescimento em meio diferencial PSM, obtendo indice enzimético de 1,91 para
fitase, validando a eficiéncia das linhagens de fungos endofiticos. Assim, as 4
linhagens de fungos endofiticos Aspergillus sp. apresentaram indice enzimatico
consideravel para fitase e foram submetidos a FES e posterior andlise de
atividade fitasica.

4.2Producéao e Atividade Fitasica

Uma vez realizada a primeira etapa da selecdo, torna-se necessaria a
confirmacédo de que a enzima produzida pelo fungo seja de fato uma fitase. A
fermentacdo em estado solido para a segunda selecédo de fungo produtor de
fitase foi realizada com farelo de soja como substrato por 72 h, e analisou-se a
fitase produzida quanto ao tempo de reacdo seguindo as metodologias citadas.
Todas as metodologias testadas apresentaram o mesmo padrdo de reacao,
portanto, sera apenas apresentado o grafico referente a metodologia de

Harland e Harland (1980), apresentado na figura 6 abaixo.
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Figura 6. Reacdo de hidrélise do fitato de sédio pela fitase pelo tempo, com
extrato do cultivo em FES por 72 h com a linhagem A. awamori 9(4).
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Como podemos ver na Figura 6, ao decorrer do tempo de reacao da
enzima fitase temos que a reacdo enzimatica foi linear durante os 50 minutos.
Para fins de céalculo de atividade enzimatica, deve-se manter o tempo de
reacao na faixa linear de geracdo de produtos. A curva da reacdo enzimatica
pelo tempo apresenta R? igual a 97,65%, portanto, a reacdo apresenta
liberacdo de fosfato linear entre o periodo de tempo utilizado para as analises.
Foi levantada uma cinética de geracdo de produtos para cada calculo de
atividade realizado. Visto que para todas as metodologias testadas a reacéo
enzimatica manteve o mesmo padrdo e linearidade no mesmo periodo de
tempo, optou-se por realizar as atividades no tempo de 30 min de reacéo
enzimatica.

Dentre as metodologias de analise de atividade de fitase testadas
somente a metodologia apresentada por Harland e Harland (1980) apresentou
atividades acima de 40,0 U para 100g de substrato (Tabela 4), portanto, todas

as atividades de fitase seguintes foram realizadas conforme esta metodologia.
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Tabela 4. Atividades calculadas com as diferentes metodologias testadas.

Método Atividade (U/100g) Desvio Padréo
Murphy e Riley (1962) 5,41 1,01
Gulati et al. (2007) 4,33 0,78
Rocky-Salimi et al. 32,16 1,32
(2016)

Greiner et al. (2013) 34,85 1,102
Harland e Harland 43,98 0,891
(1980)

Nota-se na Tabela 4 que a metodologia de Murphy e Riley (1962) e a
metodologia de Gulati et al. (2007) apresentaram atividades de fitase abaixo de
10 U/100 g de substrato, portanto, optou-se por outras metodologias. As
metodologias de Rocky-Salimi et al. (2016) e Greiner et al. (2013)
apresentaram atividades semelhantes, sendo a Ultima levemente maior que a
primeira. O que difere entre estes dois métodos € o tampao utilizado, sendo
tampéo Tris-HCI pH 7,0 na metodologia de Rock-Salimi et al. (2016) e tampéao
acetato de sédio 0,2M pH 5,5 na metodologia de Greiner et al. (2013). Esta
diferenca observada por ser explicada pela constituicdo do tamp&o em si como
pelo pH utilizado. O pH refere-se a concentracéo de ions H* na solucao, sendo
gue quanto menor o pH maior sera a concentracao destes ions. Assim, estes
ions na solugcdo podem interagir com as cadeias laterais dos aminoacidos do
sitio ativo, e em outras partes da proteina as cadeias laterais podem ter uma
participacdo essencial nas interacbes que mantém a estrutura protéica
(NELSON e COX, 2014), sendo que alterar a conformacdo da enzima afeta a
sua atividade.

Dentre as metodologias testadas, a de Harland e Harland (1980)
apresentou maior atividade de fitase para este extrato enzimatico, 43,98
U/100g. Assim, optou-se por realizar as atividades de fitase seguintes seguindo
somente a metodologia de Harlando e Harland (1980).

ApoGs determinada a metodologia de atividade de fitase a ser utilizada,
fez-se o cultivo FES em 72 h para os fungos pré-selecionados. Assim, as
atividades de cada fungo apés o periodo de incubagdo podem ser observadas

na Figura 7.
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Figura 7. Atividade fitdsica das linhagens fungicas endofiticas: A. awamori
108(4), A. awamori 9(4), A. niger 56(3) e A. awamori 82(4) apds 72 h de cultivo

em FES com farelo de soja como substrato.
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Nota-se que as 4 espécies de Aspergillus tiveram atividades fitasica
proximas, sendo que a linhagem A. awamori 9(4) apresentou uma atividade
ligeiramente maior que os outros, 43,98 U/100g de substrato. Portanto, optou-

se por utilizar somente o fungo A. awamori 9(4) para experimentos futuros.
4.3Analise da producao de fitase com farelo de trigo como substrato

Visto que o cultivo com farelo de soja ndo apresentou uma atividade
significativa, realizou-se um cultivo FES com farelo de trigo (Figura 8).
Gunashree e Venkateswaran (2015) quando utilizaram como substrato
somente o farelo de trigo conseguiram atividades de 6100 U/100g para A. niger
CFR335 e 4100 U/100g para A. ficuum SGAO1L, com cultivo a 30 °C e 60% de
umidade inicial do substrato. Além disso, cultivos com farelo de trigo tém sido
amplamente reportados para producao de fitase em FES (PAPAGIANNI et al.,
1999; BOGAR et al. 2003; AWAD et al. 2014; GUNASHREE e
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VENKATESWARAN, 2008; GUPTA et al. 2014; BALA et al. 2014; CHADHA et
al. 2004).

Figura 8. Atividade de fitase pelo fungo endofitico Aspergillus awamori
9(4) com 72 h de cultivo FES.
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A utilizacdo de farelo de trigo aumentou a atividade enzimética para
82,77 U/100g, sendo quase o dobro da atividade quando comparado com o
cultivo utilizando farelo de soja (43,98 U/100g). O cultivo foi realizado sob as
mesmas condicdes anteriores, alterando-se somente o0 substrato utilizado para
farelo de trigo. O farelo de trigo apresenta quantidades proximas de 4,5% de
acido fitico (DINTZIS et al., 1992), enquanto o farelo de soja apresenta
quantidade de 1,3% acido fitco (SCHAEFER, 1986). Estas maiores
guantidades de &cido fitico presente no farelo de trigo atuam como indutores na
producdo da enzima fitase, contribuindo para a maior atividade de fitase
apresentada anteriormente quando comparada com o uso de farelo de soja
para a producao.

Embora a atividade de fitase apresentada para o A. awamori 9(4) de
82,77 U/100g tenha sido relativamente baixa, nota-se que houve um aumento

consideravel ao se comparar com o uso de farelo de soja como substrato
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(43,98 U/1009); assim, seguiu-se com as metodologias e estratégias adotadas
para se obter maiores atividades com a fitase produzida por este fungo.

Os experimentos foram realizados com tempo de cultivo FES de 72 h,
contudo, autores relatam tempos diferentes de cultivo para atividade méxima
de fitase em FES. Chadha et al. (2004) relatam atividade de fitase de 705
U/100g para cultivo do fungo R. pusillus, utilizando farelo de trigo como
substrato da FES a 50°C e 48 horas de cultivo. Spier et al. (2008) utilizaram
polpa citrica como substrato da FES, 60% de umidade com agua ultrapura e
0,5% de citrato de amdnio como fonte de nitrogénio, mantido a 30°C por 96 h o
fungo Aspergillus sp FS3 atingiu atividade de 3200 U/100g. Sabu et al. (2002)
utilizaram torta de coco como substrato da FES, mantido a 30°C por 96 h o
fungo Rhizopus oligosporus atingiu atividade de fitase de 1430 U/100g. Assim,
tem-se a necessidade de estudo do perfil temporal de produgcédo da enzima

fitase para este fungo.

4 4Efeito do indutor na atividade de fitase

Para aumentar a producdo da enzima fitase, optou-se pela utilizacdo de
um indutor, neste caso o KH2PO4, que em baixas concentragdes induz o
aumento da producdo de fitase. Na literatura autores relatam aumento na
producdo de fitase a partir da utilizacdo deste indutor. Gupta et al. (2014)
relatam atividade maxima realizando cultivo com o fungo A. niger NRF9, sendo
o cultivo feito com farelo de trigo como substrato e 0,01% KH2POs4 como
indutor, atingindo atividade de 7430 U/100g, cultivo realizado a 30 °C.
Gunashree e Venkateswaran (2008) relataram que o uso de 0,015 e 0,025%
m/v do indutor KH2PO4 aumentou a atividade da fitase em 30 e 20%,
respectivamente, usando Aspergillus niger CFR 335.

Com a utilizacdo de 1mM de KH2POs4 como indutor na solugdo para
umidificar o meio de cultivo FES, obteve-se as seguintes atividades para a
linhagem A. awamori 9(4); como demostrado na Figura 9.
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Figura 9. Atividade de fitase para a linhagem A. awamori 9(4) com 72 h
de cultivo FES e adicdo de 1mM de KH2PO..
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O resultado obtido foi o contrario do esperado, a atividade de fitase
diminuiu com a adi¢cdo de KH2PO4 como indutor, queda de 20% da atividade de
fitase quando utilizado farelo de soja, e queda de 23% com farelo de trigo.
Spier et al. (2009) relatam que em baixas concentracoes, fosfatos inorganicos
induzem a producao de fitase. Entretanto, a atividade de fitase pode ser inibida
por ions K*, como observado por Quan et al. (2004), Sato (2014) e Monteiro et
al. (2015). O excesso de fosfatos inorganicos adicionado também pode afetar
negativamente na atividade da enzima fitase, como observado por Dvorakova
et al. (1997), que relatam a inibicdo da enzima fitase produzida por A. niger em
concentragdo de 2,85 mmol/L, e por Van Staden et al. (2007), que relatam
inibicdo completa da enzima fitase em concentragéo de 0,5 mM de KH2POa.

Visto que a concentracdo de indutor utilizado no cultivo pode afetar
negativamente na atividade, mas ndo necessariamente na producao da fitase,
realizou-se uma etapa de purificagdo do extrato bruto para avaliar a producéo

da fitase. Esta etapa de purificacéo foi feita através de uma dialise.
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4 5Efeito da didlise na atividade de fitase

Afim de estudar a influéncia da dialise na atividade de fitase, realizou-se
esta breve purificacdo do extrato bruto, com a utilizagdo de tubo Vivaspin 20,
normalmente utilizado para concentracdo de amostras. Apés o tempo de 10
min em centrifuga a 3000 rpm, o volume do extrato concentrado foi ajustado
para o volume inicial com tampéo aceto de sodio 0,2M e pH 5,5, mantando a
concentracdo de enzimas igual a concentragdo inicial. Fez-se a atividade de
fitase com esta amostra dialisada do extrato bruto, tanto para cultivo com farelo
de soja, como para o cultivo com farelo de trigo sem a adicdo de indutor. As

atividades de fitase sao apresentadas na Figura 10 a segquir.

Figura 10. Atividade de fitase para a linhagem A. awamori 9(4) com 72 h de
cultivo FES sem indutor com farelo de soja e farelo de trigo como substrato. A:
atividade com extrato bruto, B: atividade com dialise do extrato.
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Com o extrato dialisado nota-se um grande aumento na atividade de
fitase para o cultivo utilizando farelo de soja como substrato, aumentado quase
2 vezes quando comparado com o cultivo sem a didlise, de 43,98 U/100g para
85,42 U/100g. Entretanto, o cultivo utilizando farelo de trigo diminuiu a atividade
enzimatica, de 82,77 U/100g para 55,44 U/100g. Como fitases produzidas por
micro-organismos apresentam tamanho entre 35 e 700 kDa (KUMAR et al.,
2015), a diferenca de atividade entre o extrato cru e o extrato dialisado deve-se
a retirada de ions que afetam positivamente na atividade, como co-fatores, ou

negativamente, como ions que prejudicam a estabilidade da enzima.
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Com a didlise, moléculas menores que o tamanho especifico da
membrana (neste caso 10 kDa) séo retiradas do extrato bruto. Assim, os ions
gue afetam na atividade da enzima por competicdo com o substrato, como por
exemplo fosfatos, séo retirados, e ndo influenciam mais na reagao. Portanto,
sem a interferéncias destes ions, a atividade de fitase tende a aumentar. No
caso da dialise do extrato do cultivo com farelo de trigo, a queda de atividade
observada pode ser devido a retirada de ions que afetam na estabilidade da
fitase, como observado por EI-Gindy et al. (2009), que relatam o aumento da
atividade de fitase parcialmente purificada na presenca de baixas
concentracGes de Fe*® e altas concentracdes de Na*, Li* e Ca*2. Entretanto,
experimentos devem ser feitos para a confirmacéo desta hipétese para a fitase
da linhagem A. awamori 9(4).

Visto que o uso de KH2PO4 como indutor na producéo de fitase aumenta
a producdo de fitase, e a utilizacdo da didlise como etapa de purificacdo que
retira ions e moléculas que influenciam na atividade, fez-se entdo a atividade
de fitase com a utilizacdo destas duas etapas simultaneamente. Esta atividade

esta representada na Figura 11.

Figura 11. Atividade de fitase para a linhagem A. awamori 9(4) com 72 h de
cultivo FES com indutor e com farelo de soja e farelo de trigo como substrato.
A: atividade com extrato bruto, B: atividade com dialise do extrato.
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Como esperado, realizando a adi¢do do indutor KH2PO4 no cultivo e a
didlise do extrato bruto aumentaram a atividade de fitase para ambos os
extratos, farelo de soja e farelo de trigo. Para o cultivo com o farelo de soja
houve um aumento de quase 4 vezes, de 35,12 U/100g para uma atividade de
132,25 U/100g; e para o cultivo com o farelo de trigo o aumento foi de quase 2
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vezes, de 63,52 U/100g para uma atividade de 115,52 U/100g. Comprovando
que de fato o indutor utilizado (KH2PO4) aumenta a producéo da enzima fitase,
porém, o0 excesso de ions no extrato bruto afeta negativamente a atividade da
enzima, tornando necessaria a didlise para a retirada desses interferente e
consequente aumento de atividade, como observado na Figura 11

apresentada.
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5 CONCLUSOES

Dentre as linhagens de fungos utilizadas para a selecdo com meio
diferencial PSM, teste qualitativo, somente as espécies de Aspergillus sp
produziram a enzima fitase.

A metodologia de Harland e Harland (1980) mostrou-se ser mais adequada
para a quantificacao de atividade de fitase, sendo que o tempo de reacao desta
enzima para a andlise foi determinado em 30 min, dentro da faixa linear da
velocidade de hidrolise.

A producdo da enzima com farelo de soja para a segunda selecédo, teste
quantitativo, mostrou que o fungo A. awamori 9(4) se destacou dentre os
demais apds 72 h de cultivo. O farelo de trigo apresentou maior atividade de
fitase devido a presenca de maiores quantidades de fitato comparando com o
farelo de soja.

O uso da dialise mostrou-se importante para retirar interferentes da
atividade de fitase. O uso de indutor, com posterior dialise do extrato,
aumentou consideravelmente a atividade de fitase para os dois substratos. Isto
indica que o indutor aumenta a producdo de fitase, porem pode diminuir a
atividade da enzima.

Os fungos endofiticos do mangue apresentam potencial biotecnoldgico para
producdo da enzima fitase. Vale ressaltar que, até o momento de producédo
deste trabalho, ndo h& registros na literatura de producdo de fitase por

linhagens fungicas endofiticas.
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6 Perspectiva para Trabalhos Futuros

Visto que o fungo A. awamori 9(4) apresenta potencial para a producéo de
fitase, propbe-se que seja feito o perfil temporal da producdo desta enzima
para analise do periodo de tempo com a maior producao. Além disso, analise
do pH inicial do cultivo e concentracdo de indutor pode ser feita para a melhoria
da producéo de fitase. A caracterizacdo da enzima fitase torna-se necessaria
para a obtencédo das melhores condi¢bes de temperatura e pH de atuacao da
mesma. A avaliagdo da extracdo da enzima fitase quanto ao uso de
surfactantes, como Triton X100 e Tween80. Ainda, pode-se analisar a

producao da fitase em biorreator para um melhor rendimento.
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