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Design experimental utilizando borra de café e Aspergillus sp para
producéo de fosfatase alcalina
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Resumo

Enzimas de origem microbiana constituem aproximadamente 70% do mercado total de enzimas
comercializadas atualmente, isto mostra a necessidade de estudos voltados para esta area em ascensao.
Diversos fungos filamentosos tém sido explorados em processos industriais para a producdo de
metabolitos, inclusive na regido amazénica. Fazendo uso de um planejamento fatorial composto
central (23), foi estudado a producéo de fosfatase alcalina por Aspergillus sp, observou-se os principais
fatores que afetavam o sistema de producéo, ao final estes fatores foram definidos como temperatura,
tempo de fermentacéo e pH do meio. O pico de producdo obtido possui atividade superior a 8 U/mL,
foi possivel obter um modelo matematico, assim como uma explicacdo do mesmo de 83,47%. As
condicBes 6timas para producédo de fosfatase alcalina foi determinada utilizando 5g de substrato em
pH 10 por dois dias. Esses valores mostram um grande potencial para producdo em maior escala.

Palavras Chaves: Dinamica microbiana, Enzima hidrolitica, Composto central.

Experimental Design using coffee ground and Aspergillus sp for alkaline phosphatase
production. Enzymes of microbial origin constitute approximately 70% of the total market of
enzymes currently commercialized this shows the necessity of studies directed to this area on the rise.
Several filamentous fungi have been exploited in industrial processes to produce metabolites,
including in the Amazon region. Using a central composite factorial design (2%), the production of
alkaline phosphatase by Aspergillus sp was studied, the main factors affecting the production system
were observed, in the end these factors were defined as temperature, fermentation time and pH of the
medium. The obtained peak of production has activity higher than 8 U/mL, it was possible to obtain a
mathematical model, as well as an explanation of the same of 83.47%. The optimum conditions for
alkaline phosphatase production were determined using 5g of substrate at pH 10 for two days. These
values show great potential for larger scale production.
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1. Introdugéo

Dentre as diversas formas de obtencgédo
de enzimas, a producdo microbiana é
considerada superior as demais devido a
fatores como: producdo independente de
fatores sazonais, uso de indutores de baixo
custo, a possibilidade de um alto rendimento e
producéo relativamente simples. Esses fatores
fazem com que essas enzimas constituam
aproximadamente 70% do mercado total de
enzimas comercializadas atualmente
(NELSON, 2011; GOMES et al., 2017
MARTIN et al, 2017; SILVA et al., 2018).

O género Aspergillus caracteriza-se
por fungos filamentosos com hifas hialinas,
septadas e ramificadas em angulo agudo, as
quais se diferenciam em  estruturas
reprodutivas tipicas para dar origem aos
conidios. Fungos filamentosos tém sido
explorados em processos industriais para a
producdo de metabolitos. Os Aspergillus séo
utilizados para produgdo de enzimas tais como:
xilanases, glicose oxidase, amilases, pectinase,
proteases, B-glucosidase invertase e fosfatases.
(POESTER et al.; 2015, GOMES et al., 2017
OLIVEIRA, 2018)

As fosfatases alcalinas sdo um grupo
de enzimas que hidrolisam ésteres de fosfato
com pH 6timo de atividade acima de 7. Pode
ser utilizada como marcador genético no
diagndstico de doencas hepaticas e 0sseas,
assim como indicador de contaminacdo apds a
pasteurizacdo na inddstria de alimentos. Na
indlstria de cosméticos, é incorporada nas
formulas a fim de estimular formacgdo de
fibroblastos na pele. Além disso, pode ser
utilizada na agricultura para melhorar a
fertilizagdo do solo, pois atua no ciclo no
nitrogénio. (PEREIRA e POLIZELI, 2014;
ZUMARRAGA et al., 2016; FONSECA,
2018; LOPES et al., 2018).

Apesar da producdo de enzimas de
origem fangica ser bastante estudada, ainda
ndo ha uma vasta exploracdo para utilizacdo
destes microrganismos isolados da Regido
Amazbnica para a producdo de enzimas
hidroliticas, principalmente, em se tratando da
fosfatase alcalina. Estudos mostram que
mesmo com um amplo potencial de recursos
naturais na regido, ainda ndo ha um polo de
desenvolvimento  regional baseado em
bionegdcios, tornando-se um mercado aberto.

Scientia Amazonia, v. 8, n.2, B10-B18, 2019
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

B12

ISSN:2238.1910

(BEZERRA et al., 2015; OLIVEIRA, et al.,
2015; ARAUJO, 2018; DINIZ, 2018)

2. Material e métodos
2.1 Microrganismo
Usou-se o fungo do género Aspergillus

(IL-SOL 12) presente na micoteca do
Laboratorio ILUM — HUB na unidade Escola
Superior de Tecnologia (EST) da Universidade
do Estado do Amazonas (UEA), onde o projeto
foi desenvolvido. Os esporos foram inoculados
em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e
incubados a 30°C por cinco dias.

2.2 Design experimental para
producdo de fosfatase alcalina

A necessidade de avaliar os efeitos de
dois ou mais fatores sugerem a adocdo de
técnicas de experimentos fatoriais, que
fornecem um estudo estatistico das interacdes
entre os fatores de interesse. Foi usado um
planejamento tipo Composto Central 23
variando os niveis das variaveis do tempo, pH
(6 — 10) e concentracdo do substrato com
incubacdo fixa a 28°C e agitacao de 100 rpm,
obtendo como resposta a atividade enzimatica
de fosfatase alcalina (U/mL).

Foi utilizado borra de café da marca
Manaus como fonte de carbono para a
fermentacéo liquida, uma vez que o substrato é
rico tanto em compostos organicos quanto
minerais, ndo houve a necessidade do uso de
um meio minimo rico em sais, sendo uma
mistura de tamp&o com substrato apenas.

A sequéncia dos experimentos, bem
como as condi¢Oes para cada um, foi gerada no
Software Statistica versdo 12.0 respeitando 0s
niveis das variaveis propostas indicadas na
Tabela 1. Os resultados obtidos foram
analisados no mesmo software e demonstram
as interacOes entre o tempo, concentragdo de
substrato (borra de café) e pH, estimando a
significancia de cada varidvel no modelo de
producdo de fosfatase alcalina.

Ao todo, foram realizados 18
experimento randomicamente com quatro
repeticdes somente para o ponto central (seis
dias, pH 8 e 5% de substrato).
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2.3 Dosagem quantitativa de
fosfatase alcalina

A dosagem foi realizada utilizando
10,00uL de p-Nitrofenilfosfato (5mM) da
Sigma-Aldrich como substrato, 35uL de
amostra e 135uL da solug@o tampao Tris pH10.
A solucéo foi aquecida no monobloco por 30
minutos a 37°C. Para interromper a atividade,
foram utilizados 20uL de NaOH 1M. A leitura
foi realizada no Espectrofotometro Mindray
MR 96A a 405 nm. Uma unidade enzimatica
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(U) foi definida como 1 pmol de p-nitrofenol
formado por minuto por mL nas condicdes de
ensaio.

2.4 Analise estatistica
Os resultados foram analisados no
Statistica versdo 12.0 para a geracdo de
graficos de superficie e modelo matematico,
além da analise variancia (ANOVA) com p =
0,05. Além disto, também foi realizado o Teste
F para averiguar a qualidade do modelo gerado.

Tabela 1- Niveis das variaveis estudadas no planejamento 2°

Valores ) ) ) )
Niveis obtidos no planejamento estatistico
Fatores o L
Minimo Maximo

-1,682 +1,682 -1,682 -1 0 +1 +1,682

Tempo (dias) 2,6 9,3 2,6 4 6 8 9,3

pH 4,6 11,3 4,6 6 8 10 11,3

Borra de café (%) 1,6 8,3 1,6 5 7 8,3

3. Resultados e Discussao

Apbs executados todos 0S
experimentos previstos no design
experimental, foram observadas grandes

diferencas nas produgbes enzimaticas ao
fazermos mudangas em algum ou em todos 0s
fatores do planejamento, como demonstrado na
Tabela 2.

Iniciando a andlise dos dados
estatisticos, tém-se o Diagrama de Pareto
demonstrando os fatores e as interacBes
estudadas no design experimental. Os efeitos
dos parametros estéo relacionados por ordem
de significancia abaixo. Apenas os fatores
excedentes a linha vermelha é significativa
para a resposta desejada.

Os efeitos com coeficiente positivo
possuem um efeito sinérgico, ou seja, com seu
incremento tem-se um aumento da atividade da
fosfatase alcalina. Contrariamente, os efeitos
com coeficiente negativo possuem efeito
antagbnico, ou seja, seu incremento diminui a
atividade da fosfatase alcalina.

Analisando a Figura 1, é nota-se que 0
principal fator que interfere na produgdo das
enzimas € a variacdo linear do tempo, seguido
pela variacdo quadrdtica do pH. Segundo
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HAKKINEN (2015), o pH é um dos varios
fatores ambientais que afetam a producéo de
proteinas por fungos. Mecanismos regulatorios
garantem que as enzimas extracelulares sejam
produzidas sob condi¢Ges de pH nas quais o
enzimas sdo ativas, no caso da fosfatase
alcalina a faixa de pH na qual pode-se
encontra-la é entre 8-11.

Apesar do aumento linear do tempo ser
o fator mais significante para o estudo, seu
aumento possui efeito antagénico. Com isso,
determina-se que ndo S0 necessarios muitos
dias de fermentagdo para obter uma boa
atividade enzimatica. Isso pode ser explicado
pelo fato da fosfatase alcalina ser um
metabolito secundario (TAKAHASHI et al.,
2017), produzido na fase estacionaria de
crescimento do fungo, durante esta fase muitas
outras substancias sdo produzidas o que pode
diminuir a atividade de enzima de interesse em
logos periodos de fermentacdo. Este resultado
é, particularmente, interessante para 0
escalonamento do processo, uma vez que
processos que demandem um longo periodo
ndo sdo industrialmente vidveis e nem
comercialmente atrativos.
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Tabela 2 — Producdo de fosfatase alcalina (U/mL) por Aspergillus sp usando composto central (23) para o
estudo da relevancia do pH, Tempo e quantidade de substrato na producdo enzimatica.

Atividade enzimatica

Experimento pH Tempo Substrato (%) (U/mL)
1 -1 -1 -1 0,852
2 -1 +1 -1 0,685
3 -1 -1 +1 3.303
4 -1 +1 +1 1.496
5 +1 -1 -1 5,316
6 +1 +1 -1 1,568
7 +1 -1 +1 4,838
8 +1 +1 +1 3,017
9 1,682 0 0 2,082
10 +1,682 0 0 1274
11 0 0 1,682 0.436
12 0 0 1,682 3,847
13 0 -1,682 0 7.900
14 0 +1,682 0 2117
15 0 0 0 9,000
16 0 0 0 8,000
17 0 0 0 8,036
18 0 0 0 10,413

acreditar que a enzima de interesse seja
Sitimpeil e produzida logo no inicio da fase estacionaria.

pH(Q) |v1o 8167

(3)Substrato(L) ]9 476708

Substrato(Q) |~8v76854

(1)pH(L) ]6 695894

ilby2L IAJ 46612

Tempo(Q) l4 006177

1Lby3L 2.8453

3573254
p=.05

2Lby3L

Figura 1 — Diagrama de Pareto para os efeitos das
variaveis individuais e combinados

O terceiro fator mais significante para
o fendbmeno foi a variacgdo linear da quantidade
de substrato, com efeito sinérgico. Desta
forma, o aumento da quantidade de substrato
garante um aumento na producdo enzimatica.
Em alguns casos o0 aumento de substrato pode
ter efeito inibidor (LEHNINGER, 2011), mas
este fato ndo observado no estudo o que leva
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A explicagdo encontrada, através da
andlise de variancia (ANOVA), para a variacao
do fendmeno foi de 83,47%. Apenas 13,02%
das varia¢Oes ndo puderam ser explicadas pelo
modelo, mostrando que possivelmente existam
efeitos que ndo foram estudados (Tabela 3).
Com ajustes adequados a explicacdo do
fendbmeno se tornaria 99,61%. Esses valores
mostram que a maior parte da variancia pode
ser explicada pelo modelo matemético obtido
mesmo existindo uma pequena falta de ajuste.

Para validar o modelo obtido foi
realizado o teste F (Equacdo 1). Esse é usado
para medir a precisdo, sendo a razdo entre a
variancia entre 0s grupos e a variancia dentro
dos grupos (CALDO, 2003). Idealmente o
valor de F calculado deve ser superior ao F
tabelado. Desta forma quanto maior o valor F
calculado, maior a precisdo do método, pois
significa que os quadrados médios do modelo
sd0 maiores que o0s quadrados médios
residuais.
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Tabela 3 - Analise de variancia (ANOVA) da producéo de fosfatase alcalina por Aspergillus.

Fonte de variagédo Soma Graus de Média Quadratica
Quadratica liberdade
Regresséo 51,826 1 51,82613277
Residuos 10,261 16 0,641315946
Falta de ajuste 10,018 3 3,33931217
Erro puro 0,243 13 0,018701433
Total 62,087 17
Variavel explicada (%) 83,47
Variavel explicavel (%) 99,60

Média quadratica da regressao

Média quadritica do residuo

Pela Tabela 1, nota-se que a média
quadrética da regressdo é 98,76% superior a
média quadratica do residuo, mostrando a
significancia da regressao ao resultar em um F
calculado muito superior ao F tabelado.

Para comprovar a possivel otimizacdo
do modelo, uma vez que existem variagdes nao
explicadas, foi realizado outro teste F (Equacéo
2). Nota-se, pela Tabela 3, que a média

Média quadratica devido a falta de ajuste

=80,81>>4,49 = F1 16

Média quadratica do erro experimental

Fosfatase alcalina (%)

(Equacéo 1)

quadratica é 99,44% maior que a média
quadrética do erro experimental, resultando em
um F calculado muito maior que o F tabelado,
0 que indica que ¢é possivel fazer o
melhoramento dos dados obtidos.

Os testes mostram que o modelo
matematico apresentado a seguir (Equacao 3)
possui significancia, uma vez que tiveram a
hip6tese nula validada através do teste F.

= 178,56 >> 3,41=F313 (Equacdo 2)

3,9831 + 0,5158pH — 0,8658pH? — 1,2582Tempo +

0,32066Tempo? + 0,7300Subs — 0,7018Subs? — 0,4495pHTempo — 0,2864pHSubs +

0,0360TempoSubs (Equacéo 3)

Foram plotados alguns graficos de
superficie para avaliar a interacdo entre alguns
parametros. O grafico de superficie é a
aplicacdo da equagdo matematica modelada a
partir dos coeficientes gerados pela estimativa
dos efeitos (MILLER, 1997).

A Figura 2A mostra que para a
fermentacdo de dois dias, a atividade da
fosfatase alcalina tem seu pico em
aproximadamente 7 U/mL utilizando um pH
préximo de 10 e aproximadamente 7g de borra
de café. J& na Figura 2B, pode-se observar que
para uma fermentacdo de trés dias o pico de
atividade é levemente mais baixo préximo de 6
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U/mL para um pH entre 9 e 10 e uma
porcentagem de substrato entre 6% e 7%.

Através dos graficos de superficie
dispostos na Figura 3, pode-se observar que
ndo é necessario muitos dias de fermentagédo
para se obter uma boa atividade enzimatica,
confirmando os dados do teste T. Utilizando
pH 10, 5g de substrato e fermentado por dois
dias, pode-se obter o pico de atividade predito
pelo modelo matematico (8 U/mL).

Pela Figura 4, nota-se um pico de
atividade maior que 8 U/mL para a fosfatase
alcalina quando se utiliza pH 10 e fermentacéo
de dois dias para a quantidade fixa de 5g de
borra de café. Este pico de atividade é maior
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que o obtido por FONSECA (2011) utilizando
Aspergillus tamarii, 0,745 U/mL; FRANCO
(2014) utilizando Escherichia coli, 4,85x103
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U/mL e RUBIO et al (2015) utilizando
Talaromyces flavus , 2,24U/mL.

AAV

() SRS TN

ANWENO~N~

Figura 2- Producdo de fosfatase alcalina a 28°C e 100 rpm durante (A) dois dias e (B) trés dias com a variacao

de pH e substrato.
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Figura 3- Producéo de fosfatase alcalina a 28°C e 100 rpm em (A) pH 8 e (B) pH10 com variagdo de tempo e

quantidade de substrato.
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Figura 4- Producdo de fosfatase alcalina a 28°C e

100 rpm com 5g de Substrato com variagdo de
tempo e pH.

4. Conclusao
Com a anélise do planejamento fatorial
composto central, pode-se obter uma visdo
geral dos efeitos significantes a producdo da
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fosfatase alcalina, sendo possivel modelar a
mesma através de uma equacgdo matematica e
determinar as condic¢@es 6timas de produgéo. O
método de producdo mostrou-se eficaz, ndo
necessitando de muitos dias de fermentacéo
para se obter um pico de producdo maior que o
encontrado na literatura, isso mostra um
potencial para escalonamento do processo.
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