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1. INTRODUGAO

O fésforo € um macronutriente essencial para o desenvolvimento e a
produtividade de animais de interesse zootécnico. Contudo, em dietas baseadas
em vegetais, como graos e farelos, grande parte do fésforo encontra-se na forma
de acido fitico (fitato), um antinutriente. A fitase (mio-inositol-hexafosfato fosfo-
hidrolase) é uma enzima da classe das fosfatases que catalisa a hidrolise
sequencial do fitato, liberando fosfato inorganico e tornando-o biodisponivel para
absorgao por animais monogastricos (Nakashima et al., 2007). Com base em seus
mecanismos cataliticos, as fitases sao classificadas em quatro classes principais:
histidina fosfatase acida (HAP), cisteina fosfatase (CP), fosfatase acida purpura
(PAP) e beta-hélice fitase (BP) (Zhao et al., 2021). Essas classes enzimaticas
exibem diferentes perfis de pH ideal, o que influencia sua eficacia no trato
gastrointestinal do animal.

A suplementagdo de ragdes com fitases exdgenas € uma estratégia
consolidada. Fitases de origem bacteriana, em particular, tém demonstrado
vantagens sobre as fitases fungicas tradicionais, como maior termoestabilidade e
atividade especifica, tornando-as alvos de grande interesse biotecnoldogico
(Dersjant-Li et al.,, 2014). Entre os microrganismos, a bactéria Gram-positiva
Bacillus subtilis se destaca como uma plataforma robusta para a produgao industrial
de enzimas (Saadi et al., 2021). Visando potencializar a produgéo de sua fitase
nativa, este trabalho objetiva desenvolver uma cepa geneticamente modificada com
superexpressao desta enzima.

2. METODOLOGIA

A estratégia metodoldgica consiste na substituicdo do gene da a-amilase
(amyE), uma enzima nao essencial, pelo gene da fitase nativa de B. subtilis, por
meio de recombinagdo homologa. Para isso, foi desenhado in silico um cassete de
integragéo. O cassete contém o gene da fitase sob controle de um promotor de alta
expressao, flanqueado por sequéncias homélogas as regides adjacentes ao gene
amyE. Este cassete sera sintetizado e clonado em um vetor de integracao, que sera
propagado em E. coli. O plasmideo recombinante sera entdo introduzido em B.
subtilis para promover a integragdo cromossdmica por duplo crossover. A atividade
da fitase secretada sera quantificada no sobrenadante da cultura por ensaio
colorimétrico.
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O cassete contera o gene da fitase sob controle de um promotor de alta
expressao e um gene de resisténcia ao cloranfenicol, flanqueado por sitios lox, que
permitira a selegdo dos mutantes. O conjunto sera delimitado por sequéncias
homodlogas as regides adjacentes ao gene amyE. Este cassete sera sintetizado e
clonado em um vetor de integracdo, propagado em E. coli. O plasmideo
recombinante serd introduzido em B. subtilis para promover a integracao
cromossbmica. Apds a selecdo e confirmacédo dos transformantes, o gene de
resisténcia sera removido através da expressao transiente da recombinase Cre,
que atua sobre os sitios lox para excisar o marcador. Esta etapa resulta em uma
cepa final sem marcadores de resisténcia, adequada para aplicacdes
biotecnolégicas seguras. A atividade da fitase secretada sera entdo quantificada no
sobrenadante da cultura por ensaio colorimétrico.

Por razdes de protecao intelectual e de patente, as sequéncias especificas da
construcédo do cassete de expressao nao sao detalhadas neste trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado preliminar, concluiu-se o desenho in silico do cassete de
integracdo, contendo o gene da fitase e as regides de homologia para o locus
amyE. A construcdo génica encontra-se em fase de sintese comercial para
posterior utilizacdo nos ensaios de transformacgao e expresséo.

4. CONCLUSOES

Espera-se que a realocagao do gene nativo da fitase para um sitio genémico
de alta expressdo resulte em uma cepa de B. subtilis com producao
significativamente aumentada da enzima. Esta abordagem tem o potencial de
contribuir para a producéo de aditivos enzimaticos mais acessiveis, melhorando a
biodisponibilidade de fosforo nas racbes e, consequentemente, promovendo a
sustentabilidade na produg¢ao animal.
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