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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar a producéo da enzima fitase através da técnica de
fermentacdo em estado sélido (FES) usando como substrato para a mesma residuos agricolas
de frutas. As espécies fungicas Aspergillus awamori B.361 U2/1 e Penicillium roqueforti cepa
adquirida da Fundacdo André Tosello foram usadas para a fermentacdo em estado sélido, foi
preparado o indculo em frascos erlenmeyer de 500 mL que continham cerca de 100 mL de
cultura &gar BDA. Esses frascos foram esterilizados e a incubagdo ocorreu por 7 dias a 28 °C.
Apos esse processo foi feito o indculo na forma de disco miscelial de 1,0 cm de diametro que
foram mascerados em 1,0 mL de solug&o salina 0,9% cada. As fermentag0es ocorreram a 70%
de umidade em erlenmeyer e o meio de cultivo foi previamente umidificado com 8 mL agua
destilada. Este era composto de 25 g dos residuos agricola de maracuja, umbu, seriguela e
coquinho azedo e uma solucdo de ureia a 3% como fonte de nitrogénio, com adicdo de 1 mL de
indculo a esses meios de cultivo foi realizada a incubagdo a 30 °C por 48 horas. Para a extracdo
das enzimas adicionou-se 100 mL de &dgua destilada aos erlenmeyers que sofreram agitacdo no
shaker a 150 rpm por 30 minutos. O extrato obtido foi filtrado para retirada e uso do permeado
para mensuracdo das atividades enziméticas. A atividade enzimética foi medida atraves da
quantificacdo colorimétrica da liberacdo de fosfato inorganico seguindo método de Fiske e
Subbarow (1925). Os resultados indicaram maior producado para o fungo A. awamori, ele atingiu
valores de atividade enzimatica de até 0,256 Ul/mL com tempo de fermentacdo de 24 horas,
com resultados superiores para todos os residuos quando comparado ao P. roqueforti, que
apresentou maior valor para o residuo de maracuja com 0,084 Ul/mL de atividade enzimatica
com 24 horas de tempo de fermentacdo. Conclui-se que o A. awamori possuiu maior destaque

para a producdo da enzima nas condicGes propostas.

Palavras-chave: Reaproveitamento, residuo agricola, cultivo em estado sélido, fitato, fésforo.
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1. INTRODUCAO

O contato humano com a tecnologia estd intimamente atrelado ao seu desenvolvimento
desde o inicio dos tempos, dentro desses campos tecnoldgicos a biotecnologia € uma area em
constante progressdo desde os primordios da civilizagdo, os primeiros contatos do homem com
esse tipo de ciéncia vém atraves da producdo principalmente de pées e vinhos nas gquais eram
usados microrganismos durante os processos. Entretanto a biotecnologia moderna baseia-se
em outras técnicas como por exemplo a modificacdo e introducéo de material génico a fim de
alterar favoravelmente os processos metabdlicos (COSTA, 2004).

Podem ser observadas muitas pesquisas na area da biotecnologia com intuito de gerar
espécies vegetais cada vez mais resistentes a pragas e doencas além de melhorar o teor
nutricional das mesmas. Um dos meios mais frequentes para tornar oS vegetais mais
interessantes no ambito nutricional é a reducdo de fatores antinutricionais, esse
desenvolvimento biotecnoldgico ocorre através do uso de aditivos como os prebioticos e
enzimas. Ha ainda o uso desses recursos para adicdo em racbes animais para melhorar a
eficiéncia alimentar e produtividade de, por exemplo, aves, suinos e peixes.

Nesse sentido os procedimentos biotecnoldgicos para producao de enzimas despertaram um
grande interesse da indUstria e intensificou-se as pesquisas para maximizacao e otimizagdo do
uso desse recurso em diversos segmentos além do setor de alimentacdo e ra¢cdes, com énfase
para as industrias téxtil, papel celulose e também de quimicos e farmacéuticos. Dados
demonstram que no ano de 2010 a producdo enzimatica movimentou cerca de 6 bilhdes de
ddlares com previsao de crescimento para 0 ano seguinte.

As enzimas sao proteinas catalisadores naturais de rea¢6es quimicas, elas sdo esséncias para
0s organismos Vvivos exercendo principalmente funcdo de degradar a matéria organica. Esses
compostos possuem uma complexa estrutura molecular, sendo formadas por uma parte proteica
que pode estar ligada a outros compostos, como carboidratos e lipideos. Dentro da indUstria as
enzimas possuem diversos empregos e utilizagdes, elas podem funcionar de modo a facilitar ou
dificultar reacOes especificas, alguns processos nos quais é possivel observar seus usos séo, por
exemplo, dentro da industria de alimentos, na qual as enzimas sdo usadas tanto no processo de
fabricacdo, como as amilases que tem funcgéo de ajudar a atividade enzimatica das farinhas para

panificacdo, quanto em processos de higienizagdo no qual as mesmas sdo empregadas visando
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auxiliar a remocdo de gorduras e proteinas através, principalmente, dos detergentes
(ORLANDELLI et al., 2012).

A producao das enzimas em escala industrial € realizada principalmente por dois processos:
a fermentacdo submersa e a fermentacdo em estado sélido sendo o primeiro o mais utilizado
devido a maior facilidade de desenvolvimento do microrganismo em condi¢des de pH e
temperatura controladas. Todavia é possivel baratear todo o processo de producéo enzimatica
pelo uso da fermentacdo em estado solido, essa requer um menor controle e menos
investimentos devido a facilidade de instalacdo do processo e de recuperagdo das enzimas
podendo obter um resultado tdo satisfatério quanto a fermentagdo submersa. Outros fatores
positivos para a fermentagdo em estado sélido € a possibilidade de reutilizacdo de diversos
residuos agricolas como meio de cultura que reduz o valor total do processo, fazendo ainda uso
de fungos que possuem bom crescimento nesses meios.

Os fungos sdo um dos principais microrganismos produtores de enzimas, 0 processo ocorre
naturalmente pela infeccdo da planta pelo fungo que, por sua vez, produz as enzimas
extracelulares para transporte e degradacao de nutrientes para a célula (ORLANDELLI et al.,
2012). Essa producdo natural pode ser repetida na fermentagcdo em estado sélido, levando em
consideracdo a composicdo dos substratos originarios de residuos agroindustriais o
desenvolvimento do fungo pode ocorrer de maneira semelhante as caracteristicas da natureza,
esse aspecto torna essa producgdo extremamente vidvel contribuindo também para minimizar a
guantidade de residuo a ser despejado no meio ambiente e gerando valor industrial.

O acido fitico é um composto antinutricional que se liga a diversos minerais e reduz a sua
biodisponibilidade, ele possui pouca digestibilidade para animais monogastricos como frangos
€ porcos pois 0s mesmos possuem baixa ou nenhuma atividade da enzima fitase intestinal, nesse
sentido os mesmos ndo conseguem usar o acido fitico disponivel (MAGA et al., 1982; LELIS
et al., 2009). Desse modo ¢é de interesse da industria que esse acido fitico seja hidrolisado para
diminuir a poluicdo por excrecéo de P em areas oriundas da criagdo intensiva de animais e para
gue 0 mesmo possa ser tambeém aproveitado nutricionalmente pelos animais. A industria busca
ainda processos mais eficientes para reducdo desse fitato, Reddy et al. (1982) cita que processos
de moagem, hidratacéo e tratamento térmico sdo exemplos de como reduzir o fitato presente.
Hé ainda a possibilidade de adigdo da enzima fitase de maneira exdgena ou ativagdo da enzima
enddgena. De acordo Lelis et al. (2009) a producéo de fitase para tal aplicacdo é uma alternativa
eficiente para a industria de alimentos. A fitase € uma enzima do tipo fosfatase responsavel pela

catalise da hidrélise do acido fitico em inositol e fosfatos, liberando assim compostos para
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serem absorvidos, como o ortofosfato. Essa enzima foi uma das primeiras descritas com a
capacidade de liberar o fosfato inorganico a partir de fosfato organico (LELIS et al., 2009).

Foram escolhidos os residuos de coquinho azedo, maracuja, siriguela e umbu para a
realizacdo das fermentagdes, com o Aspergillus awamori sendo fermentado em todos esses
enquanto o Penicillium roqueforti teve seu desenvolvimento apenas no maracuja, siriguela e
umbu.

Essas frutas séo tipicas da regido do norte de minas e sdo usadas para fabricacdo de produtos
como polpas, doces ou in natura que séo fonte de renda para diversas pequenas agroindustrias
e cooperativas, desse modo sdo gerados residuos que possuem pouco valor agregado e que
podem posteriormente ser melhor aproveitados pela indUstria. Existem algumas literaturas que
citam a capacidade de algumas dessas frutas de funcionamento como substrato para a
fermentacdo e producdo de enzimas diversas, Menezes et al. (2006) pesquisaram e obtiveram
resultados positivos a respeito da capacidade de uso de residuos de maracuja como substrato
para a producdo de poligalacturonase através da fermentacdo de Aspergillus niger.

13



2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a producéo de fitase endégena através da
fermentacdo em estado solido das espécies fangicas Aspergillus awamori e Penicillium
roqueforti utilizando, a fim de avaliar a viabilidade, de residuos agricolas de maracuja, umbu,

coquinho e seriguela como substrato para o processo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Processos Fermentativos

A biotecnologia € um campo com constante aprimoramento, é possivel ver com maior
frequéncia cada vez mais aplicagdo de conceitos como recombinacdo e modificagcdo do
DNA e melhoramento e producédo de culturas. Dentro de todo esse contexto é importante
salientar a funcdo das enzimas afim de otimizar e viabilizar diversos processos produtivos.
O Brasil possui pouca producdo enzimatica sendo, essencialmente um importador dessas
além de possuir o consumo das mesmas pela industria em pequena escala, tendo em vista
esse panorama € interessante que se desenvolva essa area cada vez em maior crescimento
(SANTOS, 2011).

O uso de microrganismos para obtencdo de produtos € variado, podendo-se diversificar
o0 tipo de biorreator a ser usado, 0 método de cultivo do microrganismo: fermentacao
submersa ou em estado solido e fatores como ser continuo, semicontinuo ou descontinuo.
Acerca dos biorreatores é ainda importante que se observe a possibilidade de
monitoramento e de controle dos diversos parametros do processo e também as
caracteristicas do microrganismo e do substrato para escolher de maneira eficiente o que
mais se adeque ao processo (ALMEIDA, 2012). Dentro do ambito dos produtos obtidos
por esses processos € possivel citar as enzimas como principal area de interesse para a
biotecnologia.

As enzimas sdo usadas pelos seres humanos de diversas maneiras, sua origem tem inicio
com o uso de preparacdo brutas de origem animal e vegetal ou indiretamente através de sua
acao proveniente do crescimento microbiano, foi apenas recentemente que foi possivel para

a industria viabilizar a acdo e uso controlado das enzimas.

3.2 Fermentacédo Em Estado Sdlido (FES)

A fermentagdo em estado solido (FES) é compreendida como o processo no qual a
cultura de microrganismos esta alocada sobre ou dentro de particulas em matriz sélida de
substrato ou material inerte onde o contetido de liquido a mesma seja suficiente para o
crescimento celular adequado (LIMA et al, 2001). E uma opg&o viavel com rentabilidade

potencialmente superior a fermentagdo submersa, além de ser mais barata ja que se pode
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usar para a FES residuos agricolas que sdo uma matéria prima de baixo custo (ALMEIDA,
2012).

Originalmente a FES era muito utilizada no Japdo com o uso de subprodutos como o
farelo de arroz e cascas de frutas como substrato para o processo. O Brasil apresenta-se
como um pais que possui uma imensa area de producdo agricola que produz grande
quantidade de residuo que acaba por ser subutilizado devido a falta de destino, deste modo
é possivel tornar a FES um potencial explorador desse recurso para producéo industrial
rentavel que ¢ ainda aliada aos conceitos de sustentabilidade e preservacdo ambiental. Em
menor escala ha também diversas cooperativas e pequenas agroindustrias que geram grande
quantidade de residuo que pode ser aplicado como substrato.

Existem muitas caracteristicas e aspectos relevantes para o processo desse tipo de
cultivo: o microrganismo a ser usado, a escolha do substrato mais eficiente, a obtencédo de
parametros mais eficientes e o isolamento e purificacdo do produto. Um desses aspectos é
a baixa umidade do substrato sélido que torna propicio apenas o crescimento de fungos e
leveduras ja que as bactérias demandam alta atividade de agua, além de dificultar a
contaminacéo.

O processo da FES é severamente mais econdmico que a fermentacao submersa, ja que
além de serem muito mais interessantes para paises com abundancia de residuos
agroindustriais que 0 usam como matéria prima barata é ainda possivel que se reduza mais
0s custos tendo em vista que ndo ha necessidade de etapas anteriores como por exemplo o
pré-cultivo, além disso 0 volume de meio para a reacdo € menor o que implica em menor
custo do biorreator. Segundo Holker et al. (2004) as vantagens da FES tornam a producao
enzimatica maior em comparacdo a FS, além disso ha também um produto final de maior
qualidade com maior atividade que é menos susceptivel aos problemas de inibicdo ao
substrato e as variagdes de temperatura e pH.

Entretanto € importante ressaltar que esse processo necessita de um rigido parametro de
qualidade para que sua aplicacéo seja eficiente ja que uma de suas principais desvantagens
com relagdo a fermentacdo submersa € a dificuldade de controle de variaveis como pH,
temperatura e umidade, outros problemas s@o a dificuldade de acompanhamento de

mudancas fisico-quimicas e a facilidade de contaminagdo do meio.
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3.3 Principais fatores que influem para a produc¢do enzimética por FES

3.3.1 Umidade

A umidade é um dos principais aspectos para se obter um processo eficiente, levando
em consideracao tanto a atividade de agua do microrganismo quanto do substrato a ser
usado. Fungos sdo pouco exigentes com relacéo a esse fator, segundo Almeida (2012)
valores entre 40%-60% de umidade podem vir a ser suficientes, entretanto ainda é
importante avaliar o custo e disponibilidade do substrato para melhor escolher.

O grau de umidade do substrato € determinado levando em consideracdo sua origem,
as necessidades da cultura a ser usada e o tipo de produto final que se deseja obter
(PARIS, 2008). Em condig&o ideal de umidade o substrato deve formar uma camada
superficial de &gua que ird possibilitar a distribuicdo otimizada de nutrientes e de
oxigénio, altos valores de umidade afetam a obtencdo de oxigénio pelo fungo e
atrapalham a cinética de crescimento do mesmo, enquanto valores muito baixos podem
dificultar o crescimento do microrganismo e gerar, consequentemente, uma menor
quantidade de enzimas vidveis implicando também em menor porosidade do meio

dificultando as trocas gasosas e de calor do meio fermentado.

3.3.2 pH

O pH é um parametro de dificil controle na FES em decorréncia das variadas
propriedades e a consisténcia dos substratos usados, para que se minimize os problemas
com essa variavel sdo escolhidos preferencialmente meios com maior capacidade
tamponante, é também possivel usar solucdo-tampdo durante a umidificacdo do

substrato.

3.3.3 Temperatura

Um fator de extrema importancia para o processo crescimento do microrganismo no
cultivo em estado sélido é a temperatura. Tendo em vista que 0 processo é exotérmico
faz-se necessaria a dissipacao do calor gerado para que isso ndo interrompa a cinética

de desenvolvimento.
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Entretanto esse fator é de dificil controle j& que os meios usados possuem baixa
condutividade e, portanto, atrapalha principalmente a remocdo de calor. Algumas
alternativas em escala industrial sdo possiveis para sanar o problema: a introducéo de ar
comprimido no substrato, o controle geral de temperatura da sala e/ou equipamento onde
ocorre a fermentacdo, ou 0 uso de um equipamento para a fermentacdo que permita a
troca eficiente de calor. Segundo Hasan (2002) em grande escala aparelhos de
refrigeracdo sdo ineficientes para a dissipagéo do calor metabdlico em FES, ressaltando

ainda mais a importancia da porosidade adequada do meio de cultura.

3.3.4 Outros fatores

Deve-se atentar também ao tamanho das particulas, de modo geral ele afeta o
aproveitamento do substrato pelo fungo, é necessario que haja um espaco entre as
particulas para dissipacao do calor, porém, particulas menores favorecem uma maior
area de contato que podem gerar empacotamento do leito, ja particulas maiores
promovem a formacéo de espagos com retencdo de ar que pode ser usado pelos fungos
(MAYRINCK, JR., 2014).

3.4 Fitase

A fitase ou mio-inositol hexaquifosfato fosfohidrolase é uma enzima pertencente ao
grupo das fosfatases de histidina acida que hidrolisa o acido fitico em mio-inositol e acido
ortofosfdrico, necessario ao processo metabdlico de biossintese celular (PANDEY et al.,
2001). Basicamente existem 2 tipos de fitase: a mio-inositol hexaquifosfato 3-
fosfohidrolase, denominada 3-fitase, de origem microbiana, e mio-inositol hexaquifosfato

6-fosfohidrolase, denominada 6-fitase ou fitato 6- fosfatase, de origem vegetal.

Figura 1 - Hidrolise do fitato em inositol pela acdo da enzima fitase.

0PO; H
0.0 O3P? Fitase Ho 9
00 g BV 3
S | OP03 H;O HO OH + 6p04
0,P0 ",
Fitato Inositol

Fonte: adaptado de Silveira (2017).
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Essa enzima € um componente naturalmente encontrado em sementes e possui também
origem microbiana, ela é descrita como uma enzima capaz de liberar o fosfato inorgénico a
partir de fontes organicas, lisar acido fitico em inositol e acido fosforico. A fitase esta ainda
presente no intestino de animais monogastricos, entretanto ela possui baixa atividade e,
portanto, é incapaz de digerir o fosfato na forma de P fitico.

As fitases comerciais podem ser produzidas por fermentacdo submersa ou fermentacao
em estado solido, para o primeiro caso é normalmente usada a técnica de DNA
recombinante, porém essa € ineficiente tendo em vista o caro processo para recuperagao das
enzimas. Ja a fitase de origem flngica ¢ mais vantajosa, os fungos produzem a enzima
extracelular e isso facilita sua recuperacdo e ainda elimina etapas caras que Ssdo
normalmente necessarias para 0 processo de recuperacdo. Tengerdy (1996) publicou na
época uma estimativa para 0s custos do processo de producdo de celulase, obtendo cerca de
$ 0,2 ddlares/kg para a FES, e um valor 100 maior para a fermentacdo submersa, $ 20

ddlares/kg.

3.5 Acido Fitico

O fitato, na forma salina, ou &cido fitico € um componente importante em espécies
vegetais como legumes, sementes, nozes e cereais, ele constitui até 5% do peso da matriz
de suas matrizes e é considerado um fator antinutricional. Segundo Mayrinck Jr. (2014)
acredita-se que a principal funcdo do &cido fitico seja de reserva de grupos fosforil e fésforo,
sendo que entre 50% e 80% de todo fosforo vegetal se encontra armazenado como fitato,
que serdo usados durante a germinacdo das plantas.

O principal fator antinutricional relacionado ao &cido fitico € a sua capacidade de
quelacdo com proteinas, minerais e cations divalentes como: Zn*?, Cu*?, Mn*?, Ca*?, Co™?,
Ni*? e Fe*2 tornando-os menos disponiveis para absorcao no trato gastrointestinal (RAMOS
etal., 2012).

A principal fonte natural de fosforo para os animais herbivoros € o fitato, desse modo é
importante que esses animais metabolizem o mesmo, para tal é necessario o uso de fitases
exogenas ou fosfatases endogenas que auxiliam ainda impedindo o processo de quelacao.
O fitato excretado ndo digerido é extremamente maléfica para 0 meio ambiente, visto que

esse possui uma quantidade elevada de fosforo que quando em contato com 0s ecossistemas
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aquaticos pode causar eutrofizacdo, aumentando a populagdo de algas que liberam
compostos tdxicos, diminuem a quantidade de oxigénio disponivel na agua e ainda
dificultam a penetracdo de luz (GALDINO et al., 2017). Uma das alternativas eficientes
para evitar esse problema é a adicdo de fitase na racdo animal para diminuir a quantidade
excretada.

3.6 Aplicagdes Industrias da Fitase

Sdo variadas as aplicacdes da fitase comercialmente, de acordo com Greiner (2007)
desde 1991 estdo presentes no mercado variantes comerciais da enzima, destacando-se
principalmente seu uso em racao de aves e suinos. Isso se deve principalmente pelo fato de
que é necessario que se suplemente a racdo desses animais com a enzima para maior
digestibilidade e aproveitamento do fésforo, sendo imprescindivel para que 0s animais se
desenvolvam de maneira adequada.

No campo da alimentacdo humana é crescente a utilizagdo de fitases durante o
processamento de alimentos, ela é usada majoritariamente na producdo de alimentos com
apelo funcional, com énfase em alimentos que possuem 0s cereais como principal matéria
prima. Ha ainda relatos do uso de fitases na fabricacdo de pdes com resultados eficientes na
reducdo do tempo de fermentagdo (SALMON, 2011).

Entretanto é importante ficar atento ja que fitases de fontes diversas possuem
caracteristicas diversas, como por exemplo, ser termoestavel e possuir ampla faixa de pH
para atividade catalitica. Desse modo é necessario estar atento para garantir a eficiéncia
maxima da enzima. Na tabela 1 abaixo estdo listadas algumas fitases comerciais disponiveis

no mercado.

Tabela 1 — Exemplos de fitases comerciais disponiveis mundialmente no mercado.

) ) Tipo de
Empresa Produto Microrganismo
fermentacgéo
BASF Natuphos A. niger Liquida
AB Enzymes Finase A. awamori Liquida
Alltech Allzyme phytase A. niger Solida
DSM Bio-feed phytase P. lycii Liquida

Fonte: adaptado de Salmon (2011).
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3.7 Microrganismos

Nos processos de fermentacdo em estado sélido podem ser aplicados diferentes
microrganismos: bactérias, leveduras e fungos filamentosos, sendo que esses Ultimos 0s
mais comumente usados e que foram também escolhidos no presente trabalho. O uso desse
tipo de microrganismo em larga escala para FES se da principalmente pelo fato de que as
condicdes de cultivo se assemelham muito as condicdes de crescimento que esses fungos
encontram na natureza, o que possibilita um crescimento otimizado desses microrganismos.

S&o muitas as culturas usadas na biotecnologia, pode-se citar por exemplo 0s géneros
fangicos Rhizopus Penicillium e Aspergillus sdo comumente usados para enriquecimento
proteico e producdo enzimatica, sendo que o Penicillium usado na producédo da penicilina.
Héa ainda as bactérias do género Lactobacillus que sdo usadas para producéo de acido latico.

A possibilidade de producao da enzima fitase por fungos do género Aspergillus ja vem
sendo relatada em trabalhos publicados a algum tempo, Nascimento e seus colaboradores
(2018) observaram em testes realizados com fermentacdes em meio sreening fitase que de
dezenove espécies do género analisadas dezessete foram capazes de produzir a enzima. Na
pesquisa desenvolvida foram usados os fungos Aspergillus awamori e Penicillium
roqueforti pois foi visto em outras literaturas a capacidade do mesmo de produzir a enzima
fitasse, além disso esses fungos sdo conhecidos por sua alta capacidade proteolitica e
também por serem considerados ndo tdxicos e ndo patogénicos tornando-os comumente

usados na industria de alimentos.

3.8 Substratos — Residuos Agroindustriais de Frutas

O meio de cultura para esse tipo de fermentacdo é bastante variado, entretanto sao
normalmente utilizados residuos agroindustriais pois sdo um recurso abundante e de baixo
custo que cumpre a funcéo de ser uma matriz solida capaz de fornecer energia, nutrientes e
carbono para o crescimento do fungo. Em alguns casos € ainda possivel a adi¢éo de solucbes
nutritivas para aumentar o potencial do meio e favorecer o desenvolvimento do
microrganismo. Segundo Almeida (2012) sdo diversos os tipos de residuos agroindustriais
usados como substrato, com destaque para farelos e cereais, mandioca e frutas como a

laranja.
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Os principais fatores a serem levados em consideracdo para a escolha do substrato
adequado, principalmente em escala industrial, s&o o0 seu custo e a disponibilidade de uso,
os residuos agroindustriais se destacam nesses dois parametros pois sdo um subproduto do
processo produtivo o que torna o seu uso uma reducéo de custos e uma matéria prima barata.
Séo encontrados também em grande disponibilidade, desde grandes empresas a pequenas
agroindustrias e cooperativas subutilizam esse recurso. Segundo Pereira (2006) séo
produzidos cerca de 350 milhGes de residuos agroindustriais no Brasil anualmente.
Residuos de fruta subutilizados que podem ser aproveitados como substrato para a produgéo

enziméatica da fitase.
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4. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo serd apresentado e discorrido a respeito das metodologias e os materiais que
foram usados para desenvolvimento da fermentacdo em estado sélido dos fungos, assim como
as metodologias de analises usadas para avaliar a atividade enzimaética.

A pesquisa foi desenvolvida no laboratorio de biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG).

4.1 Caracterizacao do meio de cultivo

Para a caracterizacdo do material foram feitas as seguintes analises: matéria seca, através
da comparacdo entre o material imido e o material ap0s processo de secagem em mufla,
foram analisadas também as cinzas do material pela analise da queima da matéria seca a
550°C. A determinacdo da proteina bruta (PB) foi feita seguindo a metodologia padréo de
Kjeldahl e para a determinacéo do extrato etéreo (EE) foi usada a metodologia de Goldfisch.
Por as analises de fibra detergente acido (FDA) e fibra detergente neutro (FDN) foram feitas

seguindo a metodologia convencional de Van Soest (1963).

4.2 Microrganismos

As espécies fangicas Aspergillus awamori B.361 U2/1 e Penicillium roqueforti cepa
adquirida da Fundacdo André Tosello. Ambos os fungos pertenciam ao banco de células do
laboratério de biotecnologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICA/JUFMG) onde eram mantidos em meio Agar Batata Dextrose (Agar
BDA).

4.3 Preparo do indculo

O inoculo foi preparado em placas contendo aproximadamente 100 mL de meio de
cultura Agar BDA. Realizou-se entfo esterilizacdo dessas a 121 °C por 30 minutos e a

incubacdo em estufa BOD por um periodo de 7 dias a 28 °C.
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Apos esse processo foi feito o inoculo fangico, foi usada a técnica de disco micelial para
avaliar a producdo da enzima fitase por meio da fermentacéo solida. Das placas cultivadas
com os fungos foram cortados discos miceliais de 1,0 cm de didmetro, os quais foram

retirados e macerados em 1,0 mL de solucdo salina 0,9% cada um.

4.4 Meio de Cultivo

A pesquisa teve como objetivo usar residuos agroindustriais como meio de cultivo,
nesse sentido a cooperativa Grande Sertdo, localizada na cidade de Montes Claros — MG,
forneceu residuos de frutas originarios da sua producdo para serem reciclados como
substrato da fermentacdo. As fermentacdes ocorrem em Erlenmeyers de 500ml a 70% de
umidade usando como substrato residuos de maracuja, seriguela, umbu e coquinho azedo.
A composicdo do meio de cultura foi de 25 g dos residuos de uma das frutas adicionados
de uréia a 3% para fonte de nitrogénio, ele foi umidificado de maneira prévia com 8 mL de

agua destilada e entdo esterilizado a 121 °C por 15 minutos.

4.5 Fermentacdo em estado solido

Ap0s os preparos do meio de cultura e do microrganismo foi feita a adicdo de 1 mL de
indculo aos substratos previamente preparados nos Ernlenmeyers de 500 mL e esses por sua

vez foram incubados a 30 °C por 48 horas. A figura 2 mostra os Erlenmeyers

Figura 2 - Fermentacdo em estado solido de A. awamori e P. roqueforti realizada em
Erlenmeyers.

Fonte: autor.
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Foram retiradas amostras nos tempos 12, 24, 36 e 48 horas que foram posteriormente

usadas para realizacdo das analises posteriores. O experimento foi realizado em duplicata.

4.6 Extragéo de enzimas

Para a realizacdo da extracdo das enzimas as amostras retiradas nos tempos 24, 36 e 48
horas foram preparadas, foi adicionado ao meio fermentado sélido 100 mL de agua
destilada. A suspencdo formada foi levada a agitacdo constante a 150 rpm em shaker por
30 minutos, depois disso o0 extrato cru gerado foi filtrado com auxilio de cortes de papel
TNT, o permeado final recolhido foi usado para medida da atividade de fitase. A figura 3

apresenta uma esquematizacdo da fermentacdo e extracdo das enzimas.

Figura 3 - Fluxograma do processo para formacédo do extrato enzimatico.

Erlenmeyers

Meio fermentado

!

Adicdo de agua
100 mL

'

Agitacdo
v

Filtracdo

'

Atividade enzimatica

Fonte: autor.
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4.7 Andlise da atividade enziméatica da fitase

A andlise de atividade da enzima fitase foi realizada pela medida do fosfato inorganico
liberado no extrato liberado (FISKE e SUBBAROW, 1925), ela é definida como a unidade
de medida de atividade (U) para quantidade de enzima necessaria para liberagéo de 1 pmol
de fésforo inorgénico de uma solucdo de fitato de sédio a 0,003 mol/L por minuto dentro
das condicbes do ensaio. Para tal utilizou-se 400 puL do substrato fitato de s6dio em um
tampéo de acetato de sodio com pH 4,0 e100 uL de extrato enzimatico, €ssa reagdo ocorreu
em banho-maria por 30 minutos a 45 °C, foi adicionado durante a mesma 500 pL de solucdo
de &cido tricloroacético 5%. Apds esse processo foram adicionados aos tubos da rea¢édo 500
uL de uma solucéo de &cido sulfarico, molibdato de aménio e sulfato ferro que formam um
reativo colorimétrico. Nessa reacdo a fitase ira liberar o fosfato inorgénico a partir do fitato
como substrato, esse fosfato reage com o molibdato de aménio de modo a formar um
complexo “fosfo-molibdato” que ¢ reage com o sulfato ferroso sendo reduzido ¢ formando
um composto de cor azul chamado de “azul de molibdénio”. Essa reacdo pode ser
quantificada colorimetricamente com auxilio da curva-padrdo contra a concentracdo de
fosfato inorgéanico.

Em seguida usou-se o espectrofotdmetro para realizar leitura da absorbancia em 700 nm
e os valores finais foram correlacionados e comparados com a curva padrdo originaria feita
com KH2POas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a caracterizacdo do produto estdo expostos abaixo, eles foram
importantes para definir as caracteristicas do ensaio.

5.1 — Caracterizacdo do material

Os residuos da producéo escolhidos eram compostos dos seguintes materiais: Coquinho
azedo, maracuj, seriguela e umbu. Eles foram entdo caracterizados e preparados para ser
usados como substrato.

Para caracterizacdo dos materiais foram feitas as analises de matéria seca, cinzas, fibra
Detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE) e proteina bruta
(PB). Os resultados obtidos estdo dispostos na tabela 1 abaixo.

Tabela 2 — Valores obtidos para caracterizacdo dos substratos usados na fermentacdo em
estado sdlido.

_ Fibra Fibra Extrato  Proteina
Matéria _
Substratos Cinzas  Detergente Detergente Etéreo Bruta
Seca (%) .
Neutro (FDN) Acido (FDA) (EE) (PB)
Coquinho
89,6298 11,3060 91,1998 63,4499 12,0548 0,7078
Azedo
Seriguela 91,7990 2,1010 89,1569 69,0193 18,0734 2,2399
Maracujd 93,9523 3,2157 83,2310 67,7429 1,8904 1,0477

Fonte: autor.

5.2 — Fermentacdo em Estado Solido

A Figura 4 refere-se ao cultivo do A. awamori utilizando os meios com residuos de

maracuja, seriguela e coquinho azedo. As fermentacdes semi-solidas foram realizadas por
48 horas.
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Figura 4 — Atividade de fitase, expressas em Ul/mL, para as fermentacfes do fungo A.

awamori em diferentes substratos.
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Fonte: autor.

Os melhores resultados obtidos para a fermentagcdo em estado do A. awamori foram os
seguintes: para o cultivo com residuo de coquinho azedo obteve-se 0,089 Ul/mL com tempo
de 36 horas de fermentacdo, 0,124 Ul/mL para o cultivo com residuo de maracuja com 24
horas de tempo de fermentacdo, 0,256 Ul/mL para o cultivo com residuo de seriguela com
24 horas de tempo de fermentacdo e para o cultivo com substrato de residuo de umbu o
resultado obtido foi de 0,154 Ul/mL com 36 horas de tempo de fermentacéo.

Analogamente é possivel observar que para o P. roqueforti os melhores resultados
foram: 0,037 Ul/mL para o cultivo com residuo coquinho azedo com 36 horas de tempo de
fermentacdo, 0,084 Ul/mL para o cultivo em residuo maracuja com 24 horas de tempo de
fermentacdo, 0,025 Ul/mL para o cultivo com substrato de residuo de seriguela com tempo
de fermentacdo de 24 horas e para o cultivo em residuo de umbu o resultado obtido foi de
0,068 Ul/mL com tempo de fermentagéo de 36 horas. A tabela 5 apresenta os resultados de

maneira resumida para as fermentacgdes do P. roqueforti.

A Figura 5 referem-se ao cultivo do P. roqueforti utilizando os meios com residuos de
maracuja, seriguela e coquinho azedo. As fermentagGes semi-solidas também foram

realizadas por 48 horas.
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Figura 5 — Atividade de fitase, expressas em Ul/mL, para as fermentagcdes do fungo P.
roqueforti em diferentes substratos.
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Tabela 3 — Melhores resultados para fermentacdo do A. awamori e P. roqueforti

Atividade Atividade
Tempo de o o
Enzimatica Enzimatica
Substrato Fermentacéo ) )
0 A. awamori P. roqueforti
(Ul/mL) (Ul/mL)
Coquinho Azedo 36 0,089 0,037
Maracuja 24 0,124 0,084
Seriguela 24 0,256 0,025
Umbu 36 0,154 0,068

Fonte: autor.

Quando comparados os valores obtidos para o A. awamori foram muito superiores do
gue os obtidos para o P. roqueforti, o resultado mais expressivo foi encontrado para o
cultivo usando como substrato o residuo de seriguela, atividade de 0,256 Ul/mL para o A.
awamori, esse valor é 10 vezes maior que o valor encontrado para 0 mesmo substrato no

mesmo tempo de fermentacdo usando o P. roqueforti. A partir disso notou-se que o P.
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roqueforti ndo é um bom produtor dessa enzima nas condigdes em que foi desenvolvido o
experimento.

Foi possivel observar uma maior atividade enzimatica para os fungos, com o A.
awamori, destacando-se o cultivo com o umbu como substrato. O fato do A. awamori
atingir maior concentragcdo de fitase pode ser corroborado por outros estudos como o
realizado por Silveira et al (2017), que observou ser o A. awamori o fungo melhor produtor
para cultivos realizados com farelo de soja e de trigo, conseguindo atividades enzimaticas
de maior valor quando o farelo de trigo foi usado como substrato.

Lima e seus colaboradores (2014) em um trabalho realizado para obtencdo de fitases a
partir da fermentacdo em estado sélido usando como substrato farelo de arroz observaram
que o fungo A. niger possui um desempenho melhor quando comparada a outros fungos,
nessa pesquisa foi possivel observar que os resultados mais eficientes foram obtidos no
tempo de 36 horas de fermentacdo, com valores de 41,10 FIT. Um dos fatores mais
importantes para uma producdo efetiva de fitase é a quantidade de fosforo presente no
substrato, 0 uso de substratos mais ricos em fosforo como € o caso do farelo de arroz é uma
opcao viavel para suplementar e propiciar um melhor desenvolvimento da enzima.
Entretanto os substratos usados possuem uma baixa quantidade de fésforo em suas
composicdes naturais, as literaturas apresentam valores de 19 mg.100g? de fosforo na
seriguela, cerca de 50 mg.100g™* para o umbu, 18 mg.100g™ para o coquinho azedo, nio
foram encontrados valores precisos para 0 maracuja, porém estima-se que 0 mesmo possua
boa quantidade, proximo aos valores das frutas, de fésforo em sua composicao.

Em um trabalho realizado com objetivo de produzir fitase através da fermentagdo em
farelo de trigo e farinha de okara, Margal e seus colaboradores (2016) observaram um
melhor resultado para cepas A. niger quando comparado ao Penicillium funiculosum, com
destaque para o farelo de trigo como fonte de carbono mais eficiente para a fermentacéo. O
A. niger INCQS 40018 apresentou atividade fitasica especifica de 1,758 U/mg, sendo que
foram observadas atividades menores para concentracdes de inoculo superior.

Os resultados alcancados pelo presente trabalho apresentam valores pequenos quando
comparados as demais literaturas consultadas, Lima et al. (2014) obteve valores com tempo
de fermentacédo de 36 horas valores de 41,1 U/g para fermentacdo do A. niger em farelo de
arroz, valor expressivamente maior quando comparado a fermentacdo dos residuos
pesquisados durante o mesmo tempo de cultivo. Gupta e seus colaboradores (2014)

alcancaram resultados ainda mais expressivos para atividade de fitase usando farelo de trigo
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para cultivo em estado so6lido do A. niger NRF9, com um tempo de fermentagdo de 120
horas obtiveram 112,1 U/g para atividade fitasica, sendo que para os tempos de fermentacédo
de 36 e 48 horas a atividade foi de cerca de 45 U/g, esses valores sdo também maiores que
os valores encontrados no presente trabalho para todos os tempos de fermentacdo. Ha
também valores maiores encontrados na literatura para fermentac6es em estado solido com
A. awamori em outros substratos, Silveira (2017) em trabalho para avaliar a produgéo de
fitase por fungos endofiticos dos manguezais do estado de Sdo Paulo encontrou valores de
atividade superiores para fermentacdo do A. awamori, 43,98 U/100g para cultivo em farelo
de soja e 82,77 U/100g para cultivo em farelo de trigo.

Todavia é possivel, mesmo com os baixos valores alcancados pela fermentacao,
aumentar o rendimento e a producdo através da suplementacdo do meio com compostos
indutores, esses compostos apresentam fosforo em sua composicdo, como por exemplo o
KH2PO4. Essa técnica foi usada por Silveira (2017) que adicionou esse composto aos meios
fermentativos de farelo de soja e farelo de trigo e obteve maiores valores de producdo de
enzimas que os ja relatados para a atividade, houve um salto de 4 vezes para o valor do
cultivo de soja com aumento da atividade para 132,25 U/100g e de 2 vezes para 0 para o
farelo de trigo com aumento da atividade para 115,52 U/100g. Porém foi necessario a
realizacdo de processos posteriores para completa eficiéncia do indutor, visto que o ion K*
pode inibir a enzima fitase e assim reduzir os valores de atividades encontrados ou inibir
(MONTEIRO, 2015). Outros autores também encontraram resultados positivos para essa
adicdo de KH2PO4, Gupta et al. (2014) relataram atividades de até 7430 U/100g para
fermentagdes com A. niger NRF9 em farelo de trigo com adi¢do do indutor KH2PO4 em
concentragdes de 0,01%.

A fitase produzida atraves desses métodos tem diversas aplicacdes. Na literatura, é
possivel observar a aplicacdo das mesmas para suplementacdo animal principalmente de
aves, Costa e seus colaboradores (2007) constataram que frangos que consumiram ragdes
suplementadas com a enzima fitase nas fases inicial e pré-inicial de desenvolvimento
tiveram um maior consumo de ragéo e, consequentemente, conseguiram um melhor ganho

de peso.
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6. CONCLUSAO

Dentre as duas linhagens de fungos pesquisadas para a selecdo e fermentacdo em estado
solido em meios de cultura compostos por residuos agricolas da Cooperativa Grande SertGes
destacou-se, em testes qualitativos, somente a espécie Aspergillus awamori para a producédo da
enzima fitase.

A metodologia utilizada de Fiske e Subbarow (1925) mostrou-se ser adequada para a
quantificacdo de atividade de fitase.

A producgdo da enzima no meio de residuo de seriguela mostrou que o fungo Aspergillus
awamori se destacou diante dos demais ap6s as 36 horas de cultivo, alcangando os maiores
valores de atividade de fitase. Devido a ndo quantificacdo de fitato no meio inicial supdes que
a auséncia ou baixa concentracdo de P no meio seja uma das razdes para a baixa expressao de
fitase pelos fungos.

Para futuros trabalhos sugere-se que se use uma tecnologia para aumentar a eficiéncia da
producéo de fitase, no caso a adi¢do de 1mM de KH2PO4 como indutor no meio de cultivo da

fermentacao em estado sélido é eficiente.
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