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RESUMO: Fitase é uma enzima que catalisa a liberação do fosfato de fitato, o qual é a principal 

forma de fósforo predominantemente ocorrendo em grãos cereais, legumes e sementes oleaginosas. 

A digestão e o aproveitamento do alimento podem ser aumentados pela adição de fitase microbiana, 

que hidrolisa o fitato para mio-inositol e ácido ortofosfórico, necessário ao processo metabólico de 

biossíntese celular. A fitase pode ser produzida industrialmente por processos biotecnológicos, 

sendo a síntese de fitase efetuada pela membrana celular de microrganismos a forma mais 

promissora de produção da enzima. Dessa forma, este trabalho objetivou realizar a produção da 

enzima fitase em laboratório e avaliar o resíduo agrícola com maior produção de fitases para as 

linhagens fúngicas de Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti por fermentação no estado 

sólido. Observou-se produção de fitase pelas duas linhagens fúngicas em estudo, porém a produção 

de fitase por Penicillium roqueforti não diferiu significativamente para nenhum dos resíduos em 

estudo e por Aspergillus awamori, o único resíduo que diferiu significativamente foi o de Siriguela. 

Concluiu-se assim que as espécies fúngicas podem ser utilizadas como fontes para produção de 

fitase e os resíduos de frutas também se apresentam como alternativa de meio fermentativo para 

produção da enzima.  
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 INTRODUÇÃO  

 

Ácido fítico ou fitato (mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexafosfato de inositol fosfato) é a principal 

forma de armazenamento de fosfato e de inositol em plantas, o qual constitui 3-5% do peso seco das 

sementes de grãos de cereais e legumes (ZHANG, 2010). Fitase (mio-inositol-

hexaquifosfatofosfohidrolase) é uma enzima que catalisa a liberação do fosfato de fitato (mio-

inositolhexaquifosfato), o qual é a principal forma de fósforo predominantemente ocorrendo em 

grãos cereais, legumes e sementes oleaginosas (PANDEY, A., 2001).  

Os animais monogástricos, como as aves e suínos, não produzem esta enzima, ou não a 

produzem em quantidades suficientes para transformar este fitato em fósforo inorgânico (SILVA et 

al., 2005).  Sendo assim a digestão e o aproveitamento do alimento podem ser aumentados pela 

adição de fitase microbiana, que hidrolisa o fitato para mio-inositol e ácido ortofosfórico, necessário 

ao processo metabólico de biossíntese celular. Desta forma, parte do fósforo, antes não disponível, 

passa a ser aproveitado pelo organismo, tornando possível reduzir em até 30% o fósforo 

suplementado na alimentação (KUMAR et al., 2010). 

A fitase pode ser produzida industrialmente por processos biotecnológicos, sendo a síntese 

de fitase efetuada pela membrana celular de microrganismos a forma mais promissora de produção 
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da enzima.  Apesar da habilidade de produção das bactérias e leveduras, os fungos são mais 

utilizados (PANDEY et al. 2001). 

A preocupação com a utilização de resíduos da agroindústria é crescente, pois estes, quando 

indevidamente descartados ou utilizados, tornam-se fontes adicionais de poluição ambiental 

(SAIDELLES et al., 2012).A fermentação em estado sólido (FES) é considerada uma alternativa 

econômica para produção da enzima e apresenta ainda a possibilidade de utilizar resíduos 

agroindustriais como substrato (GREINER et al., 2009). 

Dessa forma, este trabalho objetivou realizar a produção da enzima fitase em laboratório e 

avaliar o resíduo agrícola com maior produção de fitases para as linhagens fúngicas de Aspergillus 

awamori e Penicillium roqueforti por fermentação no estado sólido. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Biotecnologia do Instituto de Ciências 

Agrárias da Universidade Federal de Minas Gerais.  

 

Microrganismos 

Utilizou-se as espécies fúngicas Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti mantidos em meio 

Agar BDA. Para o preparo do inóculo, o fungo foi cultivado utilizando o mesmo meio de cultura, 

sendo incubado em estufa BOD durante sete dias a 28°C. 

 

Preparo do inóculo 

O inóculo fúngico foi realizado na forma de disco micelial para avaliar a produção da enzima fitase 

por meio da fermentação sólida.  Das placas cultivadas com os fungos foram cortados discos 

miceliais de 1,0 cm de diâmetro, os quais foram retirados e macerados em 1,0 mL de solução salina 

0,9% cada um.  

 

Fermentação 

Para a realização dos ensaios de produção de fitase foram realizadas fermentações sólidas a 70% de 

umidade em erlenmeyers de 500 mL utilizando resíduos de siriguela, umbu e maracujá. O meio de 

cultivo composto de 25 g do resíduo da fruta e de uma solução de uréia a 3% como fonte de 

nitrogênio, foi previamente umidificado com 8 mL de água destilada, e esterilizado a 121°C por 15 

min. Em seguida, adicionou-se 1 mL do inóculo no meio de cultivo sólido e incubou-se os frascos a 

30° C por 48 horas. O experimento foi feito em duplicata. 

 

Extração das enzimas 

A extração das enzimas foi realizada com adição de 100 mL de água destilada, com posterior 

agitação a 150 rpm por 30 minutos. O extrato cru foi filtrado e o permeado foi utilizado para os 

ensaios de atividade enzimática de fitase. 

 

Análise da atividade enzimática  

A atividade enzimática de fitase foi determinada de acordo com o método de FISKE e 

SUBBAROW (1925), medindo o fosfato inorgânico liberado. Todas as análises de atividade 

enzimática foram realizadas em duplicata, considerando como sendo uma unidade enzimática, a 

quantidade de enzima necessária para liberação de 1 μmol de fosfato inorgânico por min., sob as 

condições de ensaio. 
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 Em um tubo de ensaio de 20 mL adicionou-se 400 μL do substrato fitato de sódio 3,0 mM, 

em tampão acetato de sódio, em pH 4,0 e 100 μL de extrato enzimático. 

 A reação foi conduzida em banho-maria a 45 °C durante 30 min;  

 Adicionou-se 500 μL da solução de ácido tricloroacético 5% (para parar a reação);  

 Foram adicionados aos tubos de reação, 500 μL do reativo colorimétrico, que consiste de 

uma solução de ácido sulfúrico, molibidato de amônio e sulfato ferroso. 

 Adicionou-se água destilada até completar um volume de 4mL ;  

 As leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro a 700 nm; 

 Os valores obtidos foram correlacionados com uma curva padrão confeccionada com 

KH2PO4. 

 

Análise estatística  

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo 

teste de Tukey à 5% de probabilidade, com auxílio do programa SISVAR.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os resultados das atividades enzimáticas para fitases (U mL
-
¹) de ambos os microrganismos 

em cada resíduo de fruta estão apresentados na Tabela 1. De acordo com os resultados a produção 

de fitase pela espécie fúngica Penicillium roqueforti não diferiu significativamente para nenhum 

dos resíduos em estudo. Em contrapartida verificou-se diferenças na produção de fitase por 

Aspergillus awamori, sendo que o único resíduo que diferiu significativamente foi o de Siriguela, 

apresentando a maior média de atividade fitásica de 0,152 U mL
-
¹.  

Tabela 1 – Atividade de fitase em U mL
-1

 utilizando diferentes resíduos de frutas como meio de 

cultivo por 48 horas de fermentação.  

Fungo Resíduo de fruta 

Maracujá Siriguela Umbu 

Aspergillus awamori 0,027
aA 

0,152
bA 

0,106
abA 

Penicillium roqueforti 0,021
aA 

0,044
aB 

0,021
aA 

Legenda: Médias seguidas por letras diferentes, minúsculas nas linhas e maiúsculas nas colunas, 

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

Observa-se também que houve diferença significativa na produção de fitase entre as espécies 

fúngicas de Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti  para o resíduo de Siriguela, sendo 

verificada maior produção pelo Aspergillus awamori.  

De acordo com Awad et al. (2014) o gênero Aspergillus é um dos principais gêneros 

produtores de fitases, sendo o principal representante a espécie Aspergillus niger. Nascimento 

(2011) obteve pela realização de fermentação submersa com o fungo Aspergillus Níger, atividade 

fitásica de 6,02 U mL
-
¹, valor esse superior ao obtido nesse trabalho, porém utilizando-se um tempo 

de fermentação superior de 72 horas.  
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Valores semelhantes aos de atividade fitásica obtidos nesse trabalho foram encontrados por 

Pires (2016) que obteve atividade fitásica superior a 0,10 U mL
-1 

na produção de fitase com o fungo 

Acremonium zeae utilizando farelo de milho após 120 h de fermentação. E por Monteiro (2011) que 

obteve em estudo de produção de fitase de Rhizopus stolonifer em fermentação em meio líquido, 

valores de atividade enzimática de fitase de 0,03 U mL
-1 

e 0,07 U mL
-1

, com tempos de 36 e 48 

horas respectivamente.  

 

CONCLUSÃO  

 

As atividades enzimáticas obtidas pelas fermentações utilizando as espécies fúngicas 

Aspergillus awamori e Penicillium roqueforti indicam a possibilidade de utilização desses como 

fontes para produção de fitase. Os resíduos de frutas também se apresentam como alternativa de 

meio fermentativo para produção da enzima, ocasionando em redução dos custos de produção, uma 

vez que estes substratos apresentam menores custos e também em uma alternativa de destinação 

desses resíduos, que seriam descartados. Trabalhos futuros devem ser feitos aumentando-se o tempo 

de fermentação e modificando a composição do meio de fermentação no intuito de elevar a 

produtividade.  
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