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RESUMO: O fitato é a principal forma de armazenamento de fosforo em plantas e cereais usados
na formulacdo de racOes e limita a eficiéncia de utilizacdo do fésforo e outros nutrientes nesses
alimentos. A adicdo de fitases em racdo animal tem sido usada para minimizar os efeitos
antinutricionais do fitato além de diminuir os impactos ambientais e a adicdo de fésforo na racdo. O
objetivo dessa pesquisa foi avaliar a producdo da fitase por fermentacdo em estado solido pelo
Aspergillus awamori em diferentes tempos, utilizando residuos de frutas como substrato de
fermentacdo. A cepa utilizada foi Aspergillus awamori, e 0s substratos utilizados para a
fermentacdo foram residuos de coquinho azedo e maracuja. As analises da atividade da fitase foram
realizadas nos tempos de 24, 36 e 48 h. Foi possivel observar que o A. awamori foi capaz de
produzir a fitase nos dois residuos de frutas utilizados como substratos de fermentacdo, e tempo de
fermentacdo ndo influenciou significativamente na producéo de fitase. Dessa forma, conclui-se que
0 A. awamori € capaz de produzir fitase utilizando os residuos de coquinho azedo e maracuja e que
a variacdo de tempo de fermentacao avaliada ndo influenciou na producéo de fitase.

Palavras-chave: Atividade de fitase. Coquinho azedo. Maracuja. Fungo.
INTRODUCAO

O fitato ou acido fitico é a maior forma de estocagem de fosforo na maioria das plantas,
grdos de cereais e sementes oleaginosas. Porém, o acido fitico ndo é uma fonte de fésforo para
humanos e animais monogastricos, agindo como fator antinutricional, devido a sua capacidade de
formar complexos com cations bivalentes. Assim, além da necessidade de suplementacao das ragdes
animais com fdsforo, sdo geradas grandes quantidades de poluigdo ambiental pelo excesso de
minerais excretado no meio ambiente (PANDEY et al., 2001).

Dentre as formas de aumentar o aproveitamento do cido fitico esta o uso da enzima fitase
que permite melhor aproveitamento da dieta oferecida por animais monogastricos, aumentando a
biodisponibilidade do fosforo pela hidrolise do &cido fitico, o que diminui a necessidade de
suplementac&o com fontes inorganicas de fosforo (SATO, JORGE e GUIMARAES, 2016).

As fitases podem ser obtidas por processos biotecnoldgicos a partir de fontes de origem
animal e vegetal. No entanto, as fitases de origem microbiana representam a forma mais promissora
de producdo destas enzimas, as quais tém sido utilizadas em ra¢Ges animais. Apesar da capacidade
de producdo de bactérias e leveduras, os fungos sdo mais utilizados devido as suas fitases
apresentarem maior estabilidade térmica, maior estabilidade em faixas mais amplas de pH, elevada
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especificidade catalitica e maior resisténcia a protedlise, quando comparadas com as fitases de
plantas (KIM et al., 2006),

A producdo de fitases flngicas se mostra mais vantajosa pela facilidade de extracdo da
enzima do ponto de vista industrial. Os fungos podem ser cultivados utilizando diferentes métodos
de cultivo, como a fermentacdo em meio liquido, em estado sélido e fermentacdo submersa.
(SALMON, et al., 2012).

A fermentacdo em estado sélido é considerada uma alternativa econémica para producdo da
enzima e apresenta ainda outras vantagens, tais como a possibilidade de utilizar residuos
agroindustriais como substrato € o menor risco de contaminacdo microbioldgica (GREINER,
SILVA e COURI, 2009).

Diante disso, 0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar a producédo de fitase por fermentacdo em
estado solido pelo Aspergillus awamori em diferentes tempos, utilizando residuos de frutas como
substrato da fermentacao.

MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais.

Microrganismo

A cepa utilizada nesse estudo foi Aspergillus awamori. Para o preparo do inéculo, o fungo foi
cultivado utilizando o mesmo meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose), sendo incubado em
estufa BOD durante sete dias a 28 °C.

Preparo do indéculo

O indculo fungico foi realizado na forma de disco micelial para avaliar a producdo da enzima fitase
por meio da fermentacdo so6lida. Das placas cultivadas com os fungos foram cortados discos
miceliais de 1,0 cm de diametro, os quais foram retirados e macerados em 1,0 mL de solugéo salina
0,9% cada um.

Fermentacéo

Para a realizacdo dos ensaios de producdo de fitase foram realizadas fermentacGes em meio sélido a
70% de umidade em erlenmeyers de 500 mL utilizando residuos de maracuja e coquinho azedo. O
meio de cultivo composto de 25 g do residuo da fruta e de uma solucéo de uréia a 3% como fonte
de nitrogénio, foi previamente umidificado com 8 mL de &gua destilada, e esterilizado a 121°C por
15 min. Em seguida, adicionou-se 1 mL do inoculo no meio de cultivo solido e incubou-se os
frascos a 30° C por 24, 36 e 48 h. O experimento foi conduzido em duplicata.

Extracéo das enzimas

A extracdo das enzimas foi realizada com adi¢do de 100 mL de &gua destilada, nos tempos de 24,
36 e 48 h, com posterior agitacdo em shaker a 150 rpm por 30 min. O conteudo de cada frasco foi
filtrado e o permeado obtido foi utilizado para posterior dosagem da atividade enzimatica de fitase.

Analise da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada, medindo —se o fosfato inorganico liberado (FISKE e
SUBBAROQOW, 1925), utilizando-se 400 pL do substrato fitato de soédio 3,0 mM, em tampdo acetato
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de sddio, em pH 4,0 e 100 uL de extrato enzimatico. A reagao foi conduzida em banho-maria a 45
°C durante 30 min., sendo paralisada pela adi¢do de 500 pL da solugdo de acido tricloroacético 5%.
Foram adicionados aos tubos de reacdo, 500 puL do reativo colorimétrico, que consiste de uma
solucdo de &cido sulfarico, molibidato de amonio e sulfato ferroso. As leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotdmetro em 700 nm e os valores obtidos foram correlacionados com uma
curva padrdo confeccionada com KH,PO,. Todas as analises de atividade enzimatica foram
realizadas em duplicata, considerando como sendo uma unidade enzimatica, a quantidade de enzima
necessdaria para liberacao de 1 pmol de fosfato inorganico por min., sob as condi¢des de ensaio.

Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey & 5% de probabilidade, com auxilio do programa SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a atividade fitasica estdo apresentados na Tabela 1. Foi possivel
observar que a espécie fungica Aspergillus awamori foi capaz de produzir a fitase nos dois residuos
de frutas utilizados como substratos para fermentacdo. A selecdo de substratos adequados para a
producdo de enzimas é um fator fundamental, uma vez que eles tém o papel de fornecer energia e
nutrientes para o crescimento do microrganismo e podem induzir ou reprimir a producdo de
metabolitos (PANDEY et al., 2001).

Verifica-se que nao houve diferencga significativa (P>0,05) na producéo de fitase nos tempos
de 24, 36, e 48 h (Tabela 1). Percebe-se ainda, que também ndo houve diferenca (P>0,05) da
atividade da enzima nos residuos de coquinho azedo e maracuja, utilizados como meio de
fermentacao.

Tabela 1 - Atividade de fitase em U/g utilizando residuos de frutas como meio de cultivo de
fermentacdo em diferentes tempos.

Residuo Tempo
24 h 36 h 48 h
Coquinho azedo 0,031 " 0,039 0,035 "2
Maracuja 0,084 "2 0,033 "2 0,027 "

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas linhas e minusculas nas colunas, néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade

Fungos do género Aspergillus sdo um dos principais produtores de fitases, sendo que o
principal representante é o Aspergillus niger (AWAD et al., 2014). Em um estudo realizado por
Cunha, Monteiro e Mendes (2015), encontram atividade fitasica de 0,89 U/mL ap6s 216 h de
cultivo em meio liquido utilizado isolado de Aspergillus niger, sendo que este mesmo fungo nao
apresentou atividade significativa na fermentacdo em estado so6lido. No entanto, esses mesmos
autores, constataram que o isolado de Xylaria sp. apresentou atividade enzimatica de 2,88 U/g ap0s
264 h de fermentacdo em estado solido, utilizando o farelo de trigo como substrato.

Monteiro et al. (2012) avaliaram a producdo de fitase por Rhizopus stolonifer em
fermentacdo em meio liquido, sendo que a maxima atividade enzimética encontrada foi de 0,14
U/mL ap6s 24 h de fermentagdo. As fermentacfes utilizando-se residuos de coquinho azedo e
maracuja obtiveram valores abaixo do observado por Monteiro et al.
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Nascimento (2011) observou melhor producgédo de fitase por fermentacdo submersa com
Aspergillus niger var. phoenicis URM 4924 apds 84 horas de incubagéo.

CONCLUSAO

Foi possivel observar que houve producdo de fitase pelo Aspergillus awamori utilizando os
residuos de coquinho e maracuja como substratos para a fermentacdo, dessa forma, esses residuos
podem ser utilizados como substrato de fermentacdo para a producdo dessa enzima.

Percebe-se também que a variacdo de tempo de fermentacdo avaliada ndo influenciou na
producdo de fitase, entretanto, € necessaria a realizacdo de novos estudos utilizando um tempo
maior de fermentagéo e variando a composi¢do do meio de fermentacdo para conduzir um aumento
da produtividade do da enzima pelo A. awamori.

REFERENCIAS

AWAD, G. E. A et al. Optimization of phytase production by Penicillium purpurogenum GE1
under solid state fermentation by using Box-Behnken design. Saudi Journal of Biological
Sciences, v. 21, n. 1, p. 81-88, 2014.

CUNHA, M. C.; MONTEIRO, P. S.; MENDES, F. Q. Caracterizacdo bioquimica de fitases
produzidas por fungos isolados na regido do Alto Paranaiba em Minas Gerais. Revista académica
Ciéncia Animal, v. 12, n. 3, p. 59-67, set. 2015.

FISKE, E. H.; SUBBBAROW, Y. V. The colorimetric determination of phosphorus. Biological
Chemistry, v. 66, p. 375-400, 1925.

GREINER, R.; SILVA, L. G.; COURI, S. Purification and characterisation of an extacellular
phytase from Aspergillus Niger 11T53A9. Brazilian Journal of Microbiology, v. 40, p. 795-807,
20009.

KIM, T. et al. Shifting the pH profile of Aspergillus niger PhyA phytase to match the stomach pH
enhances its effectiveness as an animal feed additive. Applied and Environmental Microbiology.
V. 72,n.6, p. 4397-4403, Jun. 2006.

MONTEIRO, P. S. Otimizacdo da producdo, caracterizacdo e avaliacdo da fitase de Rhizopus
stolonifer na hidrélise de fitato em racdo animal. Revista Brasileira de Agrociéncia, v. 18, n. 2-4,
p. 117-132, abr.-jun., Pelotas, 2012.

NASCIMENTO, J. C. S. Producdo, caracterizacdo bioquimica e purificacdo de fitase
produzida por Aspergillus niger var. phoenicis URM 4924. 2011. 115 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biociéncia Animal) — Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, 2011.

PANDEY, A., SZACAKS, G., SOCCOL, C. R., RODRIGUEZ-LEON, J. A., SOCCOL, V. T.
Production purification and properties of microbial phytases. Bioresource technology. v.77, p.
203-214, 2001.

SALMON, D. N. X. et al. A bioprocess for the production of phytase from Schizophyllum
commune: studies of its optimization, profile of fermentation parameters, characterization and
stability. Bioprocess and Biosystems Engineering, v. 35, n. 7, p. 1067-1079, set. 2012.

SATO, V. S.; JORGE, J. A.; GUIMARAES, L. H. S. Characterization of a Thermotolerant Phytase
Produced by Rhizopus microsporus var. microsporus Biofilm on an Inert Support Using Sugarcane
Bagasse as Carbon Source. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 179, n. 4, p. 610-24,
jun. 2016.

85

UF7G ——
| INSTITUTO
CAMPUS o
MONTES CLAROS DE CIENCIAS

AGRARIAS



