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RESUMO

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Processos
Biotecnoldgicos e no Laboratorio de Quimica Analitica Aplicada do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal do Parana - Brasil, no periodo de
2000 a 2002. Teve por objetivo a producdo da enzima fitase em escala laboratorial
por fermentacdo no estado solido (FES) utilizando produtos, subprodutos ou
residuos da agricultura e/ou da agroindustria nacional e fungo Aspergillus niger.
Grande parte das matérias-primas de origem vegetal utilizadas na alimentacao
animal, contém fdsforo mineral armazenado na forma de acido fitico que néo é
degradado pelos animais monogastricos. As fitases hidrolisam o fitato em inositol e
fosfato inorganico, fazendo com que o fosforo antes nao disponivel, possa ser
aproveitado pelo organismo. Em racdes onde a enzima fitase é adicionada como
aditivo, ha maior absorcdo do fosfato pelos animais que aproveitam melhor o
alimento. Além de proporcionar acréscimo na digestibilidade do fosforo, as fitases
produzem um beneficio ambiental, pois reduzem a taxa de fosforo eliminada nos
excrementos dos animais, trazendo beneficios, aos produtores e ao meio ambiente.
No presente trabalho foi possivel: produzir a enzima fitase utilizando-se a polpa
citrica como substrato; realizar estudos complementares de otimizacdo que
permitiram definir a temperatura, pH e suplementacdo de alguns minerais para a

obtencéo de produtividade maxima de enzima.

PALAVRAS-CHAVE: fitase, fitatos, acido fitico, fermentacdo no estado sélido,

alimentacao animal, bioresiduos agricolas.
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ABSTRACT

Studies were carried out with the objective to produce phytase by solid state
fermentation in flasks, using agro-industrial residues and strains of Aspergillus niger.
A lot of plants, like seeds, roots and tubers storage phytate in theirs cells. Phytate is
an antinutricional factor for some animals. Monogastric animals, like pigs and poultry
not digest efficiently the phytate in their feeds. These animals excrete large amounts
of phosphorus into environment. Phytases catalyse the release of phosphate from
phytate. These enzymes increase the bio-availability of phosphate from the feeds of
monogastric animals and decrease the amount of phosphorus excrete by animals.
Optimization assays were conduced using factorial design and the optimal production
achieved was of 7,74 FIT, using as substrate the pulp citrus pellets and strain of
Aspergillus niger W2, at the ideal conditions of fermentation: temperature — 28°C;
pH —5,0 and moisture — 61%.

PALAVRAS-CHAVE: phytase, phytato, solid state fermentation, animal feed, agro-

industrial residues.
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia € uma area muito ampla que vem contribuindo para a
melhoria da qualidade de vida. A producdo e a utilizagdo de novas enzimas, por
exemplo, pode auxiliar na diminuicdo da poluicdo ambiental, pois elas sao
provenientes de sistemas naturais, e quando estes se degradam, os aminoacidos
dos quais elas sao formadas podem ser facilmente absorvidos pela natureza (NOVO
NORDISK, 1992).

Atualmente, os estudos sobre a obtencdo de enzimas por processos
biotecnolégicos tém sido intensivos, cujas possibilidades de uso apresentardo
acentuado crescimento nas préoximas décadas, pela necessidade de maximizacao
dos processos bioldgicos industriais, paralelamente a importancia que elas
apresentam quando consideradas as suas aplicagbes na reducdo de impactos
causados pela acdo nociva do homem sobre 0 meio ambiente.

PANDEY et al. (2001), mencionam que o uso de enzimas alimentares
representa um mercado mundial em expansao, cujos valores atuais giram em torno
do US$ 5 bilhdes por ano. Os mesmos autores relatam que dos produtos industriais
usados na alimentacdo animal 6% contém enzimas, ao passo que 80% contém
vitaminas. E importante ressaltar, entretanto, que as vitaminas foram citadas a
primeira vez por Casimir Funk, em 1912 (NUNES, 1998), ou seja, quase na mesma
época da primeira utilizacéo industrial das enzimas, e o0 seu processo de evolucgéao foi
significativamente maior. Isso deve-se ao fato de que a producao e a purificacdo das
enzimas envolve inimeras variaveis que devem ser mantidas sob controle, com
custos relativamente mais altos. Contudo, existem possibilidades da busca de
alternativas industriais para a obtenc&o de diferentes enzimas, com relacdo custo-
beneficio mais favoravel.

A técnica de fermentacdo no estado solido (FES) caracteriza-se pelo
crescimento microbiano sobre um material organico sélido que funciona como
substrato e/ou suporte. Esse tipo de fermentacdo apresenta inimeras vantagens em
relacdo a fermentacdo em meio liquido, especialmente na producdo de enzimas
fungicas extracelulares (BATAGLINO et al., 1991).



Diversos autores tém destacado as vantagens e desvantagens da FES em
relacdo a fermentacdo em meio liquido (AIDDO et al., 1982; MUDGET, 1986;
SOCCOL, 1994; SOCCOL, 1996). Em geral as vantagens estdo associadas aos
baixos custos e a alta produtividade dos processos da FES.

Nos dultimos anos tem-se observado um aumento na utlizacdo de
preparados enzimaticos na criacdo de animais de granja destinados ao consumo
humano visando uma maior produtividade e competitividade no mercado.

Atualmente ha também uma preocupacdo crescente das industrias em
relacdo a poluicho ambiental, as quais estdo buscando a cada dia, melhores
maneiras de reduzir os custos de producédo sem interferir na qualidade do produto e
sem prejudicar o meio ambiente. A poluicdo ambiental tornou-se um problema e uma
ameaca mundial.

Desde o inicio da década de 90, dentre as distintas enzimas a serem
utilizadas na alimentacdo de animais monogastricos tem-se destacado a utilizacéo
da fitase, principalmente na criacdo de aves e suinos devido aos seguintes fatores
(PANDEY et al., 2001):

» as fitases catalisam a liberacdo do fosfato contido no fitato, que € a
principal forma de fésforo que ocorre predominantemente nos graos de
cereais, legumes e sementes oleaginosas;

*» sao consideradas de valor significante no acréscimo da qualidade

nutricional de alimentos ricos em fitato.

Pesquisas mostram que o uso da enzima fitase tem proporcionado
acréscimo na digestibilidade do fésforo ndo disponivel na alimentacdo de animais
monogastricos, produzindo um significante beneficio econdémico e ambiental.
Econbmico porque a fitase além de aumentar o aproveitamento do fésforo, também
pode aumentar a disponibilidade de aminoacidos, proteinas e calcio nas dietas de
suinos e aves. A adicdo de fitase pode reduzir o custo com alimentacdo em
aproximadamente $4,00/tonelada. Em ragcBes para aves o0 decréscimo € de
aproximadamente $2,00/tonelada, e em racdes para suinos a redugédo de custos é
maior que $1,45/tonelada. E beneficio ambiental, porque hidrolisando o fitato e
produzindo mais fosforo aproveitavel para a digestdo, ha diminuicdo nos niveis de

fésforo eliminados pelos animais (BASF, 2001a).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Producéo e caracterizacdo da enzima fitase em laboratorio por Aspergillus
niger utilizando produtos, subprodutos e/ou residuos agricolas ou agroindustriais por

fermentacao no estado sélido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Otimizar as condi¢des de cultivo através de estudos dos parametros fisico-
quimicos (temperatura, pH, umidade e tempo de fermentacédo) relacionados com

a producédo da enzima fitase;

= Caracterizar a atividade enzimatica através dos estudos de: verificacdo do efeito
do pH do meio de incubacéo; verificacdo do efeito da temperatura de incubacgéo;

efeito dos ions; estabilidade durante armazenamento (“shelf life”).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ENZIMAS

Na década de 1850, Louis Pasteur chegou a conclusdo que a fermentagéo
do acucar em alcool pelo lévedo era catalisada por “fermentos”, os quais
posteriormente foram chamados de enzimas, que é uma palavra proveniente do
grego e gue significa “no Iévedo” (LEHNINGER et al. 1993).

Os primeiros estudos das enzimas como biocatalisadores de processos
biol6gicos datam de 1878, tendo sido registrados por Khune (GUTIERREZ,1993).

Em 1897 Eduard Bichner extraiu do Iévedo, na forma soluvel ativa, o
conjunto de enzimas que faziam a transformacdo do aclUcar em alcool, provando
dessa forma que as aquelas enzimas continuavam funcionando mesmo depois de
serem retiradas das células vivas (LEHNINGER et al. 1993).

A primeira enzima isolada na sua forma cristalina pura foi a urease obtida de
extratos do feijdo de soja por James Summer em 1926 (LEHNINGER et al. 1993;
GUTIERREZ,1993).

Predominantemente, as enzimas sdo classificadas como proteinas
globulares. Tém como funcdo basica atuar como catalisadores bioldgicos,
diminuindo a energia de ativacédo e acelerando a velocidade das reacdes sem serem
consumidas durante o0 processo.

As enzimas sdo catalisadores muito potentes levando-se em consideracao
alguns aspectos (WISEMAN, 1991):

- sdo muito eficazes, catalisando reacdes que variam de 10° a 10 vezes
mais rapidas que os catalisadores ndo-enziméticos correspondentes em
condi¢bes mais amenas de temperatura, pH e pressao;

- a variedade das reacOes catalisadas por enzimas € bastante ampla,
podendo catalisar muitos tipos de reacdes quando comparadas aos
catalisadores quimicos;

- as enzimas sdo muito especificas quanto ao tipo de reacao catalisada,



Segundo LEHNINGER et al. (1993), alguns fatores interferem na atividade
catalitica de uma enzima, ou seja, provocam um efeito na velocidade da reacdo

enzimatica, como por exemplo:

- pH: toda enzima possui um pH O6timo caracteristico, no qual a sua
atividade serd maxima;

- temperatura: as enzimas possuem uma temperatura 6tima caracterisca na
qual a atividade catalitica € maxima,;

- concentracdo do substrato: a velocidade da reacdo enzimatica aumenta
com o0 aumento da concentracdo do substrato, porém até uma
determinada concentracdo, na qual ocorre a ocupacao total dos sitios

cataliticos da enzima, onde esta atinge a velocidade maxima.

As enzimas sao classificadas em seis grupos diferentes dependendo do tipo
de reacdo que catalisam: Oxido-redutases; transferases; hidrolases; liases;
isomerases e ligases (WISEMAN, 1991).

As reacdes catalisadas pelas enzimas podem ser acompanhadas por
métodos espectrométricos, pois muitos dos substratos ou produtos das enzimas
absorvem a luz visivel ou invisivel. Esta € a forma mais sensivel para analisar as
reacfes enzimaticas, e baseia-se na obtencdo de curvas completas mediante
controle direto e continuo da reacédo (WISEMAN, 1991).

As enzimas extraidas de diferentes fontes e que catalisam a mesma reacao
(enzimas homologas), ndo precisam ser quimicamente idénticas. As estruturas
terciarias da area critica do sitio ativo sdo suficientemente parecidas para ligarem-se
ao mesmo substrato e catalisar a mesma reacao, porém as estruturas primarias do
restante da molécula podem ser diferentes para produzir uma sutil diferenca na
estrutura terciaria global alterando as condigbes Otimas do processo catalitico
(WISEMAN, 1991).

Nas ultimas décadas o conhecimento adquirido em relacdo a capacidade
biocatalitica das enzimas e dos microrganismos tornou possivel a criacdo de uma
nova geragao de produtos.

Segundo WISEMAN (1991), a maioria das enzimas utilizadas na industria

sdo de origem microbiana e produzidas por fermentacdo submersa aerobia



convencional, que permite um maior controle das condi¢cdes de crescimento que na
fermentacdo no estado sélido. Com freqUéncia essas enzimas sao extracelulares, o
que facilita o isolamento e a purificagdo das mesmas (WISEMAN, 1991; MADIGAN
et al., 2000).

No Japdo e em outros paises orientais a producdo de enzimas é realizada
por FES, enquanto que na Europa e nos paises ocidentais, a producdo ocorre por
processos de fermentacdo submersa (RAIMBAULT et al., 1997)

PANDEY et al. (2001), mencionam que o0 uso de enzimas alimentares
representa um mercado mundial em expansao, cujos valores atuais giram em torno
de US$ 5 bilhdes por ano.

Neste sentido, 0 uso dessas substancias tem sido ampliado a inidmeras
aplicagOes, incluindo-se as relacionadas a producdo de animais de interesse
econdmico e social, através de diferentes enzimas exdgenas que exercem acao
digestiva complementar (ou isolada) as existentes no trato gastrintestinal (TGI) dos
animais, face a sua atuacdo sobre substratos alimentares, favorecendo a maior

incorporagao de nutrientes ao metabolismo celular.

3.1.1 Fitase

Vérios autores relatam que métodos quimicos e fisicos, tais como: extracao,
precipitacdo, tostagem e autoclavagem podem ser utilizados para reduzir o acido
fitico presente em alguns produtos, porém a aplicacdo destes métodos provoca
perda parcial de alguns nutrientes, como as proteinas e minerais (AL-ASHEH, 1995).

A hidrolise do fitato ocorre naturalmente em sementes de plantas que
contém a fitase endogena (AL-ASHEH, 1995). Tem-se proposto controlar a acédo da
fitase endégena manipulando-se a temperatura e a atividade de agua dos tecidos
vegetais (FENNEMA, 1993).

No intestino de varios animais a enzima fitase est4 presente, porém sua
atividade nao é suficiente para promover a utilizacdo do acido fitico provindo da
dieta (HAN, 1988).

A fitase (mio-inositol hexafosfato fosfohidrolase) (figura 1a e 1b), também
esta amplamente distribuida nos tecidos animais e vegetais, em varias espécies de

fungos e em algumas bactérias. Essa enzima hidrolisa o acido fitico em inositol e



fosfato inorgéanico (SILVA e TRUGO, 1996). Ao hidrolisar os residuos de fosfato do

acido fitico diminui a sua forte afinidade por certos minerais (FENNEMA, 1993).

FIGURA 1- ESTRUTURA DA FITASE

(A) (B)

FONTE: Phytase.net

Figura 1. Estrutura secundaria da fitase produzida por Aspergillus ficuum (A); Estrutura

terciaria da fitase produzida por Aspergillus ficuum (B).

A digestdo e o aproveitamento do alimento podem ser aumentados pela
adicdo de enzimas na alimentacdo, como por exemplo, pela adicdo da fitase
microbiana. A funcéo das fitases é realizar a hidrdlise do fitato (inositol hexafosfato)
em inositol e fosfato inorganico. Desta forma, parte do fésforo, antes ndo disponivel,
passa a ser aproveitado pelo organismo, tornando possivel reduzir em até 30% o
fésforo contido na alimentacdo (NOVOZYMES, 2000; CHRISTENSEN, 1995).



Desde o inicio da década de 90, dentre as distintas enzimas a serem
utilizadas na alimentacdo de animais monogastricos tem-se destacado a utilizacéo

da fitase, principalmente na criagdo de aves e suinos devido aos seguintes fatores:

- Hidrolisa e solubiliza o fésforo fitico que nédo € assimilado e esta
presente na alimentacao do animal;

- Diminui a quantidade de fosforo adicionado a ragéao;

- Diminui o efeito antinutricional dos fitatos, que agem com complexantes
do célcio, magnésio, cobre, zinco e muitos outros minerais importantes
para o metabolismo, sendo assim;

- Favorece a utilizacdo das proteinas presentes na dieta;

- Favorece a protecdo do meio ambiente devido a diminuicdo do fésforo

excretado pelo animal.

A fitase pode ser produzida industrialmente por processos biotecnolégicos
sendo derivada de diferentes fontes de origem animal e vegetal (os graos de trigo,
triticale e cevada contém fitase, apresentando maior disponibilidade de fosforo).
Mas, a sintese de fitase efetuada pela membrana celular de microrganismos é
comercialmente a forma mais promissora de produgcdo da enzima, e apesar da
habilidade de producdo das bactérias e leveduras, os fungos sdo mais utilizados
(PANDEY et al. 2001).

Inicialmente, os processos de producdo utilizavam o método de fermentacéo
submersa, mas, atualmente, a fermentagédo no estado sélido (FES) tem despertado
maior interesse, em funcéo dos bons rendimentos apresentados.

No processo de producdo da fitase, de acordo com PANDEY et al. (2001),

devem ser considerados alguns fatores criticos:

- aescolha da linhagem microbiana mais produtiva;

- a definicho das condicbes adequadas de -cultivo, tais como: pH,
temperatura, umidade, fontes nutricionais suplementares ao meio de
cultivo;

- anatureza dos substratos utilizados;

- adisponibilidade dos nutrientes para 0s microrganismos.



Estudos relatados por PANDEY et al. (2001), evidenciam que diversos

autores tém pesquisado a producdo de fitase através do uso de diferentes

microrganismos (Quadro 1). Contudo, em termos de utilizag&o industrial, os fungos

do género Aspergillus, basicamente representado por trés espécies (Aspergillus sp.;

A. niger e A. ficuum) apresentam-se como 0S mais promissores, sendo cultivados

através de FES em biorreatores.

QUADRO 1- PESQUISAS EFETUADAS POR DIFERENTES AUTORES SOBRE A
PRODUCAO DE FITASE POR DIFERENTES MICRORGANISMOS

(MO)

REFERENCIAS

Estudo com MO - fitase

LISSITISKAYA et al. (1999)

CHEN (1998)

GARGOVA et al. (1997)

VOLFOVA et al. (1994)

SANO et al. (1999)

LAMBRECHTS et al. (1992)

YANKE et al. (1998)

Amostras de solo: diferentes MO

Corinebacterium glutamicum

Aproximadamente 200 fungos

132 MO. A maior parte fungos

1200 linhagens de leveduras (colecdo CBS)
para crescimento em meio com fitato como
fonte de Carbono e P — detectou Arxula

adeninivorans

21 linhagens de leveduras em bioreator Batch
— Schwanniomyces castelli (CBS — 2863)
maior atividade

334 linhagens de 22 espécies de bactérias
ruminais — Selenomonas ruminantium;
Megasphaera elsdenii; Prevotella ruminicola;
Mitsuokella multiacidus e Treponema sp.

(maior atividade)

FONTE: PANDEY et al. (2001)
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3.1.1.1 Reacéo catalisada pela fitase

Ha duas fitases classificadas pelo “Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology” (NC-IUBMB) em consulta

com a IUPAC-IUBMB “Joint Commission on Biochemical Nomenclature” (JCBN):

EC 3.1.3.8

Nome recomendado: 3-phytase

Nome sistematico: myo-inositol-hexakisphosphate 3-phosphohydrolase
Outros nome(s): phytase; phytate 3-phosphatase

EC 3.1.3.26
Nome recomendado: 6-phytase
Nome sistematico: myo-inositol-hexakisphosphate 6-phosphohydrolase

Outros nome(s): phytase; phytate 6-phosphatase

A 3-fitase (EC 3.1.3.8) primeiramente age sobre o fitato na posi¢cao 3 e a

reacao pode ser descrita como segue abaixo:

Mio-inositol hexafosfato + H,O = D-mio - inositol 1,2,4,5,6 - pentafosfato

+ ortofosfato

A 6-fitase (EC 3.1.3.26) primeiramente age sobre o fitato na posicdo 6 e a

reacao pode ser descrita como segue abaixo:

mio -inositol hexafosfato + H,O = D- mio -inositol 1,2,3,4,5-pentafosfate + ortofosfato
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A reacao de catalitica da fitase é mostrada na figura 2.

FIGURA 2 - REACAO CATLITICA DA FITASE

OPOH, OPOH, oH  OH
OH
S— 3
0
FITASE =
OPO,H, OH
Fitato Inositol
OH OPO_H,
OH
3
0

OH

Inositol monofosfato

FONTE: PHYTASE.NET

3.2 ACIDO FiTICO

O acido fitico (CgH18024Ps) ou mio-inositol-1,2,3,4,5,6-hexafosfato (figura 3),
encontra-se muito difundido entre as plantas como reserva de fosforo existindo
também no sangue de aves, anfibios e répteis (FENNEMA, 1993).

Segundo LEHRFELD e MORRIS (1992), o &cido fitico, que é um
componente comum nos cereais, provoca uma diminuicdo da biodisponibilidade de
alguns elementos minerais e, também, interfere na atividade de algumas enzimas
digestivas.

Geralmente, nos alimentos de origem vegetal apenas uma pequena parcela

do fésforo total ndo é fitico ou disponivel. O acido fitico € um componente natural
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das sementes, constituindo cerca de 1 a 3% do peso das leguminosas e cereais, 0
que corresponde por 60 a 90% do fésforo total (CUNEO et. al., 2000; HARLAND e
HARLAND,1980).

FIGURA 3- ESTRUTURA DO ACIDO FITICO

OPO,H, OPO.H,

FONTE: PHYTASE.NET

Os fitatos tém varias funcdes fisiologicas importantes para as plantas
durante o seu ciclo de vida, incluindo o armazenamento de fosforo e cations os quais
fornecem matéria-prima para a formacao das paredes celulares ap0s a germinacéo
das sementes (CUNEO et. al., 2000).

A presenca de ésteres do acido hexafosforico com o inositol nos alimentos,
denominados de fitatos, promove a reducéo da disponibilidade do fosforo. O nivel de
aproveitamento do fésforo alimentar varia também com a espécie, mantendo relacao
direta com as particularidades anatébmicas e fisioldégicas do trato gastrointestinal
(TGl) dos animais. Pode-se assim dizer que, em ordem decrescente de
aproveitamento do fésforo alimentar, encontram-se 0s ruminantes, herbivoros
monogatricos (lagomorfas e equideos), e, finalmente, os suinos e as aves. Pode-se
considerar, em termos médios, para as aves e suinos, valores de biodisponibilidade
do fésforo alimentar em torno de 30% e 20 a 60%, respectivamente. Os animais
mais jovens sdo menos aptos a utilizarem o fésforo fitico, sendo ainda mais

susceptiveis a reducéo da digestibilidade da dieta como um todo.
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Nos ruminantes, o fésforo fitico € disponibilizado pelos microrganismos
fermentadores, que secretam a enzima fitase que tem acao intensiva sobre os fitatos
(DVORAKOVA et al., 1997). Entretanto, o fosforo que porventura ndo foi
disponibilizado pelos microrganismos do rGmen, passa para outros compartimentos
gastricos mantendo-se sob a forma indisponivel, sendo excretado.

Além dos efeitos diretos sobre a biodisponibilidade do fésforo, relatos de
diferentes autores evidenciam a influéncia dos fitatos alimentares sobre a
digestibilidade da dieta como um todo.

De acordo com COUSINS (1999) e AL-ASHEH (1995), os fitatos sao
encontrados nos alimentos sob a forma de sais de Célcio, Magnésio e outros ions
como o Zinco e o Ferro.

O calcio presente nos graos dos cereais nao é facilmente absorvido, porque
muito dele esta fortemente ligado ao inositol hexafosfatado, também chamado de
fitato, formando a fitina, um sal de calcio e magnésio do fitato (LEHNINGER,1992).

CALDWELL (1992), demonstrou a inibicdo da atividade de tripsina, in-vitro,
pelo acido fitico. Da mesma forma, MROZ (1995), evidenciou 0 mesmo, in-vivo, com
fémeas suinas em lactacao.

Diversos relatos de pesquisas indicam ainda que os fitatos formam
complexos com proteinas, amino&cidos ou enzimas enddgenas, atraves de ligagdes
ibnicas. Segundo RAVINDRAN et al. (1999), proteinas da soja, milho, trigo, colza,
farelo de girassol ou de arroz, formam complexos com fitatos, tendo reduzida a sua
digestibilidade intestinal.

A complexacao de proteinas depende do potencial hidrogénio iénico (pH) do

meio, de tal forma que:

- com pH baixo, formam-se ligacbes eletrostaticas com residuos de
aminodacidos basicos como arginina (ARG), lisina (LIS) e histidina (HIS);

- com pH préximo do ponto isoelétrico, a carga da proteina € neutra e ndo
ha ligacado com fitato;

- quando o pH é basico, forma-se um complexo com proteinas na presenca
de cétions divalentes, como Ca, Mg e Zn, que agem como pontes entre o
grupo carbonila (COOH) e o fitato.
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No Quadro 2, observa-se o conteudo de fitato fosférico (Fitato-P em g/100 Q)
e a ocorréncia de fitato sobre o total de fosforo (% TP) em diferentes ingredientes

utilizados para a formulacao de ragoes:

QUADRO 2 - CONTEUDO DE FITATO EM DIFERENTES INGREDIENTES PARA

RACOES
Ingrediente Fitato-P Fitato-P
(9/100g MS) (% TP)"
Milho 0,24 72
Cevada 0,27 64
Trigo 0,27 69
Aveia 0,29 67
Sorgo 0,24 66
Milheto 0,19 70
Arroz 0,27 77
Arroz polido 0,09 51
Farinha de arroz 10,31 80
Farinha de trigo 0,92 71
Polimentos de arroz 20,42 89
Farelo de batata doce 0,05 24

(*) Participacéo do fitato sobre o total de fésforo do ingrediente
FONTE: adaptado de COUSINS (1999).

Pode-se evidenciar que alguns alimentos com amplas possibilidades de uso
alternativo para aves, como por exemplo os polimentos de arroz e a farinha de arroz,
apresentam altas quantidades de fitato e elevadas porcentagens de fosforo fitico, o
que se traduz num problema que pode ser amenizado com o uso da enzima fitase
exogena (produzida em escala industrial), de acordo com relatos de LOPEZ et al.,
(1997), que recomendam a inclusdo de até 15% de farelo desengordurado de arroz
na dieta de frangos de corte, juntamente com a enzima.

NEWKIRK e CLASSEN (2001), aplicaram a enzima fitase sobre farelo de
canola utilizado na alimentacdo de frangos a qual hidrolisou de 72-73% do fitato

presente no farelo.
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3.3 FOSFORO

Os elementos minerais, de forma geral, sdo de extrema importancia para o
organismo animal, cujas deficiéncias tém marcante interferéncia nos indicadores de
producao e produtividade dos rebanhos.

Os sais minerais de maior importancia para a alimentacdoo animal podem
ser classificados em dois grupos (ANDRIGUETTO et al., 1982):

a) macroelementos: calcio, foésforo, sodio, cloro, potassio, magnésio e
enxofre;
b) microelementos: ferro, iodo, cobre, flior, manganés, molibdénio, zinco,

cobalto, selénio, cromo, estanho, niquel, vanadio e silicio.

Os sais minerais estdo presentes nos alimentos sob formas variadas,
consequentemente, a agéo digestiva ocorre de maneiras diferentes. De acordo com
a sua velocidade de absorcdo podem ser classificados em (ANDRIGUETTO et al.,
1982):

a) mais rapidamente absorvidos: os cloretos, brometos, iodetos e acetatos;
b) menos rapidamente absorvidos: nitratos, lactatos, silicatos, sulfatos,
fosfatos, citratos e carbonatos;

c) ndo absorviveis: oxalatos, fitatos, etc.

O fosforo (P), particularmente, apresenta alta demanda pelo organismo. Por
esse motivo, é classificado como um macroelemento, sendo encontrado em niveis
variaveis em diferentes alimentos. Entretanto, a biodisponibilidade do fésforo, ou a
proporcao do nutriente presente no alimento que é absorvida e utilizada nas funcées
biologicas, também é variavel entre os diferentes ingredientes alimentares,
evidenciando-se a necessidade de estratégias para a sua suplementacao nas dietas.

Algumas funcdes do fosforo no organismo animal sdo as seguintes
(ANDRIGUETTO et al., 1982):

- € constituinte dos &cidos nucléicos DNA e RNA que controlam a

hereditariedade e o crescimento;
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- participa na transferéncia e utilizacdo da energia necessaria ao
metabolismo celular, como componente do ATP, ADP e AMP;

- é componente das membranas, como constituinte lipidico, sob a forma de
fosfolipidios;

- participa da construcdo do esqueleto animal, suporte do crescimento dos
orgaos e dos musculos;

- nos animais poligastricos (ruminantes), exerce papel fundamental no
metabolismo de manutencao e crescimento dos microrganismos ruminais;

- participa no metabolismo das proteinas e de outros elementos;

- faz parte das producdes animais (leite, ovos, carne).

As fontes de fésforo sdo diversas, mas as alimentares ou organicas
propriamente ditas, atendem a apenas 30% da demanda, tanto pela sua baixa
concentracdo nos alimentos de origem vegetal (NRC, 1984), de maneira geral,
quanto pela indisponibilidade parcial biologica do elemento para a absorcao
intestinal. As principais fontes de fosforo inorganico séo: fosfato bicélcico (23% de
Ca e 18% de P); farinha de ossos e farinha de carne, que apresentam
aproximadamente 80% ou mais do elemento em disponibilidade, além do fosfato de
rocha, que contém 60% a 80% de fésforo disponivel. Utiliza-se normalmente o
fosfato bicalcico como suplemento na formulacdo de dietas, cujo custo €
relativamente alto (LOPEZ et al., 1997).

Para aves e suinos a utilizacdo do fésforo depende da forma como este
encontra-se na dieta, em virtude da disponibilidade dos fitatos (ANDRIGUETTO et
al., 1982).

As alternativas de baixo custo, no entanto, devem ser avaliadas quanto aos
seus beneficios. Da mesma forma, deve-se avaliar o uso de coadjuvantes digestivos
importantes como as enzimas, buscando-se a melhoria do aproveitamento do fosforo
e de outros nutrientes dietéticos importantes.

ApoOs a ingestédo de nutrientes como o fosforo, por exemplo, uma parte pode
permanecer sem ser absorvida, podendo ser eliminada nos excrementos
(ANDRIGUETTO et al., 1982).

O excesso de fosforo no solo e nas aguas produz um efeito negativo nos

ecossistemas, resultando na eutrofizacdo dos mananciais, com crescimento de
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algas, reducdo de oxigénio da agua e morte de peixes e outros organismos. O
impacto ambiental é tdo negativo que resultou em rigorosa legislacdo ambiental
restritva a pecuéaria, havendo reducdo do rebanho suinicola na Holanda e
fechamento ou trasferéncia para outros estados de dezenas de produtores da
Florida, EUA.

3.4 FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO

S&0 inumeros 0s processos tanto de producdo como de preservacao de
alimentos por fermentacdo que datam ha centenas de anos e que ainda sao
utilizados nos dias de hoje (LIMA, 1987; GERMANO, 2000). O uso da fabricacdo do
molho de soja através do processo “koji’ no Japdo e sudeste da Asia foi
desenvolvido ha mil anos a.C. e ha trés mil anos a.C. anos na China (SOCCOL,
1994a; PANDEY, 1992; RAIMBAULT,1997).

A fermentacdo no estado sélido foi provavelmente o método mais antigo que
o homem utilizou para obter beneficios dos microrganismos (HESSELTINE, 1997).

O termo fermentacao no estado solido (FES), traducao do inglés “solid state
fermentation” ou “solid state culture” é objeto de numerosas definicbes: RAIMBAULT
(1980 e 1997), LONSANE et al. (1985), MUDGETT (1986); ORIOL (1987) e
PANDEY et al. (2001); definiram como a fermentagdo na qual o crescimento do
microrganismo em substratos solidos ocorre na auséncia de liquido na forma livre.

Segundo ROUSSOS et al. (1997) a FES € um processo microbiano que
geralmente ocorre na superficie de materiais solidos 0os quais possuem a capacidade
de absorver agua, podendo ou ndo conter nutrientes sollveis e ser ou nao

biodegradaveis.

3.4.1 Caracteristicas da Fermentacdo no Estado Sélido

Os substratos-suportes empregados na FES na maioria das vezes séo

produtos de origem agricola ou agroindustrial de caracteristicas estruturais e

nutricionais complexas (RAIMBAULT, 1997). Essa heterogeneidade dificulta a
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caracterizacdo da FES e interfere na reprodutibilidade das determina¢des analiticas
dos diferentes parametros (MUDGET, 1986; GERMANO, 2000). A presenca de
misturas de componentes de alto e baixo peso molecular nos substratos podem
levar a diversos padrfes de inducdo, repressao e inibicdo na regulacdo dos
metabolitos microbianos (MUDGET, 1986).

A composicédo basica dos substratos sélidos esta formada por biomoléculas,
tais como: carboidratos, proteinas e lipideos, os quais representam as formas de
energia para o desenvolvimento microbiano. A utilizacdo dessas biomoléculas requer
a sintese e secrecdo de enzimas hidroliticas por parte do microrganismo
(RAIMBAULT, 1997; GERMANO, 2000).

O material sélido é geralmente fragmentado e de natureza granular ou
fiborosa, o que permite a retencdo de agua por higroscopia ou capilaridade,
conferindo porosidade conveniente ao desenvolvimento microbiano
(SOCCOL,1994a). Segundo LONSANE et al. (1985) e RAIMBAULT (1997), a
metodologia empregada no desenvolvimento de um processo de FES em geral é
simples e pode ser resumido nos seguintes pontos:

- preparacdo do substrato sélido: o substrato passa por um pré-tratamento
para diminuir o tamanho da particula ou aumentar a disponibilidade de
nutrientes para o microrganismo. Nessa etapa 0 substrato-suporte pode
ser suplementado com nutrientes e ter o pH ajustado;

- coccao do substrato: o substrato geralmente € esterilizado, mas pode ser
pasteurizado ou ainda utilizado sem qualquer tipo de tratamento térmico.
Esse procedimento provoca a absorcdo de &gua pelas particulas do
substrato-suporte;

- preparacdo do inéculo: pode ser realizado pela técnica de cultivo misto
proveniente de uma fermentagc&o anterior ou por técnicas de cultivos puros
com cepas selecionadas;

- inoculacdo do substrato-suporte: o material sélido umidecido € inoculado
com uma solucéo de esporos de concentracdo conhecida,

- incubacéo: o substrato-suporte inoculado € acondicionado em biorreatores

com temperatura controlada;
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- recuperacdo das biomoléculas produzidas: o material fermentado €
retirado do biorreator e pode ser desidratado ou enviado para a etapa de

recuperacéo e purificacdo das biomoléculas.

3.4.2 Fatores que Influenciam na Fermentacdo no Estado Sélido

A produtividade de um sistema de fermentacdo em estado soélido é afetada
por diversos fatores, como por exemplo: a umidade e atividade de agua, a

temperatura, o microrganismo, a aeracdo e o pH.

3.4.2.1 Umidade e atividade de 4gua

Segundo LIMA et al. (1987), a agua ndo constitui um nutriente, mas é
indispensavel para o crescimento microbiano. Com exce¢do dos protozoarios, 0s
microrganismos nutrem-se pela passagem de substancias em solucao através da
membrana citoplasmatica.

A atividade de agua (Aw) pode ser definida como a agua livre, e seu valor
pode ser expresso pela relagdo entre a pressdo de vapor de agua em equilibrio
sobre o produto e a pressdo de vapor da agua pura, a mesma temperatura
(BOBBIO, 1992). Os tipos de microrganismos que podem desenvolver-se na FES,
geralmente sao determinados pelo fator de atividade de agua (BRAND, 1999).

A 4&gua é um dos fatores de grande importancia na FES. A agua livre,
indispensavel ao crescimento dos microrganismos é adsorvida num suporte solido
ou complexada no interior de uma matriz solida (SOCCOL, 1994a).

Na FES a quantidade de agua presente no meio é funcéo da capacidade de
retencdo da fase soélida e este teor de agua deve ser suficiente para o
desenvolvimento dos microrganismos ( PANDEY, 1992).

A quantidade de agua presente varia em funcdo do material utilizado. Os
substratos amilaceos sdo geralmente fermentados com umidade inicial entre 25 e
65%, engquanto que os substratos lignoceluldsicos permitem trabalhar com teores
mais elevados, entre 60% e 80% (SOCCOL,1994a).



20

3.4.2.2 Temperatura

Para todos o0s microrganismos existem trés temperaturas cardeais:
temperatura minima, abaixo da qual ndo h& crescimento; temperatura maxima,
acima da qual ndo ha crescimento e temperatura 6tima, onde o crescimento €&
maximo (LIMA, 1987).

A temperatura Otima para a fermentacdo varia de acordo com o
microrganismo, mas na maioria das vezes o intervalo de temperatura permanece
entre 25 e 35° C (PRESCOTT E DUNN, 1959; SOCCOL, 1998a).

Durante o metabolismo dos microrganismos ha a geracao de calor. A cada
mol de CO, produzido durante a oxidac&o s&o liberadas 673 Kcal. Muitas vezes o
gradiente térmico gerado na FES ultrapassa os limites de transferéncia de calor pelo
substrato, por isso, nos processos de FES em grande escala, a remocéao do calor é
um fator crucial (RAIMBAULT, 1997).

3.4.2.3 Microrganismos

Cerca de 50% dos microrganismos utilizados nos processos de FES
pesquisados nos ultimos 20 anos pertencem aos fungos filamentosos, sendo que o
restante 30% s&o leveduras, 15% actinomycetes e 5% bactérias (GUTIERREZ —
ROJAS, et al. 1995).

O estado solido da matéria na FES oferece grandes condicBes quando
fungos séo utilizados nesse tipo de processo (HESSELTINE, 1987). Eles sao
diferentes de outros microrganismos, pois tipicamente crescem ao natural em
substrato sélido, assim como pedacos de madeira, sementes, caules, raizes, frutas e
partes secas de animais como couro, 0ssos e material fecal (AIDOO et al., 1982).

Os fungos filamentosos adaptam-se melhor nos processos de FES e
atualmente estdo sendo amplamente utilizados nesses processos devido as suas

propriedades fisioldgicas, enzimoldgicas e bioquimicas.
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3.4.24 Aeracéo

A aeracdo promove um maior desenvolvimento da massa dos
microrganismos aerdbios e facultativos (LIMA et al.,1987).

Segundo RAIMBAULT (1997) e MACHADO (2000) o gas ambiente pode
afetar significativamente os niveis de biomassa e metabdlitos produzidos pelo
microrganismo. A aeragao presta-se a quatro fung¢des principais nos processos de
FES: manter condicbes de anaerobiose; facilitar a dessor¢cdo de CO,; regular a
temperatura e umidade do substrato.

Para a producdo de enzimas e metabdlitos, ndo s6 a aeracdo, mas também
as pressodes parciais de O, e CO, desempenham um papel importante na FES
(SOCCOL,1994a).

3.425 pH

Segundo LIMA et al. (1987), assim como para a temperatura ha um pH
otimo, maximo e minimo para o desenvolvimento dos microrganismos, sendo que a
maioria desenvolve-se melhor em pH neutro e algumas excecfes em pH acido.

O pH da fermentacdo pode afetar tanto o crescimento do microrganismo
quanto a producéo e a estabilidade dos metabdlitos obtidos (GERMANO, 2000).

RAIMBAULT e ALAZARD (1980) mencionam a utilizacdo de sais minerais
para agirem como tampdes para 0 meio de cultivo. Como exemplo pode-se citar a
utilizacdo de uma mistura de sulfato de amonio e uréia em proporcdes adequadas
que permite a estabilizacdo do pH tornando-o favoravel para o desenvolvimento do
Aspergillus niger.

Segundo RAIMBAULT e ALAZARD (1980) é possivel na FES fixar um valor
de pH inicial para obter um rendimento 6timo, porém o pH do meio sofre uma
alteracdo durante o processo fermentativo em razdo da atividade metabdlica do
microganismo, da fonte de nitrogénio utilizada e do grau de crescimento alcancado
pelo cultivo que é de dificil controle.

A producdo de metabdlitos como &cidos organicos, por exemplo, e o
consumo dos sais de amoOnio causam a diminuicdo do pH, por outro lado, a

assimilacdo de acidos inorganicos podem levar ao aumento do pH. Na FES a
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dificuldade de homogeneizacdo da massa em fermentacdo pode dificultar a
uniformizacéo do pH do meio (RAIMBAULT, 1997).

RAIMBAULT E ALAZARD (1980) consideram que o bom poder tampao dos
substratos sélidos ndo permite que ocorram variagdes extremas nos valores de pH
durante a FES.

O controle do pH nas fermentacdes no estado soéido € dificil e na pratica nédo

é considerado (SOCCOL,1994a). A forma da dgua nos substratos sélidos constitui
um obstaculo para a medida satisfatéria de pH. Geralmente a medida do pH é feita
apos fazer uma suspensao de uma parte da amostra sélida em 3 a 4 partes de agua.
Esse método permite medir o pH global, porém néo é totalmente representativo dos

valores de micro-pH localizados no filme aquoso (SOCCOL,1994a).

3.4.3 Vantagens e Desvantagens da Fermentacdo no Estado Sdélido

Segundo MUDGET (1986), HESSELTINE (1987) e PANDEY et al. (2001),
as vantagens e desvantagens da FES, em relacdo a fermentacdo em meio liquido,

podem ser resumidas nos seguinte pontos:

¢ Vantagens:
- podem ser agregados nutrientes suplementares aos substratos sélidos;

- em geral os pré-tratamentos aplicados ao substrato-suporte sdo simples,
de baixo custo e sado realizados com o Unico objetivo de auxiliar o acesso
deste ao microrganismo;

- 0s volumes dos biorreatores sao pequenos em relacdo ao rendimento do
produto, em razéo de que a agua esta concentrada no substrato-suporte, o
que podera implicar num menor investimento;

- pode-se utilizar esporos como inoculo e, portanto, ndo se requer etapas
prévias que envolvam grandes volumes e tanques para O Seu
desenvolvimento;

- a baixa umidade e/ou atividade de &gua reduz o problema de
contaminacdo especialmente no caso de bactérias. A possibilidade de

utilizar in6culos muito mais concentrados que na fermentacdo em meio
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liquido, pelo qual as possiveis contaminacdes se véem inibidas, permite
gue os processos de FES se desenvolvam em condicGes de menor
assepsia que nos processos em meio liquido;

- 0s processos de purificacdo dos produtos se véem simplificados pela

maior concentracdo no liquido de extracao.

¢ Desvantagens:

na FES a producdo de calor muitas vezes é indesejavel. Em meios muito

ricos em substratos carbonados facilmente assimilaveis, h4 uma liberacdo

de calor importante;

- poucos sensores permitem na FES a medida do pH, umidade, oxigénio
dissolvido, diéxido de carbono e atividade de agua.

- as modifica¢gBes fisico-quimicas do meio de cultura séo dificeis de serem

acompanhadas e controladas.

3.5 FUNGOS

Durante muito tempo, os fungos foram considerados como vegetais e,
somente a partir de 1969, passaram a ser classificados em um reino a parte
denominado Fungi (TRABULSI et al.,1999).

Os fungos apresentam um conjunto de caracteristicas que permitem sua
diferenciacdo das plantas: nao sintetizam clorofila nem qualquer pigmento
fotossintético; ndo tém celulose na parede celular, exceto alguns fungos aquaticos; e
nao armazenam amido como substancia de reserva. A presenca de substancias
quitinosas na parede da maior parte das espécies fungicas e a capacidade de
armazenar glicogénio os assemelham as células animais (TRABULSI et al., 1999 e
PELCZAR et al., 1996).

Todas as células fungicas sdo eucaridticas, isto €, possuem nucleo com
membrana nuclear separado do citoplasma (PELCZAR et al.,, 1996; TRABULSI et
al.,1999).
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Alguns podem ser microscopicos em tamanho, enquanto outros sdo muito
maiores, como 0s cogumelos e fungos que crescem em madeira Umida ou no solo.
Entre os fungos classificados como microrganismos estdo aqueles que séo
multicelurares, produzem estruturas filamentosas microscépicas e sdo chamados de
bolores, enquanto as leveduras sdo fungos unicelulares (PELCZAR et al., 1996;
RAVEN, 1996; TRABULSI et al., 1999).

As colonias leveduriformes sdo, de maneira geral, pastosas ou cremosas e
caracterizam o grupo das leveduras. As colbnias filamentosas, que caracterizam o0s
bolores, podem ser algodonosas, aveludadas ou pulverulentas e com o0s mais
variados tipos de pigmentacdo (TRABULSI et al., 1999).

Os fungos ndo sao capazes de ingerir alimentos, mas devem absorver os
nutrientes dissolvidos no ambiente (PELCZAR et al., 1996).

Um microrganismo para ser utilizado em fermentacées em escala industrial,
além de ser capaz de produzir a substancia de interesse, deve também ser um
organismo geneticamente estavel, crescer e produzir o metabdlito desejado em
grande escala (MADIGAN, et al. 2000).

3.5.1 Fungos Filamentosos

Os fungos filamentosos sdo constituidos, fundamentalmente, por elementos
multicelurares em forma de tubo — as hifas que podem ser continuas, ndo-septadas
ou cenociticas e septadas, e ainda podem conter esporos. Ao conjunto de hifas da-
se o nome de micélio. O micélio que se desenvolve no interior do substrato,
funcionando também como elemento de sustentacdo e de absorcdo de nutrientes, é
chamado micélio vegetativo. O micélio que se projeta na superficie e cresce acima
do meio de cultivo é o micélio aéreo, onde forma-se as estruturas reprodutoras
(TRABULSI et al.,1999 e LIMA et al., 1987).

O modo de reproducao dos fungos assume fundamental importancia em sua
caracterizacdo morfolégica, uma vez que diferentes tipos de reproducao traduzem-
se em diferentes tipos morfolégicos (TRABULSI et al., 1999). Segundo o mesmo
autor, os fungos produzem esporos sexuados e assexuados. Os esporos sexuados

sdo produzidos como um resultado da fusdo de duas células reprodutivas
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especializadas chamadas gametas em uma célula fertilizada. A formacdo dos
esporos assexuados ndo envolve fusdo de gametas. Os esporos assexuados sao
normalmente brancos quando recém-produzidos, mas adquirem uma cor
caracteristica com a idade. Por exemplo, os esporos de colénias de Penicilium
notatum sdo tipucamente azul-esverdeadas, enquanto os dos Aspergillus niger na
maioria Sao negros.
A classificacdo dos fungos baseia-se primariamente nos seguintes critérios

(PELCZAR et al., 1996):

- caracteristicas dos esporos sexuais e corpos de frutificacdo presentes

durante os estagios sexuais dos seus ciclos de vida;
- natureza de seus ciclos de vida;

- caracteristicas morfoldgicas de seu micélio vegetativo ou de suas células.

Muitos fungos produzem esporos sexuais e corpos de frutificacdo somente
sob certas condi¢cdes ambientais. Aqueles que possuem todos 0s estagios sexuais
sdo denominados fungos perfeitos, e os que nao possuem, fungos imperfeitos. Os
fungos imperfeitos sédo classificados arbitrariamente e sdo colocados
provisoriamente em uma classe especial denominada Deuteromycetes. Quando seu
ciclo sexual é descoberto posteriormente, sdo reclassificados entre as outras classes
e recebem novos nomes (PELCZAR et al., 1996).

Embora o micélio vegetativo ndo tenha especificamente funcdes de
reproducdo, alguns fragmentos de hifa podem se desprender do micélio e cumprir
funcBes de propagacdo, uma vez que as células fungicas sdo autbnomas. Esses
elementos s@o denominados blastoconidios, artroconidios, clamidoconidios e
esclerotos (TRABULSI et al., 1999).

O micélio vegetativo dos fungos filamentosos sofre transformacdes em
determinados pontos, formando uma estrutura de reproducgéo, o miceélio reprodutivo,
de importancia fundamental na identificacdo morfolégica de muitas espécies. Os
propagulos formados no micélio reprodutivo podem ter origem assexuada ou
sexuada (TRABULSI et al., 1999).
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3.5.2 Nutricado

As necessidades nutritivas dos microrganismos sdo as mesmas que as de
todos os seres vivos e precisam de fontes de energia e fontes de material plastico
para a sua sobrevivéncia. Para a renovacdo da matéria viva, o0s elementos
guantitativamente mais importantes sdo o carbono, o hidrogénio, o nitrogénio, o
enxofre e o fésforo (LIMA et al. 1987).

Os protozoarios, os fungos e a maioria das bactérias sdo quimiossintéticos,
obtendo energia por meio de reacfes quimicas onde os substratos sdo oxidados

havendo o desprendimento de energia (LIMA et al. 1987).

3.6 POLPA CITRICA

Brasil € um grande gerador de produtos agricolas industrializados. A
agroindustria brasileira teve um crescimento de 2,5% em 2001. Segundo os dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) o resultado da agroindustria
ficou 1 ponto percentual acima do crescimento médio da industria nacional (1,5%)
em 2001.

Portanto, no cenario nacional existem inumeras oportunidades para o
estabelecimento de atividades industriais voltadas ao beneficiamento e/ou
reprocessamento de biorresiduos, entre os quais podem ser citados como exemplo o
bagaco de cana e de mandioca, a casca do coco de babacu, a palha de cereais, o
bagaco da laranja, a polpa da maca, farelo de trigo, soja e arroz, o caule e o sabugo
do milho, a serragem, diversos tipos de papéis reciclaveis e outros residuos de
atividades florestais.

A aplicacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos d& origem a
substratos alternativos e também auxilia na resolucao de problemas de poluicdo
ambiental. Foram desenvolvidos muitos processos com a utilizacdo de produtos
quimicos e produtos de alto valor comercial como etanol, cogumelos comestiveis,
enzimas, &cidos organicos, aminoécidos, metabdlitos secundarios e outros
(PANDEY et al, 1999; SOCCOL, C. R., 2000).
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Segundo a Associacdo Brasileira dos Exportadores de Citricos
(ABECITRUS, 1998) os citricos teriam surgido no leste asiatico, nas regides que
hoje incluem india, China, Butdo, Birméania e Malasia. Ela foi levada para o norte da
Africa e de la para o sul da Europa, onde teria chegado na idade média. Da Europa
foi trazida para América aproximadamente no século XVI, sendo que no Brasil
apareceram as primeiras arvores entre 1530 e 1540.

Atualmente, os pomares mais produtivos estdo nas regides de clima tropical
e subtropical, destacando-se o Brasil, Estados Unidos, China e Africa do Sul (MEJIA
e FERREIRA, 2000).

A partir da década de 80 o Brasil tornou-se o maior produtor mundial de
laranjas, superando inclusive os Estados Unidos, concentrando-se no Estado de Sao
Paulo a producdo de laranja, sendo responsavel por 98% da producédo nacional. No
Brasil o setor, que emprega cerca de 400 mil pessoas, é a atividade essencial para
204 municipios paulistas e alguns do triangulo mineiro, gera divisas da ordem de
USS$ 1,5 bilhdes por ano, responde por 53% do suco de laranja produzido no mundo
e por 80% do suco concentrado que transita pelo mercado internacional
(ABECITRUS, 1998).

O suco € o principal produto da laranja (figura 4), porém varios subprodutos,
com valor comercial, séo obtidos durante o seu processo de fabricagdo. Entre esses
subprodutos estdo os 6leos essenciais, 0 limoneno e o farelo de polpa citrica. Eles
possuem diferentes aplicacdes no mercado interno e externo, as quais incluem
fabricacdo de produtos quimicos e solventes, aromas e fragrancias, tintas,
cosmeéticos e complemento para racao animal (CARGILL, 2002).

Devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas e aos resultados das
avaliacdes nutricionais, as polpas de beterraba e de citricos vém recebendo grande
atencdo como recursos alimenticios potenciais a serem incorporados as dietas dos

animais domésticos substituindo parcialmente os graos de cereais.
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FIGURA 4 — RENDIMENTOS DA LARANJA

riondimentos da Larania

FONTE: ABECITRUS, 2002

A polpa citrica é o residuo das fabricas de sucos, conservas ou outros
produtos de frutos citricos destinados ao consumo humano. E composta pela casca,
bagaco e sementes (Figura 5). Pode ser utilizada na alimentacdo animal em
condicBes naturais contendo grande quantidade de agua ou pode ser ensilada. Para
ser adicionada em ragfes ha a necessidade de passar um processo de secagem
sendo entdo comercializada como polpa citrica seca (PCS) (Figura 6)
(ANDRIGUETTO et al., 1982).

A PCS é pobre em proteina e em fésforo, porém € rica em nutrientes
digestiveis totais como pode ser visto na Tabela 1 (ANDRIGUETTO et al., 1982).
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FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DA POLPA CITRICA
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FIGURA 6 — POLPA CITRICA PELETIZADA

b oy =
- B, » B,

FONTE: CARGILL,2002

TABELA 1 — COMPOSICAO QUIMICA E CONTEUDO DE ENERGIA BRUTA DE PCS
DE ORIGEM BRASILEIRA

1 PCS (Safral) PCS (Safra2)

Componente i 3 i 3 EMBRAPA(1991)
Giraldo(1999) Giraldo(1999)

Matéria Seca 85,840 84,500 82,44
Matéria Organica 79,090 79,520
Nitrogénio Total 1,062 1,136
Nx6,25 6,640 7,100 6,30
Extrato de Etéreo 2,540 2,920 3,93
Fibra Bruta 12,520 11,850 10,86
Fibra em Detergente Neutro 19,920 20,370
Fibra em Detergente Acido 23,690 24,010
Lignina 1,120 1,060 -
Celulose 22,400 22,680
NIDA (% do Nitrogénio Total) 11,249 10,790
Cinzas 6,750 4,980 5,84
Calcio 1,990 2,050 1,53
Fosforo 0,185 1,907 0,11
Energia Bruta (kcal/kg) 3743,000 3693,230 3654,00

FONTE: MEJIA E FERREIRA, 2000

(1) Todos os valores estéo expressos na matéria natural.

(2) Exceto a Energia Bruta todos os outros componentes estdo expressos em percentagem.

(3) Andlise realizadas no Lab. de Nutricio Animal do Dept’. de Zootecnia, Escola de
Veterinaria — UFMG.
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Embora o Brasil seja o primeiro produtor mundial de polpa citrica seca
(PCS), o que garante sua disponibilidade no mercado nacional e um fornecimento
permanente aos produtores, e que varias pesquisas tém sugerido que é altamente
positivo 0 seu uso controlado na alimentacdo de ruminantes e em herbivoros néo
ruminantes, sdo ainda limitados os estudos realizados em suinos (MEJIA E
FERREIRA, 2000).

Na Tabela 2 sdo mostrados os valores nacionais exportados de polpa citrica:

TABELA 2- EXPORTACAO BRASILEIRA DE POLPA CITRICA

| Farelo de Polpa Citrica |  Exportacéo (em toneladas) |
Safra 1996/97 1.182.396

Safra 1997/98 1.291.705

Safra 1998/99 1.480.053

Safra 1999/00 998.413

Safra 2000/01 769.731

Safra 2001/02 712.031

FONTE: ABECITRUS

As poucas pesquisas desenvolvidas no Brasil com o objetivo de avaliar seu
uso na alimentagdo de suinos datam da década de setenta e mostraram que 0s
suinos em crescimento e terminagdo podem ser alimentados com até 20% de polpa
citrica do total da dieta sem afetar significativamente o rendimento zootécnico
(VELLOSO et al.,1974).

3.7 ALIMENTACAO DE ANIMAIS MONOGASTRICOS

As décadas posteriores a segunda guerra mundial vieram acompanhadas de
aumentos significativos na producao de carnes e ovos procedentes da exploracao
de suinos e aves atrelada ao uso cada vez maior de grdos de cereais, fontes de

proteina vegetal e, recentemente, de origem animal (MEJIA e FERREIRA, 2000).
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Entretanto, nos ultimos anos tem-se questionado a sobrevivéncia destes
tipos de sistemas, que dependerdo basicamente de duas condi¢des: da capacidade
dos animais de consumirem e utilizarem fontes alternativas de nutrientes e energia
ndo aceitveis pelas sociedades humanas mas que por serem as vezes de baixo
custo poderiam constituir parte de suas dietas (POND, 1989) e, por outro lado, do
emprego de estratégias de alimentacdo que visem diminuir o impacto da producao
animal sobre o0 meio ambiente (DURMAD et al., 1995).

A utilizagdo de alimentos alternativos aos graos de cereais e fontes
protéicas vegetais e animais de elevada qualidade € uma opc¢do econdmica,
ambiental e social. Contudo, as possibilidades de incorporacdo de qualquer recurso
alternativo dentro das estratégias de alimenta¢do nos atuais sistemas de producao
dependem de vérios fatores: da garantia que tenham os produtores de dispor de
quantidades suficientes, regulares e sustentaveis do recurso; dos niveis de producao
dos alimentos tradicionalmente empregados na producdo animal; da competicdo
com 0s outros usos alternativos; do nivel de seguranca que traga sua utilizagdo a
saude humana e animal; dos custos e rendimentos marginais comparativos do
recurso e dos alimentos tradicionais e o seu valor nutricional (BOUCQUE e FIEMS,
1988).

Existem grandes variacdes na capacidade de utilizacdo dos diversos tipos
de alimentos, em funcéo das diferencas anatbmicas e fisiolégicas existentes nos
tratos digestivos das diferentes espécies animais. As aves e 0S Suinos concorrem
diretamente com o homem ou com a demanda das inddstrias para grande parte de
seu alimento, tornado mais dificil solucionar a alimentagdo econdmica dessas
espécies, pois ambas precisam receber uma racdo altamente digestivel para
obterem rendimento 6timo (ANDRIGUETTO et al., 1982).

Muitos destes nutrientes presentes nos alimentos para animais ndo podem
ser completamente digeridos e utilizados, especialmente pelos animais
monogastricos, pois existem alguns fatores presentes na composi¢do do proprio
alimento que impede o0 seu aproveitamento completo. Por exemplo, em quase todos
0S materiais de origem vegetal utilizados para a alimentac&o animal, grande parte do
fésforo mineral esta limitado na forma de &cido fitico que ndo pode ser degradado

pelos animais monogastricos.
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3.7.1 Producéo de Aves e Suinos

Na década de noventa a producdo mundial de carnes cresceu 20,2%, sendo
que a carne de frango apresentou o melhor desempenho com 45,4% de aumento,
seguida da carne suina com 29,0%. Nesse periodo, a producéo de carne bovina,
apresentou um declinio, passando de 51,8 milhdes de toneladas para 49,1 milhGes
de toneladas, como pode ser visto na Tabela 3 (COELHO e BORGES, 1999).

TABELA 3 - PRODUCAO MUNDIAL DE CARNES (milhdes de toneladas)

CARNES PERIODO
1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998
Suina 65,8 67,2 68,9 70,0 71,9 75,8 79,3 80,8 83,6

Bovina 51,6 51,4 50,6 48,0 48,3 48,7 49,5 50,0 49,9
Frango 27,4 29,0 30,3 30,9 32,6 34,7 36,4 38,6 39,2
Total 1448 147,6 149,8 148,9 152,8 159,2 165,2 169,4 172,7

FONTE: USDA

A producéo avicola em escala industrial no Brasil iniciou-se na década de
trinta. Antes dessa data a criagdo de aves restringia-se a criacdo caseira, com
baixos indices de produtividade, basicamente para autoconsumo. Os pequenos
excedentes eram vendidos abatidos ou vivos nas feiras ou mercados centrais dos
centros urbanos (COELHO e BORGES, 1999).

A partir da década de 50, a producdo avicola industrial brasileira evoluiu
significativamente, atingindo 217 mil toneladas em 1970, 1,2 milhdes de toneladas
em 1980, e 4,5 milhdes de toneladas em 1998. O consumo percapita cresceu mais
de 1000% passando de 2,3 kg em 1970 para 23,4kg em 1998. O consumo percapita
das demais proteinas animais evoluiu mais lentamente. O de carne bovina passou
de 12,1 kg para 29,6 kg o que representa um incremento de 147% e o de carne
suina ficou praticamente estagnado, passando de 8,1kg para 9,1 kg (COELHO e
BORGES, 1999).

No Parana a industria de processamento de aves encontra-se em expansao.
De acordo com a Associacdo Brasileira dos Exportadores de Frango (ABEF), os
frigorificos paranaenses abateram 672,0 milhdes de cabecas no de 2001, resultado
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qgue representou incremento de 11,1% em comparacdo a 2000 e que garantiu a
primeira posicdo entre os estados brasileiros, com uma participacdo de 23,8% do
total nacional (SUZUKI, 2002).

Em 2001, as exportagBes paranaenses de carne de aves totalizaram US$
347,0 milhdes, valor que correspondeu a um aumento de 52,4% em relacdo ao ano
anterior, quando as receitas somaram US$ 227,8 milhdes. Ja no decénio 1991-2000,
as vendas estaduais do produto apresentaram elevacdo da ordem de
160,2%,superando as exportacdes brasileiras e mundiais, que atingiram variacoes
de, respectivamente, 121,2% e 79,3% no periodo. O principal mercado da carne de
frango produzida no Parana € a Arabia Saudita, cujas importaces somaram US$
88,8 milhdes no ano passado, seguido Japédo, Kuwait e Holanda (SUZUKI, 2002).

A producdo mundial de carne suina em 2001 cresceu a taxa de 2,4% sobre
o0 ano anterior. Segundo dados publicados pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) foram produzidos 83.220 milhdes de toneladas,
destacando-se a China como maior produtor de carne suina, com uma participacao
de mais da metade da produgdo mundial, 51%. O Brasil, ainda em fase de
crescimento, foi responsavel por 2,5% da producdo mundial (PORKWORLD,2002)

Na Tabela 4 é possivel visualizar os maiores exportadores mundiais de

carne suina, sendo que o Brasil ocupou a quarta colocacao:

TABELA 4 - MAIORES EXPORTADORES DE CARNE SUINA (MIL TONELADAS)

PAISES 2000 2001 2002*
Unido Européia 1.470 1.220 1.320
Canada 656 710 730
Estados Unidos 592 699 649
Brasil 127 265 350
China 73 110 145
Outros 503 539 568
Total 3.457 3.518 3.762
*Estimativa

Fonte: USDA-ABIPECS

Na Tabela 5 constam as exportacdes brasileira, sendo que a Russia foi 0

pais que mais importou carne suina no ano de 2001.
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TABELA 5 - EXPORTACOES BRASILEIRAS DE CARNE SUINA — POR DESTINO,
EM TONELADAS

ExportacGes Brasileiras de Carne Suina - por Destino em Toneladas

Paises 2001
Russia 205.921 151.857 13.356
Hong Kong 57.377 47.642 1.204
Argentina 57.046 38.678 1.475
Uruguai 12.029 8.614 1.397
Paises Baixos 6.569 4.654 1.411
Lituania 4.021 2.706 1.486
Cingapura 3.257 1.787 1.823
Antilhas Holandesas 2.587 2.084 1.241
Alemanha 1.864 1.279 1.458
Outros 8.671 6.200 1.399

Total 359.342 265.500 1.353

FONTE: FNP/SECEX/DECEX

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no
ano de 2001,0 Parana detinha a 32 posicédo nacional em rebanho de suinos.

De acordo com a Secretaria de Comércio Exterior (SECEX) a carne suina
tornou-se no primeiro semestre de 2002, o produto com maior crescimento na pauta
das exportacbes do estado do Parana. A quantidade de pecas inteiras e meia pecas,
qgue representava 0,03% do conjunto das exportacdes do estado, subiu de 682 mil
toneladas para 8,2 milhdes de toneladas, passando a ter uma equivaléncia de 0,4%
da pauta das vendas externas paranaenses.
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4 MATERIAL E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada nos Laboratorios de
Processos Biotecnolégicos e no Laboratério de Quimica Analitica Aplicada do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Parana.

4.1 MICRORGANISMOS

Inicialmente foram testadas cinco cepas de Aspergillus niger para os
estudos da producédo de fitases em FES utilizando a polpa citrica como primeiro
substrato. As cepas de Aspergillus niger eram provenientes de diferentes bancos e
estdo disponiveis no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos da Universidade
Federal do Parana:

e Aspergillus niger W2;

e Aspergillus niger LPB 34;
e Aspergillus niger LPB 12;
e Aspergillus niger LPB 28;

e Aspergillus niger NRRL 599.

Apos a escolha do microrganismo que melhor produziu a fitase em polpa
citrica, realizou-se um segundo estudo, no qual inoculou-se o Aspergillus
selecionado sobre diferentes substratos agricolas. O objetivo era verificar se o fungo

escolhido também era capaz de produzir fitase em outros substratos.
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4.1.1 Manutencédo das Cepas

As cepas Aspergillus niger foram repicadas em meio PDA (4gar batata
dextrose) em tubos de ensaio fechados com tampdo de algoddo previamente
esterilizados na temperatura de 121°C por 15 minutos. O meio foi solidificado na
posicao inclinada.

A incubacdo foi feita em estufa na temperatura de 28°C por um periodo que
variou de 7 a 8 dias.

O armazenamento das cepas foi feito em geladeira a 4°C por um periodo

maximo de 3 meses.

4.1.2 Preparo da Solucao de Esporos

As cepas de Aspergillus foram cultivadas em Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de PDA estéril e incubados a 28°C em estufa até ocorrer a
esporulacdo. Os esporos foram coletados com adicdo de 50 mL de &gua deionizada
contendo gotas de Tween-80 previamente esterilizados, fazendo a remogao por
agitacdo com auxilio de pérolas de vidro e barra magnética em agitador magnético
por um periodo de 10 minutos (Figura 7).

A solucdo de esporos foi armazenada em temperatura de 4°C (geladeira) por
um periodo méaximo de 30 dias para garantir a sua viabilidade.

4.1.3 Contagem da Solucéo de Esporos

ApoOs a coleta, ImL da solucdo de esporos foi retirada assepticamente e
transferida para tubos de ensaio com &agua nas diluicdes 10, 102 e 103 Os
esporos contados em cadmara de Neubauer utilizando-se microscopio optico.

O numero de esporos/mL foi calculado através da equagéo (1) a seguir:
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N° Total de Esporos = NTE X 1/VR X FD X 10 (1)
NRC

NTE = Numero total de esporos contados em 10 quadriculos
1/VR = Inverso do volume do reticulo
FD = Fator de diluicdo

NRC = Numero de reticulos contados
As solucBes de esporos obtiveram a contagem de 10° esporos/mL e a taxa
de inoculacéo foi mantida constante para todos os experimentos em 10’ esporos por

grama de substrato seco.

FIGURA 7 — PREPARO DA SOLUCAO DE ESPOROS

PREPARO DA SOLUGAO DE ESPOROS

Transferénecia

POA dos egporog -
] PDA,

Incubagdo: 280C/ 7 a 3 diaz

|ncubagdo: 230C/ 7 a 8 diaz
Conzervagdo: 4ol 3 meses

Adigao de B0 ml de agua
deionizada + Tween 30

Agitacdo para coleta
dos ezporog

Transferéncia para
frazco estérl

i ’I Solugio de ezporos
Conzervagao: 4oC/ 30 diaz




39

4.2 SUBSTRATOS

Como substratos da FES, foram testadas matérias-primas da agroindustria

nacional:

= (Casca de café: cedida pelo Instituto Agronémico do Parana - IAPAR
(Londrina — PR);

» Bagaco de maca: cedido pela Agricola Fraiburgo (Videira — SC);

» Polpa citrica: cedida pela Cargill - CITROGILL (Uberlandia MG);

» Farelo de mandioca: cedido pela Industria Lorenz (Quatro Pontes — PR)

= Farelo de trigo: cedido pelo Moinho Guth (Curitiba — PR)

*» Farelo de soja: cedido pela Cooperativa Agropecuaria Mourdoense —
COAMO (Paranagua — PR);

» Polimento de arroz: cedido por Cerealista Gadotti Ltda ( Rodeio-SC);

= Derivados do milho: Refinazil® e Protenose® cedidos pela Corn Products
Brasil (Balsa Nova — PR);

= Derivados do coco (babacu): farinha, torta e fibra, cedidos pela Tobasa
(Palmas — TO).

4.2.1 Preparo dos Substratos

Na figura 8 € mostrado esquematicamente o preparo dos substratos solidos
utilizados nos estudos da FES. A sequéncia de preparo depende da umidade inicial
e da granulometria do substrato. Assim, substratos com alto teor de umidade
passaram inicialmente por um processo de secagem e 0s substratos com particulas
muito grandes foram moidos antes da classificacdo por tamanho. Substratos ja

moidos apenas foram peneirados para a classificacdo por tamanho.
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FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DO PREPARO DOS DIFERENTES SUBSTRATOS

MATERIA PRIMA

SECAGEM EM ESTUFA MOAGEM SEPARAGAO POR TAMANHO

MOAGEM SEPARACAO POR TAMANHO

SEPARACAO POR TAMANHO

ARMAZENAMENTO

A granulometria dos substratos utilizada para a realizagcdo dos processos de
FES foi entre 0,80 e 2,0 mm, valores estes citados na literatura como sendo ideais

para o referido processo de fermentagéao.

4.2.2 Analises Fisico-Quimicas do Substrato

As andlises fisico-quimicas do substrato relacionadas abaixo foram feitas de
acordo com as Normas do Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1995). Todas as

andlises foram feitas em triplicata e expressas em porcentagem.

» Determinacdo do teor de umidade: foi realizada por método termogravimétrico
(100-105°C);

» Determinacéo do teor de cinzas: foi realizada por método termogravimétrico (500-
550°C) de incineracao dupla;

= Determinacao do teor de lipideos: foi realizada pelo método de Soxhlet (extracédo
de solvente a quente);

= Determinacédo do teor de proteinas: foi realizada pelo método de Kjeldahl. O fator

de correcéo utilizado foi 6,25;



41

» Determinacdo do teor de fibras: foi realizada pelo método de fibra bruta
(gravimetria);

= Determinacdo do teor de carboidratos: foi realizada pela somatoria dos valores
dos componentes descritos acima e subtraido de 100.

4.2.2.1 Determinacao do pH

Para a determinacdo dos valores de pH pesou-se 5g do substrato, colocou-
se em um béquer de 100 mL e adicionou-se 50 mL de agua deionizada e fez-se
uma suspensao. Mediu-se o pH do sobrenadante apds a decantagdo com auxilio de
potenciometro (LABSTORE — PL 800) devidamente calibrado com solu¢bes tampao
de pH 4,0e 7,0.

4.2.3 Determinacdo da Capacidade de Absor¢do Maxima de Agua

Como na FES o crescimento dos microrganismos ocorre em substratos
sélidos na auséncia de liquido na forma livre (RAIMBAULT, 1980 e 1997; LONSANE
et al., 1985; MUDGETT, 1986; ORIOL, 1987 e PANDEY et al. 2001, torna-se
importante conhecer o valor da capacidade de absorcdo maxima de agua do
substrato.

A capacidade de absorcdo maxima foi obtida conforme o método descrito
abaixo:

- pesou-se 10 g de substrato com granulometria entre 0,80 e 2,0 mm com
umidade conhecida e adicionou-se 100 mL de agua, colocou-se a
suspensao em uma proveta e anotou-se o volume inicial. Deixou-se em
repouso por 12 horas e determinou-se o volume de agua que néo foi
absorvida pelo material solido. A andlise foi feita em duplicata.

A capacidade de absor¢cdo maxima de &agua pelos substratos estudados

ficou em torno de 70%.
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4.3 SELECAO DE CEPAS E SUBSTRATOS PARA FES

Para a escolha da melhor cepa e do melhor substrato para estudo da
producao de fitase, foi feito um screening, onde a producédo da enzima foi avaliada
por analise qualitativa dos resultados.

O screening € a primeira etapa de uma investigacdo. Serve para identificar
os fatores mais importantes em um determinado experimento, visa reduzir o
problema, mostrando quais as variaveis mais importantes e qual a dire¢cdo a ser
tomada nos proximos experimentos (HAALAND, 1989; MACHADO, 2000).

4.3.1 Esterilizacdo dos Meios de Cultura, Materiais e Equipamentos

Visando garantir condi¢cdes estéreis para o crescimento dos fungos, os
meios de cultura, materiais e equipamentos foram esterilizados em autoclave a
121°C por 15 minutos.

4.3.2 Fermentagdo em Frascos Erlenmeyer

A fermentacdo foi realizada pelo método de “Fermentacdo em Estado
Solido” (FES). Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 10 gramas do substrato com granulometria entre 0,86-2,0 mm, inoculado
com a cepa de Aspergillus na concentracdo de 10’ esporos/ grama de substrato,
umidade de 70% e adicdo de uma solucéo de uréia a 3% como fonte de nitrogénio.

Os fungos precisam de nitrogénio para o seu metabolismo, dentre as fontes
mais comuns de nitrogénio encontram-se a uréia, sais de amoénio, aminoacidos e
peptideos. Optou-se pelo uso da uréia, porque além de atuar como fonte de
nitrogénio esta também tem acdo tamponante sobre o0 meio de cultivo
(WAINWRIGHT, 1995; BRAND, 1999; RAIMBAULT, 1997).

A incubacéo foi feita em estufa a 28°C por 48 horas. O experimento foi feito
em duplicata.

Inicialmente tomou-se como substrato a polpa citrica e fez-se a inoculacao
com as diferentes cepas de Aspergillus niger W2, LPB 34, LPB 12, LPB 28 e NRRL
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599. Com a cepa que apresentou o melhor resultado fez-se um segundo
experimento, em duplicata, nas mesmas condi¢cdes descritas acima, onde foram

utilizados os diferentes substratos ja mencionados anteriormente no item 4.2.

4.3.3 Extracéo da Enzima

Com os frascos contendo o material fermentado a obten¢do do extrato cru
da enzima foi realizada como descrito abaixo, conforme sugerido por LEON (2000):
a) Adicionou-se em cada frasco Erlenmeyer contendo o substrato fermentado 50
mL de solucdo de NaCl a 1% e agitou-se por 1 hora em “Shaker” (agitador rotatorio)
a 100 rpm em temperatura ambiente;
b) Os substratos fermentados foram filtrados em tecido e submetidos a presséo
mecanica manual;
c) O filtrado foi centrifugado a 2000 g por 8 minutos;
d) Envasou-se o sobrenadante, chamado de extrato cru da enzima, o qual foi
mantido sob refrigeracdo (4°C) para posteriores andlises de atividade

catalitica.

4.3.4 Determinacao da Atividade Catalitica da Fitase

A fitase promove a liberacdo de fosfato inorganico a partir do seu substrato,
o fitato. O fosfato inorgénico reage com o molibdato de aménio formando o complexo
“fosfo-molibdato”, o qual é reduzido pelo sulfato ferroso formando um segundo
complexo de cor azul chamado de “azul de molibdénio”. A reacdo pode ser
quantificada colorimétricamente, com o auxilio de uma curva-padrdo contra
concentragdo de fosfato inorganico.

O extrato cru obtido no item 4.3.3 foi analisado em relacdo ao seu poder de
hidrélise do fitato. A atividade enzimatica foi determinada utilizando-se o extrato cru
enzimatico e aplicando-o sobre o substrato fitato de sodio, e determinando
posteriormente o fésforo inorganico por espectrometria. A andlise foi feita em

duplicata.
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A determinacdo da atividade da enzima foi feita de acordo com o método
sugerido por LEON (2000), apesar de existirem outros métodos descritos por outros
pesquisadores, como por exemplo, HARLAND e HARLAND (1980), HAN (1988),
WATANABE e OLSEN (1965), DVORAKOVA et al. (1997) e PAPAGIANNI et al.
(2001).

a) Em um tubo de ensaio de 20 mL adicionou-se 1 mL de fitato de sédio
(Sigma — P-8810) 1,5 mM preparado em tampao acetato 0,2 M (pH=4,8) e
0,5 mL de extrato cru da enzima na diluicdo 1:10 v/v em agua deioniozada;

b) Incubou-se a 60 °C durante 10 minutos em banho-maria;

c) Adicionou-se 1 ml de acido tricloroacético (TCA) 10% (para parar a reagao);

d) Adicionou-se agua destilada até completar um volume de 4mL ;

e) Acrescentou-se 5ml do Reativo Taussky-Schoor (T-S);

f) Determinou-se a densidade 6tica em espectrofotomentro a 660 nm;

g) Correlacionou-se a concentracao de fosforo utilizando-se curva-padrao.

Para todas as medicdes da atividade catalitica do extrato cru, foi utilizado
como “branco” o extrato cru inativo. A inativacdo foi feita através da temperatura,
onde ferveu-se por um minuto uma amostra do extrato cru em forno de microondas.

O procedimento para a utilizagdo do extrato cru inativo ocorreu conforme a
técnica descrita acima.

A curva padrdo foi feita utilizando-se fosfato de potassio (KH;PO,4) com
intervalo de concentracdo entre 0,2 — 3,9 uMol de fosfato/mL

O Reativo de TAUSSKY-SCHOOR (T-S) foi preparado seguindo a
metodologia descrita por HARLAND e HARLAND (1980):

- pesou-se 10 gramas de de molibdato de amonio transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com uma solucéo
de acido sulftrico 10 N (“solucdo-mae”);

- tomou-se 10 mL da “solugdo-méae” e colocou-se em baldo volumétrico
contendo 70 mL de &gua deionizada, adicionou-se 5 gramas de sulfato
ferroso (heptahidratado) e completou-se o volume para 100 mL com

agua deionizada .
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4.3.4.1 Atividade enzimatica

A atividade de uma enzima é definida pela quantidade de substrato que é
transformado em um intervalo de tempo determinado. Normalmente a atividade é
expressa em Unidades Internaicionais (Ul), onde uma unidade corresponde a
guantidade de enzima que catalisa a transforma¢do de um micromol de substrato,
por minuto, nas condi¢gdes definidas da reacédo. Geralmente utiliza-se temperatura de
30°C, no pH étimo e nas concentraces 6timas de substratos e ativadores (PETER,
et al. 1987).

Segundo 0s mesmos autores, a atividade enzimatica pode ser expressa em
katal, onde um katal é definido como a quantidade de enzima que catalisa a
transformac&o de 1 mol por segundo de substrato a 25 °C.

Para se obter um valor da atividade independente da quantidade de
enzimas, definiu-se a “atividade especifica”, ou seja, a atividade em unidades de
enzima por miligrama de proteina. Pode ser obtida dividindo-se a transformacéo de
substrato em micromol por minuto por miligrama de proteina (PETER, et al. 1987).

No presente trabalho considerou-se como uma unidade da atividade da
fitase (FIT), a quantidade de enzima necessaria para liberar um micromol de fosfato
inorganico a partir de um mililitro de &cido fitico na concentragdo de 1,5mM, por
minuto por grama de substrato seco, nas condi¢cdes de temperatura e pH dados ( ver
item 4.3.4).

4.4 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE FITASE

Como na FES o numero de variaveis € grande, um plano experimental deve
ser utilizado. O plano experimental constitui uma metodologia de escolha pela
avaliacdo global de um problema, mas sua utilizagdo implica em restringir um certo
namero de condicdes, afim de obter em um minimo de experiéncias um grande
namero de informagdes validas ( De MEO et al.,1989).

A maior parte dos processos biotecnolégicos ndo possui modelos tedricos
gue possam ser usados para explicar o desenvolvimento do processo. Sendo assim,

uma pesquisa bem sucedida nessa area € caracterizada por resolucdo do problema
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empiricamente. O planejamento e a resolucdo dos problemas utilizando as
ferramentas estatisticas possibilita maximizar a eficiéncia e produtividade de
problemas empiricos (HAALAND, 1989; MACHADO, 2000).

A otimizacao é a segunda etapa de um experimento, sendo precedida de um
screening. Consiste na construcdo de um modelo matematico que possa predizer o
comportamento do processo investigado, encontrando a regido de 6tima resposta
(HAALAND, 1989; MACHADO, 2000).

Os experimentos com arranjos fatoriais dos tratamentos s&o aqueles onde o
efeito de dois ou mais fatores séo investigados ao mesmo tempo. Caracteriza-se um
experimento com arranjo fatorial dos tratamentos quando estes representam todas
as combinacdes possiveis de dois ou mais fatores (KOEHLER, 1999).

Os arranjos fatoriais sao utilizados em qualquer tipo de delineamento
experimental quando deseja-se avaliar o efeito de dois ou mais fatores ao mesmo

tempo, o que permite avaliar a interacdo dos efeitos (KOEHLER, 1999).
4.4.1 Otimizacao dos Parametros para a Producgao de Fitase

No presente trabalho, apds escolhida a melhor cepa e o substrato que
apresentou o melhor resultado para a producao da fitase, foi utilizado um plano
fatorial fracionado 3% (com repeticdo), com a andlise por superficie de resposta,
visando verificar a influéncia de diversos fatores para obter a melhor condicdo de
cultivo. Neste experimento, foram estudados trés fatores (umidade, temperatura e
pH) e trés niveis, conforme mostrado na Tabela 6.

A otimizacao foi realizada em duplicata nas seguintes condi¢des: por um
periodo de 48 horas, mantendo-se constantes a taxa de concentracdo de esporos

(107 esporos/grama de substrato seco) e a adi¢éo de solucéo de uréia a 3%.

TABELA 6 — PARAMETROS DA OTIMIZACAO

FATORES NIVEIS UNIDADE
-1 0 +1

Umidade 60 70 80 %

Temperatura 25 28 31 °C

pH 4,0 4,5 5,0
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Os métodos de extracdo da enzima e atividade catalitica utilizados constam
nos itens 4.3.3 e 4.3.4.

As analises dos resultados foram feitas pela ANOVA (Andlise de Variancia)
utilizando o programa “Statistica” verséo 5.0.

4.5 ESTUDO DA PRODUCAO DA FITASE EM RELACAO AO TEMPO DE
FERMENTACAO

Este estudo teve como objetivo verificar qual o melhor tempo de
fermentacdo para se obter a maior producado da fitase, no qual a enzima deve ser
extraida. Realizou-se 0 experimento em duplicata, utilizando-se as condi¢gfes
otimizadas para a producdo da fitase. As amostras para a dosagem da atividade
enzimatica foram coletadas no tempo zero e, posteriormente, a cada oito horas,
perfazendo um total de 72 horas de fermentacdo. O método para a dosagem
enzimatica consta no item 4.3.4.

Paralelamente ao estudo da producdo da fitase em relacdo ao tempo de
fermentacao, foram medidos os valores de pH em cada ponto, conforme descrito no

item 4.2.2.1 As andlises realizadas foram pH, conforme descrito no item 4.2.2.1.

4.6 ESTUDO DA EXTRACAO ENZIMATICA

Uma das dificuldades nos processos de FES € a distribuicdo irregular das
enzimas extracelulares no meio solido, tornando necessario fazer um estudo da
extracdo da enzima (GERMANO, 1999).

Muitas proteinas s&o soluveis em agua ou em solucbes salinas. A
solubilidade de uma proteina € muito variavel e depende da distribuicdo e da
proporc¢ao dos grupos hidrofilicos e hidrofobicos na molécula (UFPR, 1988).

No presente trabalho fez-se um estudo para avaliar as melhores condi¢gbes
para a extracdo da fitase. Foram feitos dois planejamentos experimentais do tipo
arranjo fatorial 2%, com a andlise por superficie de resposta, utilizando-se dois

solventes: cloreto de sodio (NaCl) a 1% e agua deionizada em quantidades
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diferentes (50mL e 100mL ) e foram estudadas duas velocidades de agitacdo: 100
rpm e 200rpm sendo que o tempo de agitacdo foi mantido constante sendo igual a 1

hora, conforme mostrado na tabela abaixo:

TABELA 7 — PARAMETROS PARA A EXTRACAO DA FITASE

FATORES NIVEIS UNIDADE
1 +1

Diluicédo 50 100 ml

Agitacdo 100 200 rpm

O programa utilizado para a andlise dos resultados da extragdo foi o

“Statistica” versao 5.0.

4.7 DETERMINACAO DE PROTEINAS - BRADFORD

A determinacdo de proteinas do substrato fermentado foi feita pelo Método
de Bradford, que dosa proteinas soluveis.

As proteinas sollveis sdo importantes para estudos de purificacdo
enzimatica, onde sdo medidas a atividade da enzima e a atividade especifica, que
corresponde ao numero de unidades por miligrama de proteina. A atividade
especifica aumenta durante a purificacdo da enzima (LEHNINGER, 1993).

O método proposto por BRADFORD et al. (1976) est4 baseado na mudanca
de coloracdo do Coomassie Brilliant Blue G-250, o qual possui duas cores: vermelho
e azul. A forma vermelha é convertida em azul, funcionando como um corante para a

proteina. O resultado € expresso em miligrama de proteina.
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Reagentes:

» Solucdo-mae: 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 dissolvido em etanol
95%. Foi adicionado a esta solucao 10 ml de &cido fosférico a 85% e agua até
completar o volume de 100 mL . A solucéo foi armazenada em frasco escuro.

» Solucdo —padréo de proteina: albumina bovina 0,1 mg/mL.

» Solucédo de NaCl (cloreto de sodio) 0,15 M.

Procedimento:

Tomou-se 0,1 mL de amostra e adicionou-se 1,0 mL da solugdo-méae. A
mistura foi agitada em vortex e lida em espectrofotdometro a 595 nm dentro de um
periodo compreendido entre 5 e 10 minutos. O branco foi preparado com NacCl

0,15 M e 1,0 mL da solu¢do-mae.

4.8 ESTUDO DA CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE CATALITICA DA FITASE

No presente trabalho foram realizados estudos visando caracterizar a fitase

produzida por Aspergillus niger, os experimentos estéo relacionados abaixo:

4.8.1 Temperatura Otima para a Atividade Enzimatica

Para o estudo da temperatura otima da atividade da fitase, preparou-se o
extrato cru enzimético conforme descrito no item 4.3.3 e dosou-se a atividade
enzimatica de acordo com o item 4.3.4. Porém, foram utilizadas diferentes
temperaturas de incubacdo: 35, 45, 50, 55, 60 e 65°C. O tempo de incubacéo foi

mantido constante (10 minutos).
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4.8.2 pH Otimo para a Atividade Enzimatica

Para a verificagdo do pH 6timo da atividade da fitase fez-se a diluicdo de 1mL
do extrato cru da enzima em 10 mL (1:10 v/v) de solucdes tampdes com diferentes
valores de pH (2,0; 5,0; 7,0 e 9,0), deixou-se em repouso por uma hora em
temperatura ambiente e mediu-se a atividade enzimatica conforme descrito no item
4.3.4. Como referéncia, utilizou-se o extrato cru diluido em &gua deionizada na

mesma proporgao.

4.8.3 Influéncia de Cations e Anions na Atividade Enzimatica

Foram realizados experimentos, onde utilizaram-se solu¢cées 0,2 mM dos
seguintes cétions e anions para verificar a influéncia destes na atividade da fitase:
Na® Ca™, F, Mn*", Cu™, Zn"™" e Mg™".

O extrato cru enzimatico foi diluido 1:10 v/v com as referidas solucdes de
cations e anions, homogeneizado e procedeu-se a dosagem da atividade conforme
descrito no item 4.3.4. Como referéncia, utilizou-se o extrato cru diluido em agua

deionizada na mesma proporgao.

4.8.4 Estabilidade Térmica da Fitase

O estudo da estabilidade térmica da fitase foi realizado incubando-se o
extrato cru em diferentes temperaturas (40, 50, 70 e 80°C). Para as temperaturas de
70 e 80 °C foram coletadas amostras no tempo zero e a cada 5 minutos, perfazendo
um total de 30 minutos. Para as temperaturas de 40 e 50°C foram coletadas
amostras no tempo zero e a cada 1 hora, perfazendo um total de 8 horas.

As amostras coletadas foram mantidas em banho de gelo para posterior

dosagem de acordo com a técnica descrita no item 4.3.4.
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4.8.5 Estabilidade do Extrato Cru Enzimatico em Relacdo ao tempo de

Armazenamento (“shelf life”)

Visando verificar a estabilidade enzimatica da fitase em relacdo ao seu
poder de hidrolise, durante o periodo de armazenamento, foi preparado um extrato
cru, conforme descrito no itens 4.3.2 e 4.3.3., e estudos foram feitos em diferentes
temperaturas: temperatura ambiente, onde as amostras foram coletadas diariamente
e temperatura de refrigeracdo (4°C), onde as amostras foram coletadas
semanalmente. A atividade enzimatica foi realizada conforme a técnica descrita no
item 4.3.4 do presente trabalho. O término do estudo da estabilidade ocorreu quando

iniciava a fase declinio da atividade enzimética.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO QUALITATIVA DA PRODUCAO DE FITASE

Para avaliar a producado de fitase, foi escolhido como primeiro substrato a
polpa citrica e realizou-se o0 processo de FES conforme descrito no item 4.3.2 e
utilizando diferentes cepas de Aspergillus niger. A andlise dos resultados foi
realizada de acordo conforme descrito no item 4.3.4. Os resultados (Quadro 3) foram

qualitativos e obtidos através da avaliagéo visual:

QUADRO 3 — ANALISE QUALITATIVA DA PRODUCAO DE FITASE EM POLPA
CITRICA POR DIFERENTES CEPAS DE ASPERGILLUS NIGER

SUBSTRATO
CEPAS POLPA CITRICA
Crescimento microbiano Producéo de fitase
LBP 34 ++ -
LPB12 ++ -
LPB 28 ++ -
W 2 ++ ++
NRRL 599 + +
++ Bom
+ Regular
- N&o houve

Conforme os resultados mostrados no Quadro 3, a cepa Aspergillus niger W2
mostrou ser mais habil para produzir a fitase, tendo como substrato a polpa citrica.

A cepa Aspergillus niger W2 foi testada em animais monogastricos (suinos e
frangos) no ICIDCA (Instituto Cubano de los Derivados de la Cafa de Ac¢lcar ) e ndo
apresentou problemas de toxicidade, sendo portanto, uma cepa de microrganismo
comestivel, mostrando-se favoravel para a utilizacdo na alimentac&o animal.

Visando avaliar a capacidade da referida cepa em produzir fitase em outros
substratos provenientes da agricultura e/ou agroindustria nacional, procedeu-se a
FES como descrito no item 4.3.2. do presente trabalho, utilizando-se como
substratos as matérias-primas descritas no item 4.2.

Os resultados obtidos podem ser vistos no Quadro 4.
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QUADRO 4 - ANALISE QUALITATIVA DA PRODUCAO DE FITASE EM
DIFERENTES SUBSTRATOS

SUBSTRATOS Aspergillus niger W2
Crescimento microbiano Producéo de fitase

Casca de café - -
Polpa Citrica +++ +++
Bagaco de maca +++ -
Bagaco de mandioca ++ +
Farelo de trigo +++ n.d
Farelo de soja + n.d
Refinazil® ++ n.d
Protenose® +H+ n.d
Farinha de coco +++ n.d
Fibra de coco - -
Torta de coco +++ n.d
Polimento de arroz +++ n.d
NOTA:
++ + Otimo
++ Bom
+ Regular

- N&o houve crescimento

n.d. Nao determinado (devido a interferéncia do fésforo presente naturalmente no substrato). O excesso de
fésforo no substrato, além de dificultar a quantificacdo da hidrélise enzimatica, serve como inibidor da
producéo da fitase (AL-ASHEH e DUVNJAK, 1995).

Conforme os resultados mostrados no Quadro 4 observa-se que o melhor
substrato para a producdo de fitase por Aspergillus niger W2 é a polpa citrica e,
ainda, poderia ser feito um screening testando as demais cepas de Aspergillus niger
sobre todos os substratos citados no item 4.2. e também poderia ser feito um estudo

do efeito da combinacéo dos diferentes substratos na producéo de fitase.

5.2 COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO

De acordo com os resultados mostrados no item 5.1, a melhor producédo de
fitase foi obtida utilizando-se como substrato a polpa citrica. Sendo assim, foram
realizadas as analises da composicao fisico-quimica do referido substrato conforme
0s métodos descritos no item 4.2.2.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 8.
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TABELA 8 — COMPOSICAO CENTESIMAL DA POLPA CITRICA

COMPOSICAO FiSICO QUIMICA DA POLPA CITRICA(%)

UMIDADE CINZAS LIPIDIOS FIBRAS PROTEINAS CARBOIDRATOS
9,5 55 1,0 13,0 5,0 66,07

NOTA: a = valor obtido pela soma dos demais componentes menos 100.

O pH da polpa citrica foi determinado de acordo com o método descrito no

item 4.2.2.1, e apresentou valores entre 4,7- 4,8.

5.3 OTIMIZACAO DAS VARIAVEIS FISICO QUIMICAS PARA A PRODUCAO DE
FITASE EM FES

A otimizacao foi realizada conforme descrito no item 4.4.1, utilizando-se a
polpa citrica como substrato e a cepa Aspergillus niger W2. Os fatores estudados
foram pH, temperatura e umidade (variaveis independentes) e atividade enzimética
(FIT) (variavel dependente).

O experimento utilizado foi do tipo fatorial fracionado 3™ (com repeticao,
testando-se trés fatores experimentais em trés niveis), com a analise por superficie
de resposta. Experimentos do tipo fatorial fracionado sao utilizados, normalmente,
para estudo de diversas varidveis ao mesmo tempo. Servem para mostrar quais
fatores sdo mais importantes e como a sua modificacdo altera o processo.

O plano experimental e os resultados da atividade enzimatica podem ser
vistos na Tabela 9.

As andlises dos resultados foram feitas pela ANOVA (Andlise de Variancia)
utilizando-se o programa Statatistica 5.0 (Tabela 10 e Figura 9).

Na Figura 9 (Diagrama de Pareto), pode ser feita a visualizacdo das
influéncias das variaveis na producdo da enzima. No do Diagrama de Pareto sédo
observadas as magnitudes de cada um dos efeitos (HAALAND, 1989 e MACHADO,
2000).
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TABELA 9 — OTIMIZACAO DAS VARIAVEIS PARA A PRODUCAO DE FITASE NO
PLANO FATORIAL FRACIONADO 3% cOM REPETICAO

EXPERIMENTOS REPETICAO UMIDADE TEMPERATURA pH  ATIVIDADE  ATIVIDADE
(%) (°C) TOTAL! (FIT)?
1 1 60,0 25,0 4,0 23,0 2,54
2 1 60,0 28,0 4,5 70,0 7,74
3 1 60,0 31,0 5,0 25,0 2,76
4 1 70,0 25,0 5,0 61,5 6,80
5 1 70,0 28,0 45 63,5 7,02
6 1 70,0 31,0 4,0 16,0 1,77
7 1 80,0 25,0 4,5 26,0 2,87
8 1 80,0 28,0 4,0 18,5 2,04
9 1 80,0 31,0 5,0 15,5 1,71
10 2 60,0 25,0 4,0 25,0 2,76
11 2 60,0 28,0 4,5 59,5 6,57
12 2 60,0 31,0 5,0 24,5 2,71
13 2 70,0 25,0 5,0 58,0 6,41
14 2 70,0 28,0 45 69,5 7,68
15 2 70,0 31,0 4,0 21,0 2,32
16 2 80,0 25,0 4,5 21,5 2,38
17 2 80,0 28,0 4,0 17,0 1,88
18 2 80,0 31,0 5,0 20,5 2,27

NOTA:

(1) atividade enzimética total: expressa em umol de fésforo produzido em 50 mL de extrato cru, em 1

minuto.

(2)atividade enzimatica (FIT): expressa em umol de fésforo produzido em 1,0 (um) grama de substrato

seco, em 1 minuto.
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TABELA 10 — ANALISE DE VARIANCIA DA OTIMIZACAO PARA A PRODUCAO DE

FITASE NO PLANO FATORIAL FRACIONADO 3% COM REPETICAO

Fator Soma dos Graus de | Médias dos Razao F Razao p
Quadrados Liberdade | Quadrados

(1)UMIDADE (L) 11,60* 1* 11,60* 27,29260* 0,000284*
UMIDADE (Q) 18,35* 1* 18,35* 43,17884* 0,000040*
(2)TEMPERATURA (L) 8,19* 1* 8,19* 19,26027* 0,001083*
TEMPERATURA (Q) 16,25* 1* 16,25* 38,23081* 0,000069*
3)pH (L) 14,51 1* 14,51* 34,14277* 0,000112*
pH (Q) 5,78* 1* 5,78* 13,60744* 0,003570*
NOTA:
R?=0,94912
On d
L = inter g o lin
Q =interag&o qua d atic
Razao F= raz ao entre b lid d t amostras e a variabilidade dentro das amostras
Razéo p = Id g f a no intervalo d e probabilidade escolhido (5% ou 0,05)
R’= fatord relacdo p ajuste d o modelo a superficie
* diferenca g f ativ Ide 5%.

FIGURA 9 — DIAGRAMA DE PARETO DA OTIMIZACAO PARA A PRODUCAO DE

FITASE NO PLANO FATORIAL FRACIONADO 3¢ COM REPETICAO

,
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Se os valores da Razédo p (P) forem menores que o nivel de significancia
escolhido, no caso 5% ou 0,05, ha diferenca significativa em relacdo ao fator
estudado, e quanto menor o valor P, maior a influéncia desse fator em relagéo aos
demais. Se os valores de P forem negativos no Diagrama de Pareto (Figura 9),
significa que o aumento do valor da variavel resposta € inversamente proporcional
ao aumento daquele fator.

Sendo assim, de acordo com os resultados mostrados na Tabela 10,
observou-se que todos os fatores estudados foram significativos ao nivel de 5%. No
Diagrama de Pareto (Figura 9) foi possivel visualizar a influéncia dos fatores
estudados sobre a varidvel reposta, no caso, a atividade enzimética, onde a
umidade e a temperatura apresentaram valores negativos, indicando que o aumento
da atividade enzimatica € inversamente proporcional ao aumento desses fatores. Em
relacdo ao pH é possivel perceber que o seu aumento favorece o aumento da
atividade enzimatica.

Nas figuras 10 e 11 sao mostrados os graficos de superficie de resposta e
projecdo de superficie de resposta da otimizacdo realizada em funcdo dos fatores
experimentais (pH, umidade e temperatura), tendo como variavel dependente (VD) a
atividade enziméatica da fitase (expressa em FIT), onde foi possivel verificar que as
melhores condi¢Oes para a FES para a producédo de fitase seriam: temperatura entre
26 e 29°C; pH: entre 4,4 e 5,1 e umidade entre 61 e 73%.

No presente trabalho adotou-se as seguintes condicdes como sendo as
ideais: pH do meio em 5,0; umidade 61% e temperatura de 28°C (por motivos
operacionais).

Apés otimizadas as condi¢des de cultivo para a producéo de fitase verificou-
se que nas condi¢cdes Otimas os valores obtidos para atividade correspondem a
valores citados na literatura: LEON (2001) obteve atividades de fitase por FES
variando entre 4-10 Ul/ grama de substrato seco, por minuto; GAUTAM et al., 2002
obtiveram por FES 10,07 Ul/ grama de substrato seco, por minuto, porém em ambos
estudos o tempo de fermentacao foi de 72 horas, ou seja, 24 horas a mais do que o
tempo de fermentacdo adotado no presente trabalho, sendo um fator relevante, pois

tempo € um fator econémico importante na producéo.



58

FIGURA 10 — GRAFICOS DE SUPERFICIE DE RESPOSTA (A) E
PROJECAO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA (B) DA
OTIMIZACAO REALIZADA EM FUCAO DOS FATORES
EXPERIMENTAIS: UMIDADE E TEMPERATURA

Gréfico de Superficie de Resposta
VD: ATIVIDADE
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FIGURA 11 — GRAFICOS DE SUPERFICIE DE RESPOSTA (A) E
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5.4 PRODUCAO DA FITASE EM RELACAO AO TEMPO DE FERMENTACAO

O estudo da producéo de fitase em relacdo ao tempo de fermentacdo foi
realizado utilizando-se os parametros otimizados, seguindo a metodologia descrita
no item 4.5 do presente trabalho.

Os resultados de producdo da enzima e da variagdo do pH ao longo do
tempo de fermentagcdo podem ser visualizados na Figura 12, onde foi possivel
verificar que o inicio da producéo de fitase ocorre ap0és oito horas de fermentacéo,
atingindo a producdo maxima em aproximadamente 48 horas de fermentacao,

momento no qual deve ser feita a extragdo da enzima.

FIGURA 12 — PRODUCAO DE FITASE EM RELACAO AO TEMPO DE
FERMENTACAO

PRODUCAO DA FITASE

- 9

- 8
7 —~~
6 T
5 5
43
32
2 <
1
0

0 8 16 24 32 40 48 56 72 m pH
Tempo (horas) o Atividade

No gréfico acima é possivel observar a variagdo do pH durante a produgéo
da fitase em 72 horas de fermentacdo, onde nas primeiras 24 horas o pH do meio

permaneceu praticamente constante. ApGs este tempo, o pH sofre um declinio mais
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em 40 horas de fermentacdo, periodo onde ocorreu o inicio da obtencdo da
atividade da maxima da enzima, que culmina em 48 horas de fermentacéao.

A partir de 48 horas de fermentacao, inicia-se um aumento do valor do pH
gue atinge 0 seu ponto mais alto em 72 horas de fermentacéao.

Segundo RAIMBAULT (1997), a producéo de certos metabdlitos podem ser
associados ao crescimento micelial do microrganismo, como por exemplo a
producdo de enzimas extracelulares, como por exemplo a a- amilase produzida por
Aspergillus oryzae, onde a producdo enzimatica € diretamente proporcional ao
desenvolvimento micelial.

Segundo LIMA et al. (1987), nos processos de fermentacdo submersa
descontinua, dependendo da enzima desejada e do microrganismo utilizado, a
producdo pode ocorrer em uma das trés fases do desenvolvimento microbiano: fase
lag (fase de laténcia do microrganismo), fase log (fase logaritmica - crescimento
exponencial) e fase estacionaria.

Tendo em vista 0s conceitos acima relacionados, pode-se propor uma
explicagcéo para as variagdes nos valores do pH ao longo do tempo de fermentacéo:
a producdo maxima de enzimas ocorreu durante a fase logaritmica do crescimento
microbiano, onde ha maior quantidade de células viaveis.

Durante a fase lag ha um aumento gradual na producdo de gas carbonico
pelo metabolismo microbiano, provocando a acidificacdo do meio, e
consequentemente, no abaixamento do pH. Esse fenbmeno pode ter iniciado no
tempo de 32 horas, atingindo o valor mais baixo de pH em 40 horas (Figura 12). O
ponto final da a fase logaritmica do crescimento microbiano ocorreria em 48 horas
de fermentacdo, onde observa-se a formacdo dos primeiros esporos na massa em
fermentacdo, provavelmente, o desenvolvimento microbiano teria atingido a fase
estacionaria.

Além da producdo do gas carbdnico, as fitases produzidas pelas células
microbianas, estariam hidrolisando o &cido fitico e liberando o inositol e o acido
fésférico, o qual inicialmente estaria contribuindo para a acidificacdo do meio.
Porém, para o aumento da massa microbiana, faz-se necessario o consumo do
fosfato produzido, pois o fosforo é elemento essencial para a formacdo das
moléculas de ATP e da membrana celular, o que acarretaria no aumento gradual do
pH.
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Na fase estacionaria, ndo ocorre incremento na producao de gas carbonico,
0 que contribui ainda mais para o aumento do valor de pH, como € mostrado na
Figura 12 no tempo de 56 e 72 horas de fermentagé&o.

Resumindo, o aumento do pH ocorreu por trés motivos: diminuicdo do teor
de acido fitico presente no substrato, consumo do acido fosférico proveniente da
hidrolise da fitase e estabilizacdo do crescimento microbiano acarretando na

estabilizacdo da producédo de gas carbbnico.

5.5 EXTRACAO ENZIMATICA

O estudo da eficiéncia da extracdo enzimatica foi realizado utilizando
planejamentos experimentais do tipo fatorial 2% descritos no item 4.6.

Os solventes testados foram a agua deionizada e a solucdo de NaCl a 1%
em diferentes volumes e diferentes velocidade de agitacgéo.

Os resultados foram obtidos através da andlise por superficie de resposta e
também pela comparacdo dos valores obtidos de atividade enzimatica (FIT),
atividade total enzimatica e da atividade especifica da fitase.

Nas Tabelas 11 e 12 e na Figura 13 sdo mostrados os resultados do estudo
da extracao.

TABELA 11 — ESTUDO DA EXTRACAO COM AGUA DEIONIZADA

Volume de | Agitacéo Proteina | Atividade | Atividade Atividade
solvente (rpm) total @ total @ |especifica®| (FIT)®
(mL)
100 200 29,60 65,81 2,22 7,27
100 100 10,18 60,78 5,97 6,72
50 200 17,11 65,57 3,83 7,25
50 100 18,04 62,64 3,47 6,92
NOTA:

(1) Proteina total: determinada pelo método de Bradford descrito no item 4.7 e
expressa em miligrama de proteina soltvel.

(2) Atividade total: expressa em umol de fosfato inorganico, a partir de um
mililitro de fitato de sddio na concentragéo de 1,5mM, por minuto, no volume total
do solvente utilizado na extracdo da enzima.

(3) Atividade especifica: foi determinada dividindo-se a atividade total pela
proteina total.

(4) Atividade: expressa em umol de fosfato inorgénico, a partir de um mililitro de
fitato de sodio na concentragdo de 1,5mM, por minuto, por grama de substrato
seco.
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TABELA 12 — ESTUDO DA EXTRACAO COM NaCl a 1%

Volume de | Agitacao Proteina | Atividade | Atividade Atividade
solvente (rpm) total @ total @ |especifica®| (FIT)®
(mL)
100 200 33,30 85,91 2,58 9,49
100 100 18,50 59,94 3,24 6,62
50 200 12,95 50,91 3,93 5,63
50 100 12,49 53,01 4,24 5,86
NOTA:

(1) Proteina total: determinada pelo método de Bradford descrito no item 4.7 e
expressa em miligrama de proteina solUvel.

(2) Atividade total: expressa em umol de fosfato inorganico, a partir de um
mililitro de fitato de sédio na concentracdo de 1,5mM, por minuto, no volume total
do solvente utilizado na extrag&o da enzima.

(3) Atividade especifica: foi determinada dividindo-se a atividade total pela
proteina total.

(4) Atividade: expressa em umol de fosfato inorgénico, a partir de um mililitro de
fitato de sodio na concentracdo de 1,5mM, por minuto, por grama de substrato
seco.

Nas tabelas 11 e 12 é possivel observar que o solvente que promoveu a
melhor extracdo enzimatica, medida através da atividade enzimatica expressa em
FIT, foi o NaCl a 1% no volume de 100 mL e na agitacdo de 200 rpm. Nota-se
também que nessas mesmas condi¢des, a quantidade de proteina sollvel extraida
maior, e isso se deve ao fato de algumas proteinas aumentarem a sua solubilidade
na presenca de sais neutros.

Os sais neutros influenciam na solubilidade das proteinas em funcao da sua
forca ibnica. Em concentracdes reduzidas os sais aumentam a solubilizacdo das
proteinas, por diminuirem a interacdo proteina-proteina, e conseqientemente,
aumentarem a interacdo proteina-agua, fenébmeno chamado de salting-in (UFPR,
1988).

Os valores de atividade especifica mostrados nas tabelas 11 e 12, servem
para indicar quais as melhores condi¢cdes para um processo purificacéo, pois, quanto
maior o valor da atividade especifica, maior o grau de pureza de uma determinada
enzima (LEHNINGER, 1993). Sendo, assim as melhores condicbes para
desenvolver um processo de purificacdo, seriam: agua como solvente (100mL) em
agitacao a 100 rpm. Os resultados dos efeitos dos fatores estudados (agitacao, tipo

de solvente e volume de solvente) podem ser visualizados na Figura 13.



64

FIGURA 13 — GRAFICOS DA PROJECAO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA
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Observando-se a Figura 13 (A), nota-se que para a extracdo feita com agua
deionizada, a velocidade de agitacdo ndo € um fator importante para a obtencéo de
um extrato enzimatico mais puro, o fator de maior relevancia seria o volume de agua
que deve ser superior a 95 mL.

Correlacionando os valores de atividade especifica das tabelas 11 e 12 com
os resultados da figura 13 (A e B), pode-se concluir que a extracao mais eficiente, ou
seja, a que resulta em maior valor de atividade enzimatica por grama de substrato
seco (FIT), é aquela obtida utilizando-se agua como solvente 100 mL de NaCl a 1%,
a 200 rpm. Em contrapartida, a extracdo que promoveria uma melhor purificacdo da
enzima, seria obtida utilizando-se agua em quantidade proxima de 100 mL e

agitacado mais baixa igual ou menor que 100 rpm.

5.6 CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE CATALITICA DA FITASE

Os ensaios para a caracterizacéo da fitase realizados no presente trabalho
foram: estabilidade frente a diferentes valores de pH; estabilidade térmica; influéncia

de ions; estabilidade em relacdo ao tempo de armazenamento (“shelf life”).

5.6.1 Estabilidade Frente a Diferentes Valores de pH

O estudo para a avaliacao da atividade enzimatica em diferentes valores de
pH foi realizado de acordo com o item 4.8, e teve como objetivo verificar o pH 6timo
para a atividade enzimatica, os resultados obtidos sdo mostrados na figura 14.

A agua deionizada utilizada como controle teve o seu pH medido e variou
entre de 5,5-6,0.

Vérios estudos foram realizados para verificar o pH 6timo e a estabilidade
das fitases. A fitase é estavel em pH entre 1,5 a 10,0 (DVORAKOVA, et al., 1997).
Em experimentos realizados pelo mesmo autor foram encontrados valores 6timos de
pH entre 2,0 —7,0. ULLAH e GIBSON (1987) descrevem pH entre 2,5 e 5,0, como
sendo 6timo para fitase produzida por A. ficcum.
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FIGURA 14 — pH OTIMO PARA ATIVIDADE ENZIMATICA
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Na Figura 14 é possivel verificar que a enzima fitase possui melhor atividade
catalitica em valores de pH entre 5,0 e 6,0, porém demonstra também estabilidade
em pH mais baixo, proximo de 2,0. Valores de pH muito alcalinos provocam

significativa diminui¢ao da atividade da fitase.

5.6.2 Efeito de Cations e Anions Sobre a Atividade da Fitase

Os estudos realizados para a avaliagdo da influéncia dos ions (Na*, Ca™", F,
Mg, Cu™, zn™, Mn™") atividade catalitica da fitase foram descritos anteriormente
no item 4.10, como atividade padrao (FIT), utilizou-se o extrato cru diluido em agua
deionizada.

Os resultados s&o mostrados na Figura 15.
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FIGURA 15 — EFEITO DOS CATIONS E ANIONS SOBRE A ATIVIDADE
CATALITICA DA FITASE
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Os resultados mostrados na Figura 15 indicam que de todos ions
estudados no presente trabalho na concentracdo de 0,2mM, atuaram negativamente
sobre a atividade da fitase, futuramente esse estudo pode ser complementado,
realizando experimentos com diferentes concentracdes de ions.

Estudos semelhantes foram realizados por DVORAKOVA et al. (1997), nos
quais avaliou-se a influéncias dos ions Ca'™", F, Mg*", Cu™, zn™, Mn™", Sn™* e Cd™*
sobre a atividade catalitica da fitase produzida por Aspergillus niger, em fermentacao
submersa. Os resultados obtidos pelos referidos autores foram: o Ca*™*, Mg™ e o
Mn™*, demonstraram efeito positivo, proporcionando aumento da atividade catalitica;
o Cu™, zn™, Sn"™ , F e Cd"™ demonstraram efeito negativo, proporcionando

diminuicdo da atividade catalitica.
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5.6.3 Estabilidade catalitica da enzima em diferentes temperaturas e temperatura

6tima

DVORAKOVA, et al. (1997) estudaram a estabilidade da fitase produzida por
fermentacdo submersa pelo A. niger, e a enzima demonstrou atividade catalitica
maxima em 55°C, portanto sendo termoestavel. Porém apdés 10 minutos de
incubacdo a 60, 70 e 80°C, a fitase perdeu 5, 10 e 25% da sua atividade,
respectivamente.

No presente trabalho, o estudo da temperatura Otima para a atividade
catalitica da fitase foi 60° C, por um periodo de incubagdo de 10 minutos, portanto

pode ser considerada uma enzima termoestavel (Figura 16).

FIGURA 16 — TEMPERATURA OTIMA DA ATIVIDADE DA FITASE
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Visando verificar a estabilidade térmica da enzima obtida no presente
trabalho, incubou-se o extrato cru enzimatico em diferentes temperaturas, e foram
retiradas amostras, que foram dosadas de acordo com a técnica descrita no item
4.3.4 conforme. Os intervalos de tempo da retirada da amostra e os resultados
obtidos podem ser vistos nas tabelas 13 e 14 e nas figuras 17 e 18.



TABELA 13 — ESTABILIDADE TERMICA DA FITASE EM 40 E 50°C

Atividade (FIT)
Temperatura

Intervalo de Coleta 40°C 50°C
de Amostra (horas)

0 6,80 7,37

1 7,80 8,04

2 7,71 7,99

3 6,66 7,90

4 7,52 6,71

5 7,09 7,85

6 6,61 6,56

7 7,09 6,28

8 6,80 6,28
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FIGURA 17 — GRAFICO DA ESTABILIDADE TERMICA DA FITASE

EM 40 E 50 °C
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TABELA 14 — ESTABILIDADE TERMICA DA FITASE EM 70 E 80 °C

Atividade (FIT)
Temperatura
Intervalo de 70°C 80°C
Coletade
Amostra (min.)
6,59 7,87
5,40 0
10 0 0
15 0 0
20 0 0
25 0 0
30 0 0

FIGURA 18 — GRAFICO DA ESTABILIDADE TERMICA DA FITASE
EM 70 E 80 °C
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Analisando os graficos das figuras 17 e 18 foi possivel verificar que nas
temperaturas de 40 e 50°C a partir de 6 horas de incubacdo ocorreu um leve declinio
na atividade catalitica da fitase, que se manteve constante até o tempo final do

experimento (8 horas). Entretanto, na temperatura de 70°C houve um declinio nos
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primeiros 5 minutos de incubacdo, que se tornou mais acentuado nos préoximos 5
minutos de incubacédo, culminando com a perda total da atividade catalitica em 10
minutos de incubacgéo.

Na temperatura de 80°C, a inativacdo enzimatica ocorre nos primeiros 5
minutos. Segundo BOBBIO e BOBBIO (1989), a maioria das enzimas pode ser
inativada por aguecimento durante entre 70 e 80°C, durante um intervalo que varia

de dois a cinco minutos.

5.6.4 Estabilidade da Enzima Durante o Armazenamento (“shelf life”)

Os estudos realizados para a verificacao da estabilidade catalitica durante o
periodo de armazenamento, mostraram que a fitase produzida por Aspergillus niger
W2, manteve a sua estabilidade em temperatura ambiente, por um periodo que
variou de 4 a 5 dias, sem a adicdo de conservantes. Também manteve a sua
estabilidade por um periodo que variou 60 a 75 dias, em temperatura de refrigeracao

(4°C) e sem o auxilio de conservantes quimicos.
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6.0 CONCLUSAO

¢ Os estudos do presente trabalho mostram que € possivel produzir a enzima fitase
utilizando como substrato a polpa citrica, sendo que a cepa que apresentou

melhor resultado foi a do Aspergillus niger W2;

¢ ApOs os estudos de otimizacdo dos fatores para a producgéo da fitase em FES na
polpa citrica, conclui-se que as condi¢gBes 6Otimas de cultivo sdo: umidade inicial
entre 61 e 73%; temperatura de incubac&o entre 26 e 29°C; pH do meio entre 4,4
e 5,1; tempo de fermentacdo de 48 horas. Utilizando-se os fatores otimizados foi

possivel obter uma atividade catalitica préxima de 7,74 FIT;

¢ A obtencdo do extrato cru utilizando solu¢cdo de NaCl a 1%, proporciona a
obtencao de valores de atividade catalitica (expressas em FIT) melhores, quando
comparadas com os valores obtidos na extragdo em agua deionizada. Porém, a
extragdo com agua deionizada, mostra-se melhor, no que diz respeito a

purificacdo enzimatica;

¢ A fitase produzida em polpa citrica com a cepa de Aspergillus niger W2 por FES,
pOSSui as seguintes caracteristicas:

- é uma enzima termoestavel, pois apresenta temperatura 6tima igual a 60°C por
10 minutos;

- ¢ estavel em temperaturas de 40 e 50°C por um periodo de 8 horas;

- apresenta pH entre 50 e 6,0 como Otimos para a atividade catalitica,
demonstrando também, estabilidade em pH &cido (2,0);

- o0s fons de Na*, Ca™, F, Mg™, Cu™, Zn™, Mn™, na concentracdo de 0,2 mM,

promovem efeito negativo na atividade catalitica.



73

7.0 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

¢ Avaliacdo da citotoxidade da enzima;

¢ Aplicacédo da enzima na alimentacao animal;

¢ Estudo da suplementacdo da polpa citrica com outros substratos que possam
servir como indutores na producdo da enzima;

¢ Estudos da cinética da producdo enzimatica (Km e Vm);

¢ Comparacéo da atividade catalitica da fitase obtida no presente trabalho com um
padrdo enzimatico comercial;

¢ Estudo de escalonamento da producao de fitase;

¢ Otimizacao das variaveis em processos de maior escala;

¢ Estudo da extracdo da enzima em diferentes solventes, visando a melhores
rendimentos na purificacao;

¢ Estudo de diferentes metodologias para a concentragdo do extrato cru
enzimatico: ultrafiltracdo, secagem em spray dryer; liofilizacéo;

¢ Estudos das cepas de Aspergillus niger citadas no presente trabalho (screening),
sobre todos os substratos listados no item 4.2;

¢ Estudos de outras cepas de diferentes géneros: Rhizopus, Penicillium, etc.
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