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RESUMO

Pires, Elizabeth Barbara Epalanga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2016. Producao e caracterizagao parcial de fitases fungicas utilizando residuos
agroindustriais.Orientadora: Monique Renon Eller. Coorientadores: Valéria Monteze
Guimaraes e Luis Antdnio Minim.

O fitato € a principal forma de armazenamento de fésforo em plantas e cereais usados
na formulacido de ragdes e limita a eficiéncia de utilizacdo do fosforo e outros
nutrientes nesses alimentos. Fitases hidrolisam o fitato para obtencao de fésforo
inorganico e a redugao dos custos de produgao dessa enzima poderia desonerar o
sistema de criacdo de suinos. Portanto, neste trabalho fitases foram produzidas
utilizando residuos agroindustriais e os extratos fungicos foram caracterizados
visando o uso em ragdes para suinos. O fungo filamentoso Acremonium zeaeB (AZB)
e a levedura Kluyveromyces marxianus (KM) apresentaram alta produtividade de
fitases quando cultivados em farelo de milho e arroz, respectivamente.O fungo,
cultivado via fermentagcao em estado solido, produziu as maiores atividades de fitase
em 5 dias com 20% (m/v) dosubstrato em pH 4,0 e 28 °C. O extrato produzido a partir
dele apresentou atividades maximas de fitase a 50 °C e pH 7,5, além de elevada
estabilidade térmica. Isso indica que o extrato de AZB é promissor para aplicagdo em
racdes, embora tenha sido sensivel a diversos ions. A produtividade apresentada pela
levedura KM em meio liquido foi 337 vezes maior em relacdo a apresentada pelo
fungo, tendo a producdo maxima de fitase em 48 h de produgdo com 2% (m/v) de
substrato em pH 4,0 a 25-30°C. O extrato produzido apresentou maxima atividade de
fitase a 60 e 80 °C, indicando a possibilidade da presenca de pelo menos duas
enzimas.O fato de o extrato ter alta estabilidade a pH acido, com maxima atividade

em pH 4,0, e manter pelo menos 40% de sua atividade apds 5 minutos a 80 °C, indica

Xii



que ele pode ser ainda mais interessante para a aplicacdo desejada, uma vez que
seria capaz de manter a atividade no estbmago dos animais, ao contrario do extrato
produzido por AZB. Além disso, a atividade no extrato foi amplamente estimulada na
presenga de diversos ions. A alta produtividade alcangada utilizando residuos
agroindustriais, aliada a estabilidade dos extratos produzidos, indicam o potencial de
producdo de enzimas por estes microrganismos visando aplicagdes industriais. Para
viabilizacdo de seu uso, os extratos deverdo ser utilizados na producdo de racéo e
fornecidos a suinos, confirmando dessa forma o emprego dessas enzimas, a baixo

custo de producao, na criacdo animal.
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ABSTRACT

PIRES, Elizabeth Barbara Epalanga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June
2016. Production and partial characterization of fungal phytases using agro-
industrial waste. Adviser: Monique Renon Eller. Coadvisers: Valéria Monteze
Guimaraes and Luis Antonio Minim.

Phytate is the main form for storage of phosphorus in plants and grains used for feed
formulation and limits the utilization of phosphorus and other nutrients in these foods.
Phytases hydrolyze phytate to obtain inorganic phosphorus and to reduce the costs of
enzyme production is primordial for the sector. Therefore, in this work, phytases were
produced using agricultural waste and fungal extracts generated were characterized
for their use in feed. The filamentous fungus Acremonium zeae B (AZB) and the yeast
Kluyveromyces marxianus (KM) showed high productivity of phytases when grown in
residues of corn and rice, respectively. The fungus has produced, via solid-state
fermentation, the highest phytase activity on day 5 with 20% (w/v) of substrate at pH
4.0 and 28 °C. The extract produced from it had maximal activities of phytase and at
50 °C and pH7.5, and high thermal stability. This indicates that the AZB extract is
promising for use in animal feed, although it is sensitive to many ions. The productivity
presented by yeast KM in liquid medium was 337 times higher than that shown by the
fungus, and the maximum production of phytase was in 48 h with 2% (w/v) substrate
at pH 4.0 and 25-30 °C. The extract showed maximum phytase activity at 60 and 80
°C, indicating the possible presence of two enzymes. The extract have high stability at
acidic pH, with maximum activity at pH 4.0, and maintain at least 40% of its activity
after 5 minutes at 80 °C. This indicates that the extract produced by KM can be even
more interesting for the desired application instead of the extract produced by AZB,

since KMK extract would be able to maintain activity in the stomach of animal.
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Furthermore, the phytase activity in the KM extract was largely stimulated in the
presence of various ions. The high productivity achieved using agroindustrial waste,
combined with the stability of the extracts indicate the potential for production of
enzymes by these microorganisms targeting industrial applications. For enabling its
use, extracts should be add to feed and used to fed pigs, thus proving the use of these

enzymes, at low production costs, for animal husbandry.
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INTRODUGAO GERAL

O fosforo € um dos elementos essenciais ao metabolismo animal e,
apesar de estar presente em abundancia na estrutura de vegetais como soja,
milho, trigo e arroz, componentes principais na formulacdo da ragao, precisa
ser suplementado nas ragdes fornecidas a suinos. Isso ocorre porque nessas
estruturas o fésforo é encontrado principalmente na forma de acido fitico e nédo
€ absorvido pelos animais monogastricos, pois estes n&o sintetizam ou
produzem apenas em pequena quantidade a enzima fitase, responsavel pela
hidrolise dessa molécula (SUHAIRIN et al., 2010). A suplementacédo da racéo
com fosfatos inorganicos visa suprir quantidades essenciais de fosforo mineral
requeridas pelo animal, mas aumenta o custo da produgdo animal e ainda
eleva a quantidade de fésforo nas fezes desses animais, tornando necessario
um tratamento adicional antes da disposicao final. Além disso, o fitato constitui
um fator antinutricional nas ragdes, pois complexa a proteinas e minerais,

diminuindo sua biodisponibilidade.

Fitases hidrolisam o acido fitico a fosfatos de mio-inositol e fosfatos
inorganicos e o uso desta enzima na ragao tem sido uma alternativa para o
aumento da eficiéncia da producdode suinos (BALA et al.,, 2014). A sua
aplicacao reduz os efeitos antinutricionais causados pelo fitato, melhorando a
digestdo e absorgcao de fésforo, proteinas e minerais pelo animal (SINGH,;
SATYANARAYANA, 2011) e diminuindo a concentragao de fésforo nas fezes.
Entretanto, no Brasil ndo existem fornecedores nacionais de fitase, o que

obriga as industrias de insumos para animais utilizarem fitases importadas. Isso



aumenta os custos de producado da carne suina, diminuindo a competitividade

dos criadores frente ao mercado interno e externo.

Fitases podem ser extraidas de plantas, animais e microrganismos,
sendo estes ultimos as principais fontes de fitases comerciais. A producdo de
fitases microbianas apresenta alto rendimento e facilidade de aplicagdo em
larga escala (KIM,2006). Entretanto, a producao industrial é frequentemente
limitada devido ao preco elevado da producdo das enzimas, diretamente
afetado pelo alto custo dos substratos utilizados como meio de cultivo dos
microrganismos, que respondem por 30 % a 40 % do custo dessas
enzimas.Portanto, a substituicio dos meios tradicionais por substratos
alternativos € de grande importancia para viabilizar a produgdo da enzima em
larga-escala (NASCIMENTO et al., 2007). A disponibilizacdo dessas enzimas
aos produtores brasileiros diminuiria o custo desse aditivo e,

consequentemente, da producao de carne suina no Pais.

Assim, este trabalho objetivou a obtencgéo de fitases utilizando residuos
agroindustriais e a caracterizagdo dessas enzimas visando 0 seu emprego na
industria de ragdao para suinos. No primeiro capitulo deste documento foi
contextualizado para o leitor, o estado-da-arte relacionado a producdo de
suinos em nivel mundial e nacional, focando nas questdes relativas a
composicao de ragdes e os problemas ocasionados pela presenca do fitato
nestes alimentos. O texto aborda, ainda, a producéao, atividade e aplicacdes de
fitases. O segundo capitulo consiste em um artigo de pesquisa que descreve a
obtencao de fitases utilizando residuos agroindustriais e a caracterizagdo dos

extratos obtidos.



CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

Panorama da produc¢ao de suinos no Brasil

A carne suina é a mais produzida no mundo e o Brasil € o 4° maior
produtor, contribuindo com 12,4% do mercado internacional (OECD-FAO,
2015). A producéo de carne suina no Pais cresceu em torno de 4,95% em
2015, somando 3,6 milndes de toneladas, um aumento ainda mais expressivo
que em 2014, quando foi de 3,42%. Naquele mesmo ano o consumo interno
dessa carne aumentou cerca de 2,5% (ABPA, 2015). Em 2016 uma baixa na
produgdo tem sido observada, devido ao aumento dos custos de insumos,
principalmente o milho,0 que pode afetar a capacidade competitiva do setor

(ABCS, 2016).

Os custos de produgao de suinos no Brasil sdo altos e a alimentacao
corresponde a 65% desse custo, podendo chegar a até 75% (NASCIMENTO et
al., 2007).0 adequado planejamento da atividade € um fator primordial para
sua manutengao e geracgao de lucro. Isso envolve a busca por ingredientes que
apresentem alta digestibilidade e disponibilidade de nutrientes a precos que
viabilizem a producado (EMBRAPA, 2003; ABCS, 2011). Novas tecnologias de
produgao tém sido desenvolvidas, visando atender as exigéncias nutricionais
dos animais, promovendo a melhoria do desempenho e, consequentemente, da
qualidade da carne, reduzindo os custos de produgdo e diminuindo a

quantidade e melhorando qualidade dos residuos gerados.



O fésforo na alimentagao animal

O fosforo € um mineral essencial para os sistemas biolégicos e é
encontrado na natureza principalmente na forma de fosfato (KRYGIER et al.,
2015). Este elementoconstitui a principal fonte de compostos do metabolismo
energético de microrganismos, plantas e animais, tais como o ATP,
participando em processos fisioldgicos e formagao estrutural de moléculas,

membranas e tecidos celulares (TAYYAB, MCLEAN, 2015).

O fosforo é essencial para o crescimento animal e sua deficiéncia pode
afetar negativamente o desempenho da producdo (FERRIS et al., 2010;
PUGGAARD et al., 2014). A obtencgéo destepor humanos e animais se da pela
ingestao diaria desse composto na dieta (RODEHUTSCORD, 2008), sendo o

excesso ndo absorvido excretado nas fezes (CHERYAN, 1980).

O fésforo inorganico € um mineral essencial ao cultivo de graos e outros
vegetais, sendo portanto indispensavel para a agricultura como fertilizante
(LOTT et al.,, 2011). Entretanto, a reserva desse mineral no solo é limitada.
Cientistas preveem que no prazo de sessenta a cem anos havera uma
diminuicdo das reservas atuais de fosforo inorganico caso seja mantido o ritmo
atual de exploragao desse composto (KIM et al., 2006). Devido a isto, muitas
vezes, residuos ricos em fosforo sdo usados como fertilizantes na agricultura,
mas O excesso desse componente no solo pode resultar em graves
consequéncias para 0 meio ambiente, especialmente pela eutrofizacdo de
sistemas aquaticos (VATS; BANERJEE, 2004). Esses problemas tém motivado
a busca por tecnologias que favoregam a obtencédo deste mineral de forma a

nao limitar sua presenca no soloe, ao mesmo tempo, manter uma produciao
4



animal sustentavel de forma a garantir a seguranca alimentar e ambiental. Para
isso, busca-se por alimentos em que este componente esteja biodisponivel e

nao seja excretado em grandes quantidades.

As ragdes para monogastricos sao formuladas a partir de sementes de
leguminosas e cereais, principalmente milho e farelo de soja, os quais
representam cerca de 90% da dieta, contribuindo substancialmente para suprir
as necessidades de energia, proteinas, minerais e vitaminas. Estas sementes
possuem grande parte do fosforo na forma de fitato, ou acido fitico, molécula
acumulada durante o amadurecimento dos vegetais(COWIESON; WILCOCK;
BEDFORD, 2011; SELLE; RAVINDRAN, 2008). O fitato pode ser armazenado
na camada aleurona (trigo, cevada, arroz) ou no gérmen (milho) da semente e
representa entre 60 e 80% do conteudo total de fosforo em cereais,
leguminosas, nozes e sementes oleaginosas (MONTEIRO, 2011; RABOY,
2009). A proporgao de fosforo disponivel no farelo de soja varia entre 23 a

31%, enquanto no milho varia de 12 a 14% (SELLE; RAVINDRAN, 2008).

O fitato (Ce H1s O24 Ps), ou mio-inositol (1, 2, 3, 4, 5,6) hexaquisfosfato
possui na sua estrutura seis grupos fosfato ligados a um alcool
cicloexanopoliol, o inositol (Figura 1.1) (KUMAR et al., 2010). Nessa molécula,
ele se complexa com potassio, magnésio e calcio e também a proteinas e

amido (SELLE; RAVINDRAN, 2008).



Fonte: avNEWS, 2014.

Figura 1. 1— Estrutura do fitato.

As sementes também acumulam nutrientes e minerais que sao utilizados
pelas plantas em crescimento (RABOY, 2009). O fitato complexa-se a cations
metdlicos bivalentes como Ca?*, Mg?*, Zn?*, Cu?*, Mn?* e Fe? ou a K*
(ROOHANI et al., 2012) formando complexos que precipitam no duodeno, o
que diminuia absorg¢ao destes minerais pelo animal (JONGBLOED et al., 1993).
A presenca do fitato também interfere na digestdo de proteinas (DIAS;
RAMOS; SOUSA, 2012; ESCOBIN-MOPERA et al., 2012)(Figura 1.2) de forma
pH-dependente, uma vez que a interacdo entre esses compostas possui
natureza ibnica. Esse aspecto é considerado importante durante a formulacao
da racdo devido a mudangas do pH ao longo do trato gastrointestinal dos
animais (COUSINS, 1999). O fitato pode ainda se ligar ao amido diretamente
via interagdes de hidrogénio, ou indiretamente associado a outras moléculas

(THOMPSON; YOON, 1984).
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Fonte: (JOSHI; SATYANARAYANA, 2015)

Figura 1. 2— Estrutura do acido fiticoformando complexos com ions metalicos, carboidratos e
proteinas.

O efeito antinutricional do acido fiticotambém gera graves
consequénciaspara a alimentacdo humana (NUOBARIENE et al., 2011),
especialmente em populagdes onde trigo, milho e arroz sdo as principais fontes
de nutrientes (BOHN; MEYER; RASMUSSEN, 2008a), levando a deficiéncias

principalmentede calcio, ferro e zinco (MANARY et al., 2002).

Na alimentacdo de animais monogastricos, como 0s suinos e aves, a
presenca do fésforo na forma de fitato nos componentes da ragao torna
necessaria a suplementagdo com fésforo inorganico na dieta para manutengéo
dos niveis adequados desse nutriente. Considerando que a alimentacao
representa mais de 70% do custo total de producdo de suinos, este processo
resulta em um aumento do preco da carne, além de elevar também a
quantidade de fosforo excretado pelos animais, exigindo tratamentos adicionais
dos residuos gerados. Uma das solugdes encontradas pelos produtores tem
sido o uso de fitases nas racodes, as quais hidrolisam o fitato e disponibilizam o

fosforo e outros nutrientes aos animais.



Fitases
Definigéo e histérico

Fitases, ou mio-inositol hexaquisfosfato fosfohidrolases (EC 3.1.3), sdo
hidrolases capazes de degradar o acido fitico (GONTIA-MISHRA; TIWARI,
2013; JOSHI; SATYANARAYANA, 2015; TRAN et al., 2011). As fitases
catalisam uma série de reagbes graduais de desfosforilacdo do acido fitico
resultando na formacao de isbmeros mio-inositolpentaquis-, tetraquis-, tris-, bis-
e monofosfato (IP5, IP4, IPs, IP2, IP1), bem como na liberagcdo de fosforo
inorganico e minerais complexados (BOHN; MEYER; RASMUSSEN, 2008b;

SELLE; RAVINDRAN, 2008) (Figura 3).

Felt
i L opo
HROPO p jOl'j-'ll?j\
/ /M " o
THOPO T / g ;
/ o T fae e
| K OPosH: “~opo., Phytase S ! o
] | — y
L S /f__ﬁ\__h_ﬁ_% + P + Fe
~ 5 =4, OH !
H ~ . opogr — @ H o Zn
,|1,-m‘0=}._,____ OPOIH -
e i / i

HOPO, it Y
Nof k3 —
r— OP0sH; TTOPOLH
H

Fonte: (LEI; PORRES, 2003).

Figura 1.3 — Hidrdlise do fitato pela agao da fitase liberando fésforo, minerais e inositol.
Segundo a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e a
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), as fitases

podem ser classificadas em duas classes:

a) 3 fitases (EC 3.1.3.8), ou mio-inositol hexaquisfosfato-3-fosfohidrolases,

as quaisiniciam a hidrélise na posicadco Cs do anel de mio-
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inositolhexaquisfosfato. Estas representam o maior grupo de fitases
geralmente encontradas em fungos e bactérias.

b) 6 fitases (EC 3.1.3.26), ou mio-inositol hexaquisfosfato-6-
fosfohidrolases, as quais liberam preferencialmente o fésforo na posicao

Cs, (SELLE; RAVINDRAN, 2008).

Os primeiros estudos envolvendo fitases datam de 1962, mas apenas
em 1991 uma fitase, originalmente obtida de Aspergillus niger, foi
comercialmente introduzida no mercado (CONTE et al., 2002). Essa insergéo
se deu principalmente devido a aprovacdo, nos Paises Baixos, de uma
legislacdo que objetivava controlar a poluigdo por fosfatos em unidades de
criacdo de suinos e aves, o que amplificou o desenvolvimento e aceitacao
dessa nova tecnologia devido ao reconhecimento pelos produtores dosperigos

associados a eutrofizacdo (LOTT et al., 2011)

A disseminacdo do uso das fitases na alimentacdo animal se deu
principalmente, apds a proibicado da adicdo das farinhas de carne e ossos de
animais na criagdo de monogastricos. Essas farinhas, proibidas pela UE em
2000, forneciam 57% do fésforo adicionado as racdes. Essa proibicdo
teoricamente gerou uma demanda de 110 mil toneladas de fésforo, mas a
utilizacdo da fitases microbianas reduziu essa demanda para 26 mil toneladas
(SELLE; RAVINDRAN, 2008). Desde entdo, diversas pesquisas tém
demonstrado que o uso de fitases é de fato efetivo no aumento
dadigestibilidade de fésforo e minerais e reduz a presenca do fitato em ragdes

utilizadas na criagéo de animais monogastricos, como suinos (GUGGENBUHL;



SIMOES NUNES, 2007), aves (LIU et al., 2015) e peixes (DANWITZ et al.,

2016).

A consisténcia e eficacia no uso de fitases em racdes estdo associadas
as caracteristicas estruturais e quimicas das enzimas utilizadas e de suas
condigbes ideais de atividade. O conhecimento dessas condigbes € de
fundamental importancia para as aplicagbes industriais e biotecnologicas
dessas enzimas, para que nao haja o comprometimento do efeito da fitase na
dieta (ADEOLA; SANDS, 2003). Os principais fatores a serem considerados
para a atividade dessas enzimas sao as faixas de pH e temperatura nas quais
atuam, atuagédo de possiveis inibidores, resisténcia a proteases (CHEN et al.,
2015), origem do microrganismo e as condigdes de processamento as quais
serdo submetidas, como tempo, temperatura, umidade (BOHN; MEYER;
RASMUSSEN, 2008b; COWIESON; WILCOCK; BEDFORD, 2011). Dessa
forma, para que essas enzimas sejam efetivas, precisam manter a atividade
ap6s serem submetidasao processo de peletizagdo da ragdo (80 °C / 2 min)
para que possam agir na hidrélise do fitato no trato gastrointestinal dos animais

quando ingeridas.

Produgéo de fitases para uso industrial

As fitases podem ser produzidas a partir de plantas, normalmente
cereais (PULSEN et al.,, 2007; TU et al, 2011), animais (CHI-WEI LAN;
CHANG; WU, 2014) ou microrganismos (PRASAD et al.,, 2015). Os
microrganismos representam a maior fonte de fitases comerciais e as enzimas
sao normalmente secretadas em resposta ao fosfato presente no substrato

(GONTIA-MISHRA; TIWARI, 2013). A obtencdo dessas enzimas, a partir de
10



fontes microbianas, apresenta vantagens como um alto rendimento e facilidade
de aplicagdo em larga escala, o que torna os microrganismos fontes ideais para

obtenc&o dessas enzimas para uso na industria (KIM, 2006).

A produgao de fitases ja foi descrita em Bacillus subtilis (CHEN et al.,
2015), Lactobacillus casei (GARCIA-MANTRANA et al., 2016) Penicillium
purpurogenum (AWAD et al., 2014) Aspergillus niger (BHAVSAR et al., 2013),
Rhizopus oligosporus (CASEY; WALSH, 2004), Kluyveromyces lactis
(USHASREE; VIDYA; PANDEY, 2014) e Saccharomyces cerevisiae (CAPUTO;

VISCONTI; DE ANGELIS, 2015), dentre outros.

A producéo industrial de enzimas é frequentemente limitada pelo preco
elevado dos substratos utilizados como meios para o cultivo dos
microrganismos. A substituicdo dos meios tradicionais por substratos
alternativos e renovaveis é de grande importancia para viabilizar a producao de
enzimas em larga-escala (NASCIMENTO et al., 2007). Os substratos mais
estudados atualmente sdo os residuos agroindustriais derivados de graos de
cereais, como os farelos e palhas. Estes formam uma matriz complexa para
processos de fermentacéo no estado sélido, semi-solido ou submersa e contém
consideravel teor de acido fitico, apresentando assim potencial indutor para a

producao de fitases (SPIER et al., 2010).

A fermentacdo submersa tem sido usada principalmente para produzir
fitases bacterianas (MITTAL et al., 2012) e de leveduras(USHASREE; VIDYA,;
PANDEY, 2014), mas ja foi usada para produgao por fungos (BHAVSAR et al.,
2013). Entretanto, a fermentagcdo em estado sélido constitui a principal opgéo

de processo, pois possui vantagens para a produgdo de enzimas e outras
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moléculas (QVIRIST; CARLSSON; ANDLID, 2015). Na fermentag&o em estado
s6lido as enzimas sao produzidas diretamente sobre um substrato sélido, como
cereais ou derivados, e permite ao fungo produzir um complexo natural de
enzimas especifico para os diferentes substratos utilizados no
processo(GUNASHREE; VENKATESWARAN, 2008). Além disso, os custos
associados a recuperagao da enzima sao menores quando comparados aos de
fermentacdo submersa (BOGAR et al., 2003), o que aumenta as perspectivas
de aplicacado para producdo de biomoléculas em paises com abundancia de
residuos agroindustriais, visto que estes podem ser utilizados como matérias-

primas de baixo custo (PANDEY et al., 2001).

Dessa forma, a combinagdo das caracteristicas de baixo custo de
producdo e alta estabilidade da fitase constitui uma estratégia essencial para
aumentar a competitividade do setor produtivo no Pais, o que justifica os
macicos investimos em pesquisa na busca por novos microrganismos e
tecnologias de producdo que otimizem a produgdo dessas enzimas. A posse
desses componentes e conhecimentos ajudara o Pais a superar os obstaculos
de sua economia e a manter a estabilidade econémica no setor, o que refletira

em menores precos e maior acessibilidade para o consumidor final.
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CAPITULO Il - ARTIGO:“PRODUGAO E’CARACTERIZA(}AO PARCIAL DE
FITASES FUNGICAS UTILIZANDO RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS”

Resumo

A suplementacao de ragdes com fitases aumentaa disponibilidade de fosforo e
outros minerais, diminui os custos da producdo animal e os danos ao meio
ambiente. Neste trabalho, microrganismos foram selecionados para estudos de
produgcdo e caracterizacdo do extrato de fitase a partir de residuos
agroindustriais. Dentre os fungos filamentosos avaliados, Acremonium zeae B
(AZB) produziu maior rendimento via fermentagdo em estado solido utilizando
farelo de milho como substrato apés 5 dias de incubagdo. A levedura
Kluyveromyces marxianus (KM) cultivada por fermentagao submersa utilizando
farelo de arroz durante 48 h apresentou rendimentos 10 vezes maiores que o
fungo. A otimizagdo do processo aumentou essa diferenga para mais de 300
vezes. O sobrenadante do fungo AZB apresentou maior atividadede fitase em
pH neutro e a 50 °C e foi altamente termoestavel, mas a atividade foi inibida em
pH 2,5 e na presencga de diversos ions. No conteudo extracelular dalevedura,as
condicbes de atividade indicaram a possibilidade da presenca de duas
enzimas, uma vez que o0 mesmo apresentou atividade em ampla faixa de pH e
temperatura com dois picos a 60 e 80 °C. A alta estabilidade dos extratos de
fitase, associada ao baixo custo de producdo, confirmamo potencial desses
microrganismos para produgdo de fitases e seu emprego em ragdes para

suinos com baixos custos para o produtor.
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Introducgao

As ragdes para monogastricos sao formuladas a partir de sementes de
leguminosas e cereais, principalmente milho e farelo de soja, os quais
representam cerca de 90% da dieta de suinos e contribuem substancialmente
para suprir suas necessidades de energia, proteinas, minerais e vitaminas.
Entretanto, estas sementes possuem grande parte do fosforo indisponivel na
forma de fitat o(SELLE; RAVINDRAN, 2008), o qual constitui um importante
fator antinutricional que diminui a absor¢cado de cations e nutrientes essenciais
pelos animais (PALLAUF; RIMBACH 1996). A suplementacdo do fosforo nas
racoes fornecidas aos suinos aumenta os custos da producao e pode causar
danos ambientais devido ao excesso de fosforo excretado nas fezes dos
animais (SUHAIRIN et al; 2010). Nesse contexto, a adi¢ado de fitases a ragéo é
essencial para disponibilizar o fosforo e demais nutrientes no alimento e
diminuir a necessidade de suplementacdo deste mineral na dieta dos animais.

Entretanto, o alto custo dessa enzima limita seu uso pelos produtores.

Os substratos utilizados como meios de cultivo dos microrganismos
representam de 30% a 40%do preco finaldos custos de producdo de enzimas
(NASCIMENTO et al., 2007). Devido a isto, residuos agroindustriais tém sido
cada vez mais empregados como substratos de baixo custo para producao
desta e de outras biomoléculas. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
a obtencao de fitases a partir de residuos agroindustriais e a caracterizagéo

dos extratos visando o seu uso para hidrélise de fitato em ragdes para suinos.
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Material e Métodos

Selec¢éo dos fungos produtores de fitases

Onze cepas previamente identificados, foram cedidos pelo Laboratério
de Analises Bioquimicas do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(Bioagro) da Universidade Federal de Vigosa. Sao eles: Aspergillus glaucus
(AG), Aspergillus japonicus (AJ), Aspergillus terreus (AT), Acremonium zeae A
(AZA), Acremonium zeae B (AZB), Acremonium zeae C1 (AZC1), Penicillium
chrysogenum (PCry), Penicillium expansum (PE), Penicillium citrinum (PC),
Debaryomyces hansenii (DH) e Kluyveromyces marxianus (KM). Os

microrganismos utilizados foram mantidos em Agar Batata Dextrose (BDA).

As placas foram incubadas em estufa a 28 °C durante 7 dias, os esporos
foram recuperados e diluidos em solucdo salina a 0,85% (m/v) e contados em
microscopio Optico. A suspensao de esporos foi mantida a -20 °C até que eles
fossem utilizados para inoculagdo em cada teste para uma concentracao final
de aproximadamente 10 esporos (fungos filamentosos) ou 10° células viaveis

(leveduras) por mililitro de meio, em cada tratamento.

Para a selegdo dos microrganismos com maior potencial para produg¢ao
de fitases, os extratos de cada microrganismo foram obtidos a partir de meio de
cultura liquido (infusdo de batata (200 g-L'); sacarose (10 g-L'"); peptona (5
g-L"); Tween-20 (2,5 mL-L") e CaCl2 (0,10 g-L ")), pH 5,5 a 28 °C e 150 rpm
(GUNASHREE; VENKATESWARAN, 2008). Apds 72h o extrato foi clarificado
por centrifugagao (5000 x g por 15 min) a 4 °C e o sobrenadante usado para o
ensaio de atividade enzimatica, segundo o teste-padrao de atividade de fitases.

O experimento foi realizado trés vezes, de forma independente, e os dados
21



comparados utilizando o software Graph Pad PRISM (vers&o 6.0) por ANOVA
seguido de teste de Tukey para comparagdo das médias que apresentaram
diferentes significativas a P < 0,05.0 fungo filamentoso e a levedura que
apresentaram extratos com a maior atividade enzimatica foram selecionados
para producido de fitase via fermentagcdo em estado soélido e fermentacio

submersa, respectivamente.

Selec¢éao do substrato
Para selecdo do substrato a ser utilizado na producido das fitases, o
fungo filamentoso e a levedura selecionados foram ativados e inoculados em

meios contendo farelo de arroz, farelo de milho, farelo de trigo e farelo de soja.

O fungo foi cultivado via fermentagédo em estado solido (FES) em meio
mineral (KH2POa4 (1,5 g-L"), MgSOa (0,5 g-L-"), CuSOs4 (0,25 g-L"), ZnSO4 (10
mg-L"), NH4sSO4 (2 g-L"), FeS04 (18,5 mg-L"), KCI (50 mg-L"), CaCl2 (1 g-L"))
acrescido de 20% (m/v) de cada substratoa ser testado. Os frascos foram
incubados em estufa a 28 °C por 7 dias. Apds a fermentagdo o sobrenadante
da cultura contendo as enzimas foi recuperado utilizando uma solugdo de
CaCl2 2% (m/v) em agitacdo por 2h a 150 rpm e posteriormente centrifugado
(5000 x g por 15 min)a 4 °C. O sobrenadante foi usado para o ensaio de

atividade enzimatica segundo o teste-padréo de atividade de fitases.

A levedura foi cultivada via fermentagcdo submersa em meio Yeaster
Extract PeptoneGlucose (peptona 1% (m/v), glicose 2% (m/v) e extrato de
levedura 0,5% (m/v)),KCl (3 mg-mL"), sulfato de aménio (7,5 mg-mL"),
acrescidos de 1% (m/v) de cada substrato, a 200 rpm e 28 °Cdurante 48h.

Apés este processo o sobrenadante foi recuperado por centrifugagéo (5000 x g
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por 15 min) a 4 °C e usado para o ensaio de atividade enzimatica segundo o

teste-padrao de atividade de fitases.
Padronizagéo das condig¢ées de cultivo dos fungos para produgéo de fitases

A avaliacdo das condigbes de cultivo teve como objetivo estabelecer
uma condigdo padrdo para cultivo. Dessa forma, foram avaliados
separadamente os fatores tempo de cultivo, temperatura de incubacéo,

concentracédo do substrato e pH do meio.

Os tempos de cultivo para p fungo AZB foram 4, 5, 6, 7 e 8 dias, em
meio contendo 10% de farelo de milho a 28 °C e pH 5. Para a levedura foram
testado os dias 1, 2, 3 e 4 de fermentacao, em meio contendo 1% de farelo de

milho a 28 °C e pH 6,4.

As temperaturas de incubagao avaliadas tanto para o fungo como para a
levedura foram de 20, 25, 30, 35, 40, 45 °C), durante 5 dias para o fungo e 2

dias para a levedura, cultivadas em farelo de milho 10 e 1% respetivamente.

O substrato farelo de milho foi testado nas concentragdes de 20, 30, 40
e 50% (m/v) para producao de fitase pelo fungo e a levedura KM foi cultivada
em farelo de arroz nas concentragbes de 1, 2, 3 e 4% (m/v) e nas condi¢des

tempo e temperaturas anteriormente padronizadas para cada microrganismo.

Por fim, foram avaliados meios com osvalores de pH ajustados para 3,0;
4,0; 5,0 e 6,0 para ambos os microrganismos, sendo AZB cultivado em farelo
de milho durante 5 dias a temperatura de 28°C e KM em farelo de arroz,

durante 2 dias e 28 °C.
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As fermentagdes foram realizadas em duplicata. Apos cada tratamento,
os sobrenadantes eram recuperados e testados quanto a atividade de fitase de
acordo com o teste-padrdo de atividade de fitases. As analises de atividade
enzimatica foram realizadas em ftriplicata. Os dados foram comparados
utilizando o software Graph Pad PRISM (versdo 6.0) por ANOVA seguido de
teste de Tukey para comparagcdo das médias que apresentaram diferentes

significativasa P < 0,05.

Caracterizagdo dos extratos de fitase
ApoOs a padronizacdo das condigdes de cultivo, os extratos brutos foram
caraterizados quanto as condigdes extrinsecas que favorecessem maior

atividade ou estabilidade da(s) fitase(s) presente(s). Foram elas:

Efeito do pH na atividade das fitases:Os extratos foram incubados por 1 h a 4

°Cem meios cujos valores de pH foram de 2,5 e4,5 (ajustados com tampéao
citrato de sodio 0,1 M); 5,0 e 6,5 (ajustados utilizando tampao acetato de sodio
0,1 M) e 7,0 e 10,0 (ajustados com tampé&o Tris-HCI 0,1 M). Posteriormente
cada extrato foi submetido ao teste-padrao de atividade de fitases com a
substituicio do pH do teste-padrdo pelos valores de pH descritos,

respectivamente.

Efeito da temperatura na_atividade das fitases: O efeito da temperatura na
atividade enzimatica foi avaliado por meio da substituicdo da temperatura de
incubacao do teste-padrdo de atividade de fitases pelas temperaturas de 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C para avaliacao da temperatura de maior atividades

de fitase em cada extrato.
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Termoestabilidade das fitases nos extratos: Os extratos enzimaticos foram

diluidos em tampao Tris-HCI0,1 M pH 7,5 e pré-incubados a 80 e 90 °C.
Aliquotas foram retiradas nos tempos de 5, 15, 30, 60 e 80 min e testadas
quanto a manutencao da atividade enzimatica usando as condi¢cbes do teste-
padrao de atividade de fitases. Os dados obtidos foram expressos em termos
de atividade relativa, considerando-se o valor de atividade do extrato nao

incubado como 100%. Todos os testes foram realizados em ftriplicata.

Efeito de ions metalicos na atividade da fitase: O efeito de diferentes ions

metalicos sobre a atividade da fitase foi avaliado em solugbes de extrato
enzimatico contendo a concentracdo final de 2 e 5 mM dos seguintes sais:

CaClz, CaCOs, AgSO4, MgClz, ZnSO4, CuSO4, CaSO4, NH4Cl e a 50 °C.

Teste-padrao para determinagdo da atividade de fitases

A atividade de fitases foi determinada segundo HEINONEN e LAHTI,
(1981) com algumas modificagbes. Para isso, 200 pL fitato de s6dio 5 mM
foram adicionados em tamp&o acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) e 150 uL de
extrato enzimatico. A reacéo foi conduzida em banho-maria a 50 °C durante 30
minutos, seguida da paralisagdo pela adicdo de 250 uL de solugéo de acido
tricloroacético a 10% (v/v). Na sequéncia foram adicionados aos tubos de
ensaio 1000 pyL do reativo colorimétrico, preparado a partir de solucdo de
molibdato de aménio 10% (m/v), em solugdo de acido sulfurico 5 M. O reativo
foi preparado no momento do uso, misturando-se 10% (v/v) desta solugdo a 5%
(m/v) de sulfato ferroso e agua deionizada. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 700 nm, e os valores de

absorvancia correlacionados com uma curva padrao feita com KH2PO4. Todas
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as anadlises de atividade enzimatica foram realizadas em triplicata. Uma
unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para a liberagcdo de 1 ymol de fosfato inorgénico por minuto, sob as condigdes

de ensaio.
Resultados e Discussao

Selegéo do microrganismo produtor de fitase

Microrganismos representam a principal fonte de enzimas e outros
compostos de interesse biotecnoldgico (GUPTA; GANGOLIYA; SINGH, 2015).
Assim, a escolha deste € um passo importante na pesquisa visando uma
produgdo viavel de biomoléculas com aplicagdo industrial. Todos os
microrganismos estudados foram confirmados como produtores de fitase
(Figura 2.1). Entretanto, para este trabalho os fungos selecionados foram AZB
que apresentou atividade de 0,05 U.mL' e KM com aproximadamente 0,06

U.mL".
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Figura 2. 1— Atividade de fitase nos extratos microbianos de AG:Asperqillus glaucus, AJ:
Asperqillus japonicus,AT: Asperqillus terreus, AZA: Acremonium zeae A, AZB: Acremonium
zeae B, AZC1: Acremonium zeae C1, PC: Penicillium chrysogenum, PE: Penicillium expansum,
PC: Penicillium citrinum, DH: Debaryomyces hanseniie KM: Kluyveromyces marxianus
cultivados em meio liquido.Os resultados correspondem a média de trés repeticbes
independentes. As barras correspondem aos desvios-padrdo das médias.
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O género Aspergillus € um dos principais géneros produtores de fitases,
tendo como seu principal representante a espécie A.niger (AWAD et al., 2014).
Entretanto, os extratos gerados pelos fungos AG e AT apresentaram,
juntamente com AZA e PC, atividades de fitases significativamente inferiores as
dos demais. Entre os sete fungos com maior capacidade de produgéo nao foi
observada diferenga significativa na atividade de fitase nos extratos, o que
significa que, entre eles, a selegdo poderia se dar com bases em outras
caracteristicas de interesse, como por exemplo a capacidade de crescimento

em diferentes condigdes de cultivo.

Varios estudos relatam a producdo de fitasese outras enzimas por
fungos do género Penicillium (BAHVSAR 2014), enquanto sédo raros aqueles
que abordam o género Acremonium. Fungos do género Acremonium sao
endofiticos e podem ser encontrados no interior de tecidos animais e vegetais
(ESPOSITO-POLESI, 2011). Estes microrganismos tém sido relatados como
produtores de compostos de interesse biotecnoldgico, incluindo enzimas (DE
ALMEIDA et al., 2011) mas principalmente antibiéticos (BISCHOFF et al., 2009;
WICKLOW; POLING, 2009). Algumas publicagdes relatam a producdo de
fitases por fungos endofiticos como os dos géneros Mucosodor sp. (ALVES et
al., 2016) e Rhizoctonia sp. (MARLIDA et al., 2010), mas nenhuma, até o nosso
conhecimento, relatao uso de espécies de Acremonium. O fungo filamentoso
AZB pode ser usado para producao de fitases, representando assim uma fonte
alternativa para a producado industrial dessa enzima e com potencial para

obtencao de caracteristicas distintas das encontradas até entao.
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A espécie Kluyveromyces marxianus (KM) também foi selecionada pois,
além de produzir fitases em grande quantidade, € uma levedura e tem sido
estudada por sua alta velocidade de multiplicacdo (LANE; MORRISSEY, 2010),
capacidade de uso de substratos alternativos na produgéo de bioetanol (WU et
al., 2016), e de B-galactosidase (LEMES:; ALVARES; KALIL, 2013) e potencial
probidtico (MELOROSE; PERROY; CAREAS, 2015). As leveduras tém grande
importancia industrial pois sao responsaveis pela producdo de diversos
produtos de fermentacdo (PRETORIUS; TOIT; RENSBURG, 2003) e oferecem

facilidade de aplicagcdo em larga escala (LANE; MORRISSEY, 2010).

Selecéao de condigbes ideais para a produgéo de enzima

A selecao de substratos adequados para a producdo de enzimas € um
fator fundamental uma vez que eles tém o papel de fornecer energia e
nutrientes para o crescimento do microrganismo e podem induzir ou reprimir a
producdo de metabdlitos (PANDEY et al., 2001). Residuos agroindustriais
contém a maioria dos componentes essenciais ao crescimento microbiano, tais
como carbono, nitrogénio e fontes de aminoacidos. Além disso, eles s&o
considerados substratos de baixo custo (AWAD et al., 2014) e podem ser a

solucao para a viabilizacdo da producao industrial de varias enzimas.

O fungo AZB foi capaz de assimilar os diferentes residuos fornecidos e
produzir, a partir deles, fitases (Figura 2.2). A produgédo a partir de farelo de
milho apresentou maior produtividade ja que neste meio a atividade maxima
nos extratos foi obtida apdés 120 h de fermentacdo, enquanto nos meios

contendo farelo de trigo e soja a atividade maxima ocorreu apos 144 h (Figura
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2.3). Em meio contendo farelo de arroz o fungo AZB nao foi capaz de produzir

atividades semelhantes aquelas obtidas com os demais farelos.
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Figura 2.2 — Produgéo de fitases por Acremonium zeae B (a esquerda) e Kluyveromyces
marxianus (a direita) cultivados em meios contendo farelo de arroz (FA), farelo de milho (FM),
farelo de trigo (FT) ou farelo de soja (FS).A. zeae foi cultivado em meio semi-sdlido contendo
20% (m/v) e K. marxianus em meio liquido contendo 1,0% (m/v) de cada substrato. Os
resultados correspondem a média de trés repeticbes independentes. As barras correspondem
aos desvios-padrao das médias e as letras indicam diferengas estatisticas. Letras iguais ndo
diferem entre si.

O milho apresenta entre 0,72 e 2,22% (m/m) de acido fitico, enquanto o
trigo possui até 6,39% (m/m). O fato de o fungo AZB ter se multiplicado e
produzido fitase de forma mais eficiente no farelo de milho poderia ser
explicado pelo fato de a espécie A. zeae ter sido isolada a partir deste
substrato e, dessa forma, este microrganismo esta adaptado para assimilar de
forma mais efetiva os nutrientes presentes nesse alimento.O rendimento em
fitases a partir de residuos agroindustriais é variada e depende do
microrganismo cultivado. As espécies Humicola nigrescens (BALA et al., 2014)

e Schizophyllum commune (NAOMI; SALMON, 2011), por exemplo, foram mais
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efetivos em produzir fitases em farelo de trigo, enquanto Penicillium
funiculosum NRC467 (AWAD et al., 2014) apresentou maior producéo fava. A
alta produtividade de fitase obtida pelo AZB em farelo de milho e trigo indica a
possibilidade de utilizagdo destes como fontes alternativas para producdo de
fitase, aspeto considerado vantajoso quando considerados os custos de
produgdo, uma vez que estes substratos apresentam menores custos se
comparados aos farelos de soja e arroz. A diminuigdo da atividade de fitase
com o aumento do tempo de incubagao poderia ser devido a presenca de
proteases no meio e consequente perda na concentragdo da enzima.
NASCIMENTO (2011) observou melhor produgao de fitases por fermentacao
submersa com Aspergillus niger var. phoenicis URM 4924 apds 84 horas de
incubagédo. Por outro lado, SILVA et al., (2000) obtiveram fitases fungicas por

cultivo em estado sadlido utilizando A.niger e polpa citrica em 48 horas.

A levedura KM, ao contrario, produziu fitases em quantidades
significativas apenas quando utilizado o farelo de arroz (Figura 2.2). Neste
caso, a atividade total de fitase obtida pelo extrato foi maior que a obtida pelo
extrato do fungo AZB e o tempo utilizado para fermentacédo (48 h), foi pelo
menos duas vezes menor (Figura 2.3), o que levou a uma produtividade 10
vezes maior para a levedura (3,525U-dia-1 contra apenas 0,3U-dia"' produzida
pelo fungo AZB), justificando possiveis gastos adicionais pelo uso do farelo de

maior custo.
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Figura 2. 3 — Produgéo da fitase ao longo do tempo de incubacéo pelo fungo Acremonium zeae
B (a esquerda)a partir do farelo de milho e pela levedura Kluyveromyces marxianus (a direita)a
partir do farelo de arroz, via fermentacdo em estado solido e fermentagdo submersa,
respectivamente. Os resultados correspondem a média de trés repeticbes independentes. As
barras correspondem aos desvios-padrdo das médias e as letras indicam diferencas
estatisticas. Letras iguais nao diferem entre si.

A sintese de fitase por leveduras é determinada pela concentracao de
fosfato no meio de cultivo e,em casos particulares, a presenca desse composto
pode inclusive reprimir a sintese da enzima (QUAN et al., 2001). Segundo
CONTE et al., (2002), o farelo de arroz apresenta 5,1 a 8,6% (m/m) de acido
fitico na sua composicao. A alta concentracdo deste componente no arroz pode
ter influenciado a alta produtividade da fitase neste farelo (0,14 U.mL™") (Figura
2.2). Apesar disso, a atividade significativamente inferior (P<0,05) nos demais
residuos pode indicar a dificuldade da levedura no uso dos nutrientes
presentes nesses farelos ou até mesmo a repressao da sintese da enzima por
compostos presentes. LAN et al., (2002), produziram fitase via fermentacao
submersa a partir de Mitsuokella jalaludini e observaram um aumento da

producao de (10,69 U/g) utilizando farelo de arroz como substrato.

A literatura realga a importancia do tempo de cultivo para a eficiéncia e
economia do processo de produgao enzimatica. O excesso de fosfato nas

horas iniciais de fermentagcdo pode reprimir a sintese de fitase por
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microrganismos (QUAN, 2002), o que poderia explicar a auséncia de atividade
observada em 24 h de incubacdo da levedura KM. SHAH et al., (2009)
observaram atividade de 6,18 U.mL' na produgdo de fitase de A. niger
NCM563 por fermentagdo submersa utilizando 1% (m/v) de farelo de arroz em
144 h de incubacgao, tempo maior ao observado neste trabalho que foi de 48 h.
Candida krusei produziu fitases na fase de desaceleragcdo do crescimento
exponencial, e a atividade foi aumentada gradualmente com o aumento do
tempo de incubagao, apresentando também maxima produgdo em 48 h (QUAN
et al.,2001). MARLIDA et al., (2010) também encontraram atividade de fitase
em Rhizoctonia sp. e Fusarium verticillioides somente apds a fase exponencial

de crescimento.

Além do tipo de substrato, outros fatores extrinsecos, como a
temperatura, composicdo e pH do meio, influenciam na producdo de enzimas
por microrganismos. A temperatura de incubagdo é um dos principais
parametros que afetam o crescimento microbiano e a producdo de metabdlitos
pela célula (BALA et al., 2014). As condi¢des ideais para a produgéo de fitase

pelo fungo AZB foram a 28 °Cem meio com pH 4,0 e 20% (m/v) de substrato.
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Figura 2. 4 — Produgéao de fitase pelo fungo Acremonium zeae B via fermentagdo em estado
sélido em diferentes condi¢bes de temperatura, pH e concentragdo do substrato. Os resultados
correspondem a média de ftrés repeticbes independentes. As barras correspondem aos
desvios-padrdo das médias e as letras indicam diferencas estatisticas. Letras iguais nao
diferem entre si.

A produ¢do maxima da enzima pelo fungo AZB se deu em condigao de
temperatura pouco superior a considerada ideal para seu crescimento, entre20
e 25 °C (SILVA VIVAS; VIVAS; DA SILVEIRA, 2015), cessando a 45 °C,
quando também nao houve crescimento do fungo (dado ndo mostrado). Este
resultado indica que, as condicdes ideais para multiplicagdo de um
microrganismo n&o estdo necessariamente relacionadas a produgdo de uma
enzima, enquanto as condicbes ideais para atividade desta também nao se
relacionam, necessariamente, as condicdes ideais para sua produgao pelo

microrganismo.

A diminuicdo da produgédo da enzima com o aumento da concentragao
do substrato (Figura 2.4), poderia estar relacionada a limitagdo desse
microrganismo em se desenvolver em meios contendo menor atividadede
agua, mas nenhuma alteragao significativa nesse parametro foi constatada nos
meios com diferentes concentragbes de farelos (dados ndo mostrados). E

possivel que o fungo apresente maior produtividade se meios contendo
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menores concentragdes do substrato forem utilizados, o0 que permanece a ser

testado.

O crescimento do microrganismo e produgcdo maxima de fitase por KM
se deu a 25-30 °C, em meio com pH 4,0 e 2% (m/v) de substrato (figura 2.5).
Essas condi¢des foram distintas daqueles originalmente utilizadas para cultivo

da levedura (1% (m/v) de substrato, pH 5,8).

a,b

J T 7
Tt

Atividade de fitase (U.mL"™")
N

0 T T T
P S P
Temperatura (°C)

“{HH -

—~5 ° —~ 3
o — ;
E 4 1 b z c b,c
5 4 .
:; -T- a 2 * T
2 3 - c 8
i c s
b= I b= ab J_ a
3 2] L -= 3 . ’
° J —_
3 b T
B 2 1
> e
E 0 L L L] ] a c L] 1 ) I—j
1 ° © A ~ 4 ) ™
pH Concentracgao (%)

Figura 2. 5 — Producgao de fitase pela levedura Kluyveromyces marxianus via fermentagao
submersa em diferentes condicbes de temperatura, concentragdo do substrato e pH. Os
resultados correspondem a média de trés repeticbes independentes. As barras correspondem
aos desvios-padrao das meédiaseas letras indicam diferenga estatistica. Letras iguais nao
diferem entre si.

Quando combinadas as melhores condigdes para a sintese de fitase

pela levedura, a produtividade alcangada chegou a 101,25 U-dia”, indice 30
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vezes superior ao original. Estes resultados demonstram a importancia da
padronizacao do processo visando a producdo de um metabdlito de interesse
em detrimento das condi¢cdes ideais de cultivo para multiplicacdo celular. Este
resultado demonstra que a levedura KM pode produzir um rendimento elevado
de fitases, usando um meio barato e condigcbes ambientais facilmente

adaptaveis para a producéo de fitases em larga escala.

Caracterizagdo dos extratos

As condic¢des ideais para atividade de fitases nos extratos do fungo AZB
foram de 50 °C e pH neutro (Figura 2.6), condigdes comumente encontradas
para fitases microbianas (BALA et al.,, 2014; BOYCE; WALSH, 2007). Em
valores de pH acidos (< 4,0) o extrato perdeu completamente a atividade de
fitase, indicando ndo ser ideal para as condigdes do trato gastrointestinal de

suinos, onde os valores de pH variam de 2,0 a 4,5 (ESCOBIN-MOPERA et al.,

2012).
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Figura 2.6 — Atividade de fitase nos extratos do fungo Acremonium zeae B em diferentes
temperaturas (a esquerda) e valores de pH (a direta). Os resultados correspondem a média de
trés repeticbes independentes. As barras correspondem aos desvios-padrdo das médias.
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Os extratos obtidos a partir de KM apresentaram dois picos de atividade
maxima nas temperaturas de 60 e 80 °C (Figura 2.7), mantendo, de modo
geral, elevada atividade na faixa de temperatura de 50 a 80 °C, faixa superior a
obtida pela maioria das fitases fungicas, de até 70 °C (SINGH;
SATYANARAYANA, 2011). Da mesma forma, o extrato apresentou grande
estabilidade ao longo de toda a faixa de pH testada (2,5 a 10,0), com atividade
significativamente superior as demais no valor de pH 4,0, com uma diminuigdo

moderada em pH neutro.
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Figura 2.7 — Atividade de fitase nos extratos da levedura Kluyveromyces marxianus em
diferentes temperaturas (a esquerda) e valores de pH (a direta). Os resultados correspondem a
média de trés repeticbes independentes. As barras correspondem aos desvios-padrdo das
médias.

Geralmente, as condi¢des ideais para atividade de enzimas dependem
da fonte da qual sao obtidas e do ambiente em que atuam. Fitases bacterianas
costumam atuar em meios com pH neutro ao alcalino, enquanto fungos
geralmente produzem enzimas com pH 6timo na faixa de 2,5 a 6,0. Nesse
caso, essas enzimas sdo normalmente relativamente instaveis em meios com
pH superior a 7,5 e inferior a 3,0 (VATS, BANERJEE 2004). Fitases com pH

ideal de 2,0 (MONTEIRO et al., 2012, 2,5 (PANDEY 2014) e 1,5
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(RANI;GHOSH, 2011) ja foram isoladas. No entanto, até o momento pouco era
conhecido sobre a estabilidade ao pH das fitases sintetizadas por leveduras do
género Kluyveromyces. Os nossos resultados indicam que extratos dessa
levedura possuem atividade de fitase ao longo de toda a faixa de pH testada, o
que pode indicar alta estabilidade da fitase ou sugerir a presenga de mais de
uma fitase no extrato de KM. A purificacdo dos componentes do extrato podera

esclarecer essa questao.

De qualquer forma, a capacidade do extrato em manter a atividade
hidrolitica em meios com pH 2,0 e 6,5, necessarios para facilitar a degradacao
de fitato nas glandulas salivares, estémago e parte superior do duodeno dos
animais, sugere uma carateristica adequada para degradagéo prolongada do
fitato ao longo do sistema digestivo e eficiéncia na agao catalitica de substratos
no estbmago. Posteriormente, devera ser avaliada a capacidade da
manutengdo da atividade catalitica frente a enzimas digestivas e condigbes

especificas do trato gastrointestinal de suinos.

O extrato enzimatico de AZB foi capaz de manter sua atividade
praticamente intacta ap6s 10 min de incubagdo a 80 °C, demonstrando grande
estabilidade térmica (Figura 2.8). Para fitases utilizadas na alimentagdo animal,
€ essencial a manutencao da atividade enzimatica apds a exposicédo do extrato
as condicbes de processamento da ragdo. A etapa de granulagdo, por
exemplo, ocorre a temperaturas entre 65 e 95 °C (BEDFORD, 1995), com
tempos de retencdo que vao desde alguns segundos a varios minutos.
Tratamentos térmicos sao também usados como medidas para o controle de

patdbgenos na industria. A submissdo do extrato a esses processos poderia
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inativar completamente enzimas que ndo fossem capazes de recuperar sua
atividade ap6s a desnaturacdo. Uma fitase purificada de A. flavus ITCC 6720
apresentou atividade relativa de 32, 10 e 0% quando incubada a 50 °C durante
10, 20 e 30 min, respectivamente (GAIND; SINGH, 2015), enquanto uma fitase
recombinante (phyA) expressa em Kluyveromyces lactis reteve 69 e 37% de

atividade quando submetida a 90 °C (USHASREE; PANDEY, 2014).
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Figura 2.8 — Termoestabilidade a 80 e 90°C nos extratos de Acremonium zeae B(a direta) e da
levedura Kluyveromyces marxianusa 80 °C (a esquerda). Os resultados correspondem a média
de trés repeticbes independentes. As barras correspondem aos desvios-padrdo das médias.
Dados expressos em termos de atividade residual consideram o valor de atividade do extrato
no tempo zero de incubagdo como 100%.

Este extrato ainda manteve grande estabilidade térmica a 90 °C durante
5 min e a inativagdo completa ocorreu apenas aos 30 min de incubagdo. A
elevada estabilidade térmica apresentada pelo extrato de AZB indica que esse
microrganismo poderia ser utilizado como fonte de fitases na fabricagcdo de
alimentos pois mantém a capacidade hidrolitica ap6s as condigcbes de
processamento. Essa estabilidade foi muito superior a apresentada pela
enzima comercial Natuphos (dados ndo mostrados), normalmente utilizada na
fabricacdo de racbes. Essa enzima apresentou apenas 60% de atividade

residual quando incubada por apenas 5 min a 80 °C, valor reduzido para
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menos de 20 % apds 15 min de incubacgao. A atividade desta enzima foi ainda

completamente inibida apés 15 min a 90 °C.

Por outro lado, o extrato obtido a partir de KM apresentou menor
estabilidade térmica, apesar da atividade elevada encontrada para as
temperaturas testadas. Mesmo assim, 40% de atividade residual foi mantida
apos o extrato ser submetido por 20 min a 80 °C (Figura 2.8), mas foi
completamente inibida a 90 °C (dados ndo mostrados). Testes realizados a 60
e 70 °C mostraram que o extrato de KM foi capaz de manter até 80 e 60% de
sua atividade original apos 120 min de incubagéo, respectivamente (dados néo
mostrados), classificando-o como de estabilidade moderada a condi¢cbes de
processamento térmico. As fitases, em geral, exibem elevada atividade em
temperaturas na faixa de 50 °C a 70 °C (VATS; BANERJEE, 2004). ZHANG et
al. (2010) mostraram que a perda total da atividade da fitase purificada de
Aspergillus ficcum NTG-23 ocorreu quando esta foi mantida a 80 °C durante 10
min. A fitase purificada de Rhizopus oligosporus ATCC 22959 manteve apenas

20% de atividade residual durante 5 minutos a 80 °C (CASEY; WALSH, 2004).

fons metalicos sdo comumente presentes em racdes para animais,
portanto o estudo sobre a influéncia de cada um deles sobre a atividade da
fitase € potencialmente significativo e util para aplicagao industrial. A influéncia
de varios ions metalicos sobre a atividade dos extratos de KM e AZB é

apresentada na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Efeito de ions na atividade de fitases no extrato de Acremonium zeae B e Kluyveromyces

marxianus.

Atividade relativa (%)
o Sal Acremoniumzeae B | Kluyveromycesmarxianus
2mM 5mM 2mM 5mM

CaCl; | 89,5+0,04 | 115,0+4,6 | 116,0 2,8 273,0 3,1
CaCO; | 91,1+0,0 ND 144,0 £3,1 203,0 £1,8
AgSO0,4 | 79,0 £0,3 ND 116,7+12,1 | 289,0 £+20,6
MgCl: | 95,6+1,0 | 119,2¢1,0 | 217,0 £3,87 | 268,0 4,6
ZnS0O,4 | 62,0+0,0 | 49,840,06 60,6+1,4 32,842,5
CuSO0, | 98,0+ 0,0 ND 310,0 £31,3 135,643,0
CaSO04 | 99,3+0,02 | 123,0 £0,1 | 204,0 +0,5 387,0 £9,5
NH4CI2 | 98,0+0,0 | 2,0+0,0 127,0 +4,8 | 238,0 +14,1
FeSO, | 97,0 +0,3 ND 96,0 £0,3 52,0 £1,0

ND = atividade ndo detectada na condicdo testada.Os desvios correspondem a média de
triplicatas.Dados expressos em termos de atividade relativa considerando o valor de atividade
do extrato sem adigdo de ionscomo 100%.

O efeito de ions na atividade de fitase varia de enzima para enzima, mas
a maioria das fitases tem demonstrado forte inibicdo por Zn?* e Cu?*(SINGH;
SATYANARAYANA, 2009). Uma fitase purificada de Aspergillus niger UFV-1 foi
inibida em diferentes niveis por Mg?*, Ca?* Mn?*, Cu?* e Zn?* na concentragédo

de 5 mM (MONTEIRO et al., 2012).

O extrato de AZB apresentou maior sensibilidade em relagdo a presenca
de ions no meio, sendo fortemente inibido por CaCOs, Ag2SO4, FeSO4,NH4ClI2
e CuSO4 e, em menor grau, por ZnSO4. Esse comportamento foi oposto ao
apresentado pelo extrato de KM, que teve a atividade aumentada em até 3,87
vezes na presenca de ions Ca?*, independente do sal pelo qual o ion era
disponibilizado. Da mesma forma, a presenga de apenas 2 mM de CuSO4

aumentou a atividade enzimatica em 300 vezes. Outros ions capazes de
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aumentar a atividade no extrato sdo AgSO4, MgCl2 e NH4Cl2, enquanto ZnSO4
e FeSO4 causaram inibicdo parcial da atividade no extrato.Amanutencao da
atividade de fitase em presenca de Zn?* e Cu?* é potencialmente significativo
do ponto de vista de aplicacdo com relacdo a fitase nas ra¢des animais e a
estabilidade variada para ions metalicos pode fornecer varias aplicagdes para a
utilizacdo combinada de isoenzimas. O efeito antagbnico observado para a
atividade enzimatica na presenca das diferentes concentragdes de CuSO4 nos

extratos de KM (Tabela 2.2), entretanto, deve ser investigado.

A capacidade de utilizacdo de diversos substratos agroindustriais,
associada a alta estabilidade térmica demonstrada pelas enzimas do extrato de
AZB, indica que este fungo é um candidato em potencial para producédo de
fitases para a industria. O sistema de fermentacdo em estado solido possui
vantagens como o baixo custo, poucos controles e facilidade de oxigenacgéo
para manutengao de fungos. A otimizacédo de condi¢des adicionais do processo
poderia aumentar ainda mais o rendimento em fitase obtido. Embora as
atividades no extrato tenham sido maximas em pH neutro e inibidas em pH
acido, algumas alternativas poderiam viabilizar seu uso para alimentagéo de
monogastricos. Por exemplo, o uso de biomoléculas encapsuladas permite a
liberacdo seletiva de compostos no corpo e, consequentemente, as capsulas
seriam capazes de proteger as enzimas no pH estomacal para que elas
possam agir no intestino e liberar o fosforo para ser absorvido. Outra alternativa
seria a hidrolise do fitato previamente a alimentagao, ou seja, o fornecimento

no alimento do fésforo livre gerado por essas enzimas.
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O uso de leveduras produtoras de fitase também é visado do ponto de
vista da alta produtividade desses organismos, o que esta diretamente
relacionado aos menores tempos de geragao associados a este organismo. O
sistema de fermentagcdo submersa possui resultados mais reprodutiveis e
utiliza menos espaco para a fermentagcdo o que, associado a produtividade
observada, elevaria as quantidades final de fitase obtida e, consequentemente,
reduziria os custos de producdo. Além disso, leveduras como KM poderiam ser
produzidas nesses sistemas e adicionadas ainda viaveis a ragbes umidas,
agindo como produtoras de fitases e também outros compostos benéficos aos

animais, ou mesmo como probidticos.

De maneira geral, a viabilizagdo da tecnologia estudada aqui € essencial
para a reducdo dos custos de importacdo dessas enzimas e aumento da

competitividade da industria nacional de insumos.
Conclusoes

O fungo filamentoso Acremonium zeae B e a levedura Kluyveromyces
marxianus sao microrganismos produtores de fitases com caracteristicas
adequadas a aplicagdo industrial. O uso de residuos agroindustriais como
substratos induziu a producéo de fitases por esses microrganismos e pode ser
uma alternativa para redugao dos custos de producao desta enzima. Numa
perspectiva a longo prazo, as enzimas estudadas aqui poderim ser utilizadas

em ragdes animais. Pode-se particularizar as seguintes conclusoes:

Os extratos do fungo A.zeae B e a levedura K. Marxianus apresentaram

maior atividade de fitases em relagdo aos onze organismos avaliados neste
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trabalho. O baixo tempo de crescimento da levedura contribuiu para que a
produtividade desse microrganismotenha sido superior a do fungo, este via

fermentacdo em estado sélido e aquele via fermentacdo submersa.

Os extratos de fitases produzidos apresentaram diferentes perfis de
atividade e poderiam ser utilizados para diferentes aplicagdes industriais. O
extrato de KM apresentou caracteristicas ideais para o emprego em ragdes
para suinos, como estabilidade em meios contendo diferentes valores de pH e
ativagdo por uma variada gama de ions, especialmente Ca?*, embora tenha
demonstrado menor estabilidade térmica. Ja o extrato de AZB atua idealmente
em pH neutro e é inativada em pH acido e por uma variada gama de ions, o
que cria obstaculos ao seu emprego na formulagdo de ragbes visando a
atuacdo da enzima no trato gastrointestinal dos animais. Entretanto, a alta
estabilidade térmica mostrada por esse extrato sugere que algumas
adaptac¢des poderiam viabilizar seu uso industrial, seja pela administragao da
enzima em capsulas ou mesmo pela hidrélise do fitato previamente a

administracao do alimento ao animal.

Permanece a ser avaliada a possivel presenga de enzimas distintas no
extrato de KM. A purificagdo dessas enzimas podera esclarecer alguns dos
comportamentos observados, uma vez que as caracteristicas das enzimas
puras, na auséncia dos componentes do extrato, podem ser distintas das
obtidas nesse trabalho. Entretanto, processos de purificagdo poderiam onerar o
emprego dessas enzimas, tornando necessario o estudo de viabilidade
econdmica desses processos objetivando possiveis transferéncia da

tecnologia.
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CONCLUSOES GERAIS

As fitases sdo enzimas capazes de hidrolisar o fitato, um importante fator
antinutricional de rag¢des fornecidas a animais.O uso dessas enzimas ja € uma
realidade, pois aumenta a disponibilidade de fésforo e outros nutrientes e reduz
a contaminagcdo ambiental pelo excesso de fosforo nas fezes. Entretanto, seu
alto custo diminui a competitividade do setor, o que estimula a busca por novas
enzimas e tecnologias. O uso de residuos agroindustriais como substratos de
fermentacao na produgao dessas enzimas sdo uma alternativa para reduzir os

custos e maximizar a produgao.

As duas metodologias de fermentagao (estado soélido e submersa) foram
eficazes para a produgdo de fitases microbianas pelo fungo filamentoso
Acremonium zeae B e pela levedura Kluyveromyces marxianus,
respectivamente. Os extratos produzidos por esses microrganismos
apresentaram caracteristicas muito distintas, mas ambos com grande potencial
para emprego industrial. Seu emprego isoladamente dependera das condi¢cbes
de processamento a serem empregadas, mas o uso combinado desses

extratos poderia fornecer ao processo as vantagens de cada um.
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