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RESUMO - A fitase hidrolisa o &cido fitico, &cido orgénico presente nos cereais e
leguminosas, em inositol e fosfato inorgénico disponibilizando o fosforo antes néo
disponivel em ragdes de animais monogéastricos e em alimentos. Esse estudo teve como
objetivo selecionar o melhor micro-organismo produtor de fitase entre A. niger ou A.
oryzae. As fermentagGes foram conduzidas em frascos de Erlenmeyer de 250 ml contendo
10 g de farelo de arroz estéril. A temperatura, a umidade e o tempo de fermentacdo foram
previamente determinados como 30 °C, 75% e 96 horas para A. oryzae e 36 horas para A.
niger, respectivamente. As fitases produzidas por ambos 0s micro-organismos
apresentaram-se termoestaveis e estaveis na faixa de pH de 1,6 a 8. A fitase produzida por
A. niger apresentou atividade de 41,1 FIT, enquanto que a fitase produzida por A. oryzae
apresentou atividade de 36,86 FIT, mostrando que o farelo de arroz é bom indutor da
producdo de fitase gracas ao seu alto contetido de acido fitico (20%).

1. INTRODUCAO

O 4cido fitico é a forma mais utilizada por planta e cereais para armazenamento do fosforo.
Entretanto, o acido fitico ndo é uma fonte de fosforo para humanos e animais monogastricos, agindo
como um anti-nutriente, devido a sua capacidade de formar complexos com céations bivalentes tais
como célcio, zinco, magnesio e ferro. Assim, alem da necessidade de suplementacdo das racGes
animais com fosforo, sdo geradas grandes quantidades de poluigdo ambiental pelo excesso de
minerais excretado no meio ambiente (Pandey et al., 2010).

Uma alternativa para esses problemas é a enzima fitase, responsavel pela hidrélise do acido
fitico a mio-inositol e fosfato inorganico. Na ultima década, aumentou o interesse na producdo de
fitase por micro-organismos e na otimizacdo das condi¢des de fermentagéo para obtencdo de uma
melhor produtividade enzimatica. A fermentacdo em estado solido (FES) é considerada uma
alternativa econémica para producdo da enzima e apresenta ainda outras vantagens, tais como a
possibilidade de utilizar residuos agroindustriais como substrato e 0 menor risco de contaminagédo
microbioldgica. Entre os possiveis residuos agrodindustriais que podem ser utilizados na producdo da
fitase por (FES), o farelo de arroz de destaca devido ao alto teor de acido fitico na sua composicao
(até 20%) (Greiner et al., 2009).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o melhor micro-organismo na producdo da enzima fitase e
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comparar a estabilidade das enzimas produzidas por ambos micro-organismos.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tratamento de Efluentes e Processos
Fermentativos da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP.

2.1 MICRO-ORGANISMO

Os micro-organismos utilizados foram Aspergillus niger e Aspergillus oryzae. As culturas
foram cedidas pela NRRL —-US Department of Agriculture. As culturas foram mantidas em 8 ml de
PDA (&gar batata dextrose) inclinado em tubos de ensaio previamente esterilizados a 121 °C por 15
minutos os quais foram estocados a 5° C. Em seguida, os esporos das culturas em manutencdo foram
incubados a 30 °C por 10 dias em Erlenmeyers inclinados contendo PDA estéril. A coleta de esporos
foi feita através da adicdo de solucdo Tween 80 (0,1%) e raspagem dos esporos da superficie do meio.
A contagem de esporos foi feita e padronizada por contagem direta em camara de Neubauer. A
suspensdo, padronizada em 10’ esporos/mL, foi adicionada ao meio de cultura no valor de 5% m/v do
volume total.

2.2 FERMENTACAO

O método de fermentacdo empregado foi FES (fermentacdo em estado sélido). O biorreator
utilizado foram frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 g de substrato. O substrato empregado foi
o farelo de arroz, previamente esterilizado a 121 °C por 15 minutos. A umidade do substrato foi
previamente determinada e entdo corrigida para 75% de umidade (base Umida). As cepas foram
inoculadas na razdo de 10" esporos por grama de substrato. A temperatura adotada foi de 30 °C. O
tempo de fermentagdo foi previamente definido como 36h para Aspergillus niger e 96h para
Aspergillus oryzae.

2. 3 EXTRACAO DA ENZIMA

Foram adicionados 50 mL de agua deionizada a cada frasco contendo o substrato suporte
fermentado. Os frascos foram agitados em shaker a 150 rpm e 30 °C por 30 minutos. O contetdo de
cada frasco foi filtrado para a obtencdo do extrato aquoso da enzima. O extrato foi centrifugado a
2335¢ por 8 minutos e o sobrenadante recolhido para posterior dosagem enzimatica.

2.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da fitase (FIT) foi determinada pela mensuragdo da quantidade de fosfato
inorganico liberado, sendo definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar um
micromol de fosfato inorgénico a partir de um mililitro de solucdo de fitato de sédio 1,5 mM por
minuto e por mL de extrato enzimatico cru, nas condi¢des de temperatura e pH dados. Em um tubo de
ensaio de 20 mL foi adicionado 1 mL de fitato de sodio (1,5 mM) preparado em tampé&o acetato 0,2 M
(pH 4,8) e 0,5 mL de extrato cru de enzima na diluicdo 1:1 em agua deionizada, seguido de incubacéo
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em banho-maria a 60 °C por 10 minutos. A enzima foi inativada levando-se as amostras em banho-
maria a 100 °C por 5 minutos. Para determinar o fosfato liberado foram adicionados 1 mL de &cido
tricloroacético 10% e 1,5 mL de 4gua destilada em cada tubo de ensaio contento as amostras. Foram
entdo acrescentados 5 mL do reativo Taussky-Shoor preparado segundo a metodologia de Harland e
Harland (1980) e quantificada a densidade Optica a 660 nm.

2.5 ESTABILIDADE ENZIMATICA NO PH E NA TEMPERATURA

Para avaliar a estabilidade enzimatica em relagdo ao pH de pré-incubacdo, amostras do
extrato enzimatico bruto foram pré-incubadas por 120 minutos a temperatura ambiente em
tampdes com diferentes valores de pH. Foi usado tampéo Clark-Lubs para o pH 1.6 e pH 2,
tampdo fitalato acido de potassio para pH 2.6, 3, 4, 4.6 e 5, tampao fosfato para pH 6 e tampéo
veronal para pH 7 e 8. Assim, a faixa de pH na qual a estabilidade enzimatica foi estudada foi de
1,6 a 8. Para avaliacdo da estabilidade enzimatica em relacdo a temperatura de pré-incubacéo,
amostras do extrato enzimatico bruto foram pré-incubadas por 120 minutos em pH 6 em banho
em diferentes temperaturas (50, 60, 70, 80 e 90 °C). Foram retiradas aliquotas a cada 30 minutos
para determinacgdo da atividade enzimatica conforme o item 2.2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho iniciou-se com a avaliacdo do micro-organismo mais promissor para producdo da
enzima. A Tabela 1 apresenta os valores de atividade enziméatica para ambos 0s micro-organismos nos
tempos de fermentacdo previamente determinados para cada micro-organismo (Lima e Monte Alegre,
2013).

Tabela 1 — Atividades enzimaticas da fitase produzida por A. niger e A. oryzae

Micro-organismo Tempo de Fermentacéo (h) FIT
Aspergillus niger 36 41,10
Aspergillus oryzae 96 36,86

A partir desses resultados observa-se que 0 micro-organismo mais promissor para a producgéo da
fitase € 0 A. niger ainda que o tempo é um dos fatores a serem levados em consideracdo na producao
industrial da enzima, adotou-se 36 horas como o tempo de fermentacdo para producdo de fitase por A.
niger.

Soccol et al (2002) produziram fitase por FES utilizando A. niger e obtiveram atividade
enzimatica maxima de 70 FIT em 48 horas de fermentacdo. Silva et al (2010), em processo de
fermentagcdo semelhante porém utilizando A. japonicus e bagaco de mandioca como substrato,
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alcancaram atividade enzimatica de 26,41 FIT em 96 horas. Pessoa et al (2010) produziram fitase com
atividade méaxima de 26 FIT por processo de FES utilizando como substrato diferentes tipos de
sementes.

Por outro lado, a atividade da enzima produzida por A. oryzae, embora menor do que a
atividade da enzima produzida por A. niger, apresentou resultado interessante visto que esse micro-
organismo ndo produz aflotoxinas e portanto, os custos posteriores com a purificagdo da enzima
seriam menores (Lichtenberg et al., 2011).

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos na caracterizagdo da enzima produzida por A. niger.

Tabela 2: Efeito da estabilidade no pH da fitase produzida por A. niger

pH Minutos

0 30 60 90 120
1,6 35,77 36,1 36,13 35,6 35,51
2 35,85 36,17 36,37 35,64 35,66
2,6 35,91 35,77 35,82 35,19 35,19
3 35,95 35,8 35,88 35,3 35,25
4 35,98 35,92 35,99 35,4 35,35
4,6 36,09 36,03 35,99 35,49 35,47
5 36,2 36,07 36,09 35,58 35,61
6 37,45 37,44 37,53 36,35 36,32
7 36,68 36,7 36,92 36,25 36,19
8 36,29 36,36 36,6 35,86 35,84

As propriedades das enzimas sdo importantes na determinacdo do seu uso potencial nas
aplicagdes industriais. As fitases ideais, de acordo com Andlid e Sandberg (2004) devem apresentar:
pH e temperatura 6timos desejaveis; estabilidade a baixos valores de pH; estabilidade a altas
temperaturas; resisténcia a enzimas proteoliticas; alta atividade especifica; atividade extracelular; facil
cultivo e purificacdo; elevado nivel de expressdo; auséncia de capacidade alergénica e auséncia de
toxicidade. O pH e temperatura 6timos desejaveis se definem como aqueles nos quais a atividade da
enzima produzida alcanga valores maximos.

A fitase de A. niger apresentou atividade em ampla paixa de pH. Observou-se também, que para
substrato fitato de sodio, a fitase manteve-se estavel por até 60 minutos, sendo sua atividade
diminuida em aproximadamente 1 FIT a partir desse tempo, mas ainda assim mantendo a sua
atividade.

A Figura 1 apresenta o efeito do pH de pré-incubacgéo na estabilidade da fitase de A. niger.
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Figura 1: Efeito do pH de pré-incubacéo na estabilidade de fitase de A. niger .

A Tabela 3 mostra a atividade remanescente da fitase de A. niger em relacdo a temperatura de
pré-incubacéo.

Tabela 3: Efeito da temperatura na estabilidade enzimatica da fitase produzida por A. niger

Temperatura Minutos
°C 0 30 60 90 120
50 31,86 31,83 30,38 30,23 30,17
60 43,92 31,92 30,65 30,59 30,38
70 41,73 40,98 40,57 40,89 37,33
80 31,7 39,1 38,91 38,08 351
90 36,17 36,38 34,89 34,6 34,48

Durante os 120 minutos de pré-incubacdo a fitase de A. niger manteve sua atividade estavel na
temperatura de 50 °C. Na temperatura de 60 °C ocorreu a reducdo de 27 % da atividade enzimatica
nos 30 minutos iniciais de incubacdo, mantendo-se estavel apo6s essa queda até 120 minutos. Na
temperatura de 70 °C ocorreu reducdo na atividade da enzima a partir de 90 minutos de incubacdo. Na
temperatura de 80 °C ocorreu um aumento da atividade enzimatica nos 30 minutos iniciais da
incubacéo e ap6s 90 minutos de incubacao, a atividade da enzima incubada a 80 °C voltou a cair. Na
temperatura de 90 °C a enzima inicia a reducdo da sua atividade apés 30 minutos de incubac&o.
Fitases de fungos mesofilos como Aspergillus tem atividade 6tima em temperaturas entre 55 e 70 °C.
A Figura 2 apresenta o efeito da temperatura de pré-incubacdo na estabilidade da fitase de A. niger.
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Figura 2: Efeito da temperatura de pré-incubacdo na estabilidade da fitase de A. niger

A Tabela 4 mostra a atividade remanescente da fitase de A. oryzae em relacdo ao pH de pre-
incubacéo.

Tabela 4: Efeito do pH na estabilidade enzimatica da fitase produzida por A. oryzae

pH Minutos
0 30 60 90 120
1,6 36,47 42,26 38,34 40,20 40,48
2 33,59 38,45 37,17 36,24 34,57
2,6 44,25 43,48 43,73 43,41 39,91
3 51,88 48,43 45,76 44,94 42,62
4 54,86 56,31 53,42 53,46 46,83
4,6 54,86 58,06 54,95 53,28 51,89
5 54,86 51,68 49,61 46,44 48
6 54,86 65,83 53,53 55,20 52,85
7 54,86 59,05 60,12 52,82 52,60
8 54,86 56,49 57,34 56,10 51,28

A fitase de A. oryzae possui boa estabilidade na faixa de pH de pré-incubacéo de 1,6 a 8 durante
120 minutos. Provavelmente 0s ions presentes no tampdo agiram na estrutura mudando a
conformacdo da enzima e proporcionando maior atividade catalitica.

A Figura 3 mostra o efeito do pH de pré-incubacéo na estabilidade da fitase produzida por A.
oryzae.
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Figura 3: Efeito do pH de pré-incubacao na estabilidade da fitase de A. oryzae.

A Tabela 5 mostra a atividade remanescente da fitase de A. oryzae em rela¢do ao pH de pré-
incubacéo.

Tabela 5: Efeito da temperatura na estabilidade enzimética da fitase produzida por A. oryzae

Temperatura Minutos
°C 0 30 60 90 120
50 33,29 33,44 32,55 31,71 31,60
60 31,60 31,60 31,39 31,39 31,30
70 33,32 32,67 32,73 32,08 31,87
80 33,34 32,31 31,32 31,79 31,30
90 43,03 42,2 41,04 40,09 32,67

A fitase de A. oryzae também mostrou-se termicamente estavel na faixa de 50 a 80 °C durante
0s 120 minutos de tratamento térmico. As enzimas de origem vegetal ndo resistem ao tratamento
térmico, sendo a maioria inativada irreversivelmente em temperaturas superiores a 70 °C. Ja as
microbianas retém atividade significativa apds periodos prolongados de incubagéo, dependendo do
micro-organismo produtor e da linhagem (Greiner, 2009).

A Figura 4 apresenta o efeito da temperatura de pré-incubacdo na estabilidade enzimatica da
fitase produzida por A. oryzae.
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Figura 4: Efeito da temperatura de pré-incubacao na estabilidade da fitase de A. oryzae

5. CONCLUSAO

As fitases produzidas por A. niger e A. oryzae apresentaram atividades enzimaticas de 41,1 e
36,86 FIT respectivamente, demonstrando o potencial produtor dessa enzima por ambos micro-
organismos. As fitases produzidas apresentaram também boa estabilidade no pH e temperatura.
Devido a nédo toxicidade do A. oryzae, a enzima produzida por esse micro-organismo demonstra
interessante potencial para producdo industrial.
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