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RESUMO

O &cido fitico, molécula encontrada em sementes oleaginosas e cerais integrais, € conhecido
por ser um ndo nutriente com propriedades antinutricionais e para minimizar este efeito a enzima
fitase é largamente empregada para hidrdlise desta molécula. Sdo diversas as fontes desta enzima,
uma das mais exploradas é a producdo por fermentacdo em estado solido utilizando fungos
filamentosos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de fitase a partir de diferentes
linhagens fungos filamentosos em fermentac&o em estado sélido, variando fonte de carbono - farelo
de okara e farelo de trigo - e tamanho de indculo (10°, 10° e 107 esporos/mL,), a 30°C. Os melhores
resultados obtidos foram com a linhagem de Aspergillus niger INCQS 40018, tendo farelo de trigo
como fonte de carbono e in6culo inicial de 10°esporos/mL, obtendo 1,758U/mg de proteina contida no
extrato enzimatico.

Palavras-chave: Fitase; Fermentacdo em estado sélido; Aspergillus niger; Penicillium
funiculosum; farelo de okara.

INTRODUCAO

Com a crescente busca por melhor qualidade de vida, se tornou comum o consumo de
produtos a base de cerais integrais e sementes oleaginosas. Porém, ja é estudado que, esses
alimentos tém alto teor de acido fitico, substancia esta que, além de ser uma importante fonte
de fosforo inorganico, tem a propriedade de quelar cétions bivalentes de grande importancia
nutricional e algumas proteinas, tornando-os insollveis e impossibilitando a absor¢do dos
mesmos. (L]

Existem varias formas de minimizar os efeitos do acido fitico no organismo, a mais
conhecida e estudada é o uso das fitases. Essas enzimas atuam hidrolisando o acido fitico e
liberando fosfato em forma de fésforo inorganico (Pi) e assim diminuindo ou inibindo a
formacéo dos complexos &cido fitico-cations bivalentes, tornando tanto esses cations quanto o
fosforo mais biodisponiveis. 3]

As fitases podem ser sintetizadas por vegetais ou microrganismos, sendo a
fermentagdo de fungos filamentosos a mais promissora ja que produzem uma enzima que
suporta uma grande variacdo de pH e temperatura, caracteristicas que Sdo necessarias para
aplicacdo industrial. [2°]
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Além dos beneficios enzimaticos, a fermentacdo de fungos filamentosos possibilita
uso de diferentes formas de conducdo. Uma delas é a fermentacdo em estado solido, que é
caracterizada pela baixa atividade de dgua no meio e a possibilidade de se utilizar residuos
agroindustriais solidos como substrato. Este tipo de fermentagdo possibilita uma maior
concentracdo do produto final e melhor recuperacdo do mesmo, equipamento simples e de
baixo custo e 0 extrato bruto pode ser utilizado diretamente como enzima fonte. (-2

Este trabalho objetivou a avaliagdo da producdo extrato enzimatico com atividade
fitasica de trés linhagens de fungos filamentosos - Aspergillus niger INCQS 40018(461
Aspergillus niger INCQS 4006748 e Penicillium funiculosum INCQS 40081E% — em
fermentacdo em estado solido utilizando duas fontes diferentes de carbono ricas em &cido
fitico: farelo de trigo e farinha de Okara, umidificados a 70%, variando a concentracao inicial
de células — 10°, 10° e 107 esporos/mL — em cada um dos experimentos.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, as células foram ativadas em meio PDA (Potato Dextrose Agar) e
mantidas em meio sélido de sabugo de milho enriquecido com peptona acidificada. A partir
desse meio de manutencao, uma suspensdo de conidios foi extraida por meio de uma solucéo
de Tween 80 (0,3% v/v).

O inoculo foi realizado em meios contendo 20g de fonte de carbono, farelo de trigo ou
farinha de Okara, umidificados a 70% com solugdo de sulfato de amonio (0,91% m/v) em
acido cloridrico 0,1N.

O processo fermentativo foi conduzido por quatro dias a 30°C, ao final, o extrato
enzimatico bruto foi obtido com a adicdo de 50 mL de solucdo tampéo de acetato de sodio
(10mM pH 5,0) ao meio fermentado, que ficou sob agitacdo orbital por uma hora. Ao término,
0 extrato bruto foi filtrado em membrana Millipore e direcionado a dialise em solugdo tampéao
de acetato de sédio (LmM pH 5) com trocas de trés em trés horas, totalizando quatro trocas.

Com o extrato ja dialisado, foram feitas as reacdes de quantificacdo enzimatica e
protéica. O método utilizado para determinacdo de atividade enzimética seguiu metodologia
descrita por Heinonen e Lahti (1981) [, em que cada unidade de atividade fitasica
corresponde a 1 umol de fosfato liberado por minuto, nas condi¢des de ensaio: 30°C por 20
minutos. Ja a reacdo de quantificacdo protéica foi baseada na metodologia descrita por
Bradford (1976) (81,

RESULTADOS E DISCUSSOES

A figura 1 apresenta os resultados de producéo de fitase por Penicillium funiculosum
INCQS 40081, ao analisa-los pode-se perceber que o farelo de trigo forneceu os maiores
valores de atividade especifica para as concentracdes de inoculo 10°, 108 e 107 esporos/mL,
0,181 U/mg, 0,259 U/mg e 0,207 U/mg, respectivamente. Nao houve diferenca consideravel
entre farelo de trigo e farinha de okara como fonte de carbono, as quais forneceram as
atividades especificas 0,259 U/mg em farelo de trigo e 0,156 U/mg em farinha de okara.

J& na fermentagdo utilizando Aspergillus niger INCQS 40067 (Figura 2), 0s
experimentos com farinha de Okara forneceram os melhores valores de atividade fitasica
especifica: 0,578 U/mg em 10° esporos/mL; 0,378 U/mg em 108 esporos/mL e 0,384 U/mg em
107 esporos/mL. Ao avaliar a producéo utilizando farelo de trigo, obtiveram-se os seguintes
valores de atividade fitasica especifica: 0,525 U/mg em 10° esporos/mL; 0,274 U/mg em 10°
esporos/mL e 0,312 U/mg em 107 esporos/mL. Ao comparar os valores de atividade especifica



XI11 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

obtidos, a partir das duas fontes de carbono acima mencionadas, observou-se que nao houve
grande variacao entre as atividades alcancadas.
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Figura 1: Atividade especifica de Penicillium funiculosum INCQS 40081 cultivado por 4 dias a 30°C, em
diferentes concentra¢des de inoculo inicial e de fonte de carbono — okara e farelo de trigo.
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Figura 2: Atividade especifica de Aspergillus niger INCQS 40067 cultivado por 4 dias a 30°C, em diferentes

concentragdes de inoculo inicial e de fonte de carbono — okara e farelo de trigo.

m Okara

m Farelo de trigo

Ativisade Fitasica Especifica (U/mg)
.

Ao analisar a Fgura 3 que apresenta os resultados da linhagem de A. niger INCQS
40018, pode-se perceber que o farelo de trigo favoreceu a producgéo da enzima de interesse,
onde a maior atividade fitasica especifica (1,758 U/mg) se deu na concentragdo de inoculo 10°
esporos/mL. Ainda analisando farelo de trigo como fonte de carbono, as concentracdes de
inoculo inicial 10° e 107 esporos/mL ndo apresentaram diferente valores de atividade
especifica, 1,261 U/mg e 1,247 U/mg, respectivamente. No caso da Okara como fonte de
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carbono, as concentragdes 10° e 10° geraram resultados despreziveis, enquanto na
concentragéo de 107 obteve-se uma resposta de 0,899 U/mg.
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Figura 3: Atividade especifica de Aspergillus niger INCQS 40018 cultivado por 4 dias a 30°C, em diferentes
concentragdes de inoculo inicial e farelo de trigo e farinha de okara como fonte de carbono.

CONCLUSOES
Conclui-se que, nas condi¢Ges analisadas, a linhagem mais apropriada para
producdo fitasica é a de Aspergillus niger INCQS 40018, bem como o farelo de trigo como
fonte de carbono e a concentrago inicial de esporos de 10° esporos/mL.
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