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Resumo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de produzir simultaneamente
fitase e tanase através da fermentacdo sélida, em bagaco de laranja e torta de mamona,
empregando o fungo Paecilomyces variotii.

A produ¢@o mundial de laranja tem aumentado significativamente desde a década
de oitenta, especialmente no setor de processamento de suco. Para o ano de 2010 a
producdo mundial de laranja estd estimada em 66,4 milhdes de toneladas, sendo que 40%
desta producdo serdo convertidas em subprodutos, principalmente a casca. Uma das
alternativas para o uso deste residuo tem sido na forma peletizada para alimenta¢do animal.

A mamona é uma oleaginosa muito estudada para a produgdo de biodiesel. A torta
residual da extracdo do 6leo é de grande utilidade para adubacdo e também rica em
proteinas, abrindo possibilidade da sua utilizagdo como racdo animal. Esta segunda
aplicacdo enfrenta o problema da presenca da ricina, composto téxico presente na torta,
havendo a necessidade de detoxifica-la antes do destino como ragao.

O uso de enzimas na alimentagdo animal € conhecido e estd sendo bem explorado.
A maior dificuldade de expandir o uso de enzimas ainda € o custo de producdo. Uma
alternativa para isto seria a utilizagdo destes residuos como substrato da fermentacio para
producdo de enzimas.

Dessa forma, o uso dos residuos para alimentacao animal representa uma alternativa
vidvel para este setor, assim como para a producdo de biocatalizadores através da
fermentacao solida.

As caracteristicas do bagaco de laranja e torta de mamona apds a fermentagao foram
avaliadas a fim de estudar sua viabilidade como ingrediente para ragdo animal.

No estudo de otimizacao da produgdo de tanase por Paecilomyces variotii utilizando
metodologia de superficie de resposta, foram obtidas atividades de 4800 e 2400 U/g em
bagaco de laranja e torta de mamona, respectivamente. Essa producdo foi conduzida
utilizando 3 e 4,6% de 4cido tanico, 61 e 25% de solucao salina, 96 e 48 horas de tempo de
incubacdo para os residuos de laranja e mamona, respectivamente.

Para producao de fitase as atividades foram de 320 e 280 U/g em bagaco de laranja

e torta de mamona, respectivamente. As condigdes de cultivo em bagacgo de laranja foram
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5,8% de 4acido tanico, 66% de solucdo salina e 72 horas de incubagdo. O processo
fermentativo com torta de mamona foi conduzido com as mesmas condicdes com excegao
da porcentagem de solucdo salina, que foi de 25%, e a auséncia de acido tanico. Apds o
processo fermentativo, o bagaco de laranja apresentou maior capacidade antioxidante em
relacdo ao meio ndo fermentado, representando um ingrediente interessante para uso em
racdo animal. A torta de mamona fermentada apresentou menor concentracao de ricina no

meio de cultivo, entretanto, ainda exibiu atividade toxica em células Vero.

Palavras-chave: Tanase, Fitase, Paecilomyces variotii, Racio Animal, Fermentacio em

Estado Sélido.
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Summary

The aim of this study was to evaluate the feasibility of producing both phytase and
tannase by solid fermentation on orange peel and castor bean cake, using the fungus
Paecilomyces variotii.

World production of oranges has increased significantly since the eighties,
especially in the processing of juice. For the year 2010, the world production of oranges is
estimated at 66.4 million tons, with 40% of this production will be converted into waste,
mainly the peel. An alternative use of this waste has been as pellets for animal food.

The castor bean is an oilseed much studied for the production of bio-diesel. The
castor cake of the extraction of oil is very useful for fertilization and also rich in protein,
opening the possibility of its use as animal food. This second application faces the problem
of the presence of ricin, a toxic compound present in the castor cake. There is a need for a
detoxification before using it as food.

The use of enzymes in animal feed is well known and is being explored. The biggest
difficulty to expand the use of enzymes is the production cost. An alternative to this would
be the use of waste as fermentation substrate for enzyme production with higher added
value.

Therefore, the use of these residues for animal food represents a viable alternative to
the sector as well as for the production of biocatalysts by solid fermentation.

The characteristics of the orange peel and the castor cake after fermentation were
evaluated in order to study its feasibility as an ingredient for animal food.

In the study of optimization of the production of tannase by Paecilomyces variotii
using response surface methodology, activities were obtained from 4,800 and 2,400 U/g in
orange peel and castor cake, respectively. This production was conducted using 3 and 4.6%
tannic acid, 61 and 25% salt solution, 96 and 48 hours of incubation time for the waste of
orange and castor bean, respectively.

For phytase production by Paecilomyces variotii, the activities were of 320 and 280
U/g using orange peel and castor cake, respectively. Growing conditions on orange peel

were 5.8% tannic acid, 66% salt solution and 72 hours of incubation. The fermentation with
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castor cake was conducted with the same conditions except for the absence of tannic acid
and the percentage of salt solution which was 25%. After fermentation, the orange peel had
a higher antioxidant capacity compared to a non-fermented environment, an interesting
ingredient in animal food. The fermented castor cake showed lower concentration of ricin

in the culture medium. However, it still exhibited toxic activity in Vero cells.

Keywords: Tannase, Phytase, Paecilomyves variotii, Animal Feed, Solid-State

Fermentation.
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Introducao Geral

Ragdes produzidas com subprodutos agricolas ou residuos de industrias alimenticias
estdo em crescente interesse, ja que apresentam uma forma econdmica e vidvel para sua
formulacdo na ragcdo. Os residuos também podem disponibilizar nutrientes, compostos
energéticos e interferem na digestibilidade no trato gastrintestinal de animais. Entretanto,
estes residuos podem apresentar compostos téxicos ou antinutricionais como o fitato e
tanino, presentes na maioria das plantas terrestres, que diminuem a absorcdo de nutrientes
(Graminha, 2008).

O uso de enzimas em rag¢do animal € conhecido e tem sido explorado para aumentar
o valor nutricional do alimento (Pariza, 2010). A tanase hidrolisa os taninos, que sao
compostos fendlicos de alta massa molecular, liberando monémeros como o acido galico. O
acido gélico ndo interfere na digestibilidade, absor¢do de nutrientes e apresenta capacidade
protetora contra acdo oxidativa (Battestin, 2008; Schons, 2009). A fitase hidrolisa o fitato,
liberando o fosfato presente em sua molécula, tornando-os disponiveis para absor¢ao em
animais. Ela também diminue a a¢@o antinutricional no trato intestinal dos mesmos (Vats,
2004). Destas duas, somente a fitase € encontrada no mercado e tem seu uso largamente
difundido. A tanase ainda € pouco conhecida, assim como seus efeitos em ragdes animais.
No entanto, o custo de produgdo de enzimas ainda € um entrave para sua comercializa¢io
em larga escala (Graminha, 2008; Battestin, 2004).

O processo de fermentagdo em estado s6lido (FES) oferece aplicacdes promissoras
para a producdo de enzimas, dcidos organicos e compostos bioativos, utilizando como
substratos residuos de mamona, laranja, café, uva, entre outros (Pandey, 2003). O custo
para seu processamento ¢ menor em relagdo ao submerso, os residuos agroindustriais se
adequam perfeitamente as condicdes para fermentacdo e producao de compostos com bom
rendimento (Singhania, 2009; Foong, 2009). Assim, a FES constitui uma forma de reduzir
o custo de producdo e viabilizar o uso das enzimas tanase e fitase, a0 mesmo tempo ha
interesse em estudar a utilizagao de residuos agroindustriais fermentados como ingrediente
na ragao animal.

Na producdo agricola da laranja, estima-se produzir cerca de 66,4 milhdes de

toneladas em 2010 ao redor do mundo, sendo que a maior parte da fruta produzida esti



voltada para produgdo de suco, gerando 30,1 milhdes de toneladas de residuos. Deste
processamento, os residuos gerados apresentam intimeros subprodutos como D-limoneno,
6leos essenciais e a casca (representado pelo albedo e flavedo), a qual geralmente ¢é
peletizada e utilizada para ra¢do animal (FAO, 2003, Bampidis, 2006). A produgdo do suco
de laranja no Brasil é voltada para exportacdo, sendo responsdvel por 80% do comércio
internacional. Nos ultimos anos, o bagaco era peletizado e vendido para os paises europeus
para nutricao animal (Pereira, 2008).

No mercado mundial, a India, China e Brasil foram os principais produtores de
mamona, entre 1978 a 2004. Com a necessidade de substitui¢do do 6leo diesel proveniente
do petrdleo, o dleo extraido de vegetais estd sendo estudado para o setor de combustiveis no
mundo (Savy Filho, 2005). Entre 2002 a 2003 foram produzidos 1,3 milhdo de toneladas de
sementes de mamona, sendo que no processo de extracdo do 6leo, metade de seu peso €
representada pela torta (Gowda, 2008). A principal alternativa para utilizacao desta torta é
na fertilizacdo orginica em plantas (Jones, 1947). A torta apresenta alto teor de proteinas
(cerca de 35%) e poderia ser usada como uma fonte em potencial para alimentacdo animal.
Entretanto, a torta apresenta compostos téxicos como a ricina que impedem seu uso
(Anandan, 2005; Godoy, 2009).

Este trabalho teve como objetivo principal estudar a produgdo simultinea das
enzimas fitase e tanase através da fermentacdo em estado sélido utilizando o fungo
Paecilomyces variotii. Os substratos utilizados na fermentagdo sélida foram bagaco de
laranja e torta de mamona, visando a produ¢do destas enzimas em questao para posteriores
aplicagdes. Apos o processo fermentativo, o residuo da laranja foi analisado quanto a
capacidade antioxidante e concentracdo de fibras e célcio. Na torta de mamona foi
analisado o processo de detoxificagao.

O trabalho a seguir serd apresentado na forma de artigos cientificos, distribuidos na
seguinte ordem:

O capitulo 1 trata de uma revisdo bibliogrifica sobre a producdo da tanase e fitase.
Foram abordados os dados de producdo dos residuos agroindustriais e suas principais
finalidades, focando seu uso na fermenta¢do em estado sélido para melhoria do produto e

uso na rac@o animal.



O capitulo 2 trata da producdo simultanea de tanase e fitase por fermentacdo em
estado sélido por P. variotii utilizando bagaco de laranja como substrato. Foi também
estudado a concentracdo de fendis, taninos, fibras, cdlcio e capacidade antioxidante antes e
apo6s a fermentagao.

O capitulo 3 descreve a produgdo simultanea de fitase e tanase por P. variotii em
torta de mamona como substrato para fermentacdo em estado soélido. Foram avaliadas a

presenca de fendis, taninos e compostos toxicos (detoxificacao) antes e apds a fermentagao.



CAPITULO 1: ESTUDO DA UTILIZACAO DE SUBPRODUTOS
AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE FITASE E TANASE EM
PROCESSO DE FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO PARA
APLICACAO NA NUTRICAO ANIMAL.

1. Resumo

A economia brasileira é baseada na producdo agricola, em que se pode destacar a
laranja e mamona. Além da comercializacdo destes produtos in natura, o setor
agroindustrial também est4 envolvido com o processamento e com a produc¢do de suco de
laranja e 6leo de mamona. Assim, estes produtos geram residuos de interesse para nutri¢ao
animal, como o bagaco da laranja na forma peletizada, muito utilizado para nutricao de
ruminantes e a torta de mamona, geralmente utilizada para fertilizacdo orgénica, ja que
existem compostos toxicos como a ricina que impedem seu uso como ingrediente. Através
da fermentacdo em estado sélido pode-se melhorar a qualidade nutricional destes residuos
como a quebra de compostos antinutricionais como o fitato e tanino; a biodisponibilidade
de nutrientes e a detoxificagdo dos substratos, como a ricina na torta de mamona. Além
disso, a fermentacdo em estado sélido pode ser utilizada para producdo de enzimas
(incluindo fitase e tanase) a partir de residuos agroindustriais. Ao mesmo tempo, estas
enzimas sido capazes de hidrolisar compostos antinutricionais presentes nestes residuos,
podendo assim, serem aplicadas como aditivos em ragdes. H4 também interesse na
producdo da fitase e tanase em residuos agricolas e agroindustriais via fermentacdo em

estado s6lido com o objetivo de diminuicao dos custos do processo.

Palavras-chave: Fermenta¢do, Bagaco de Laranja, Torta de Mamona, Enzimas, Ragao

Animal



1.1 Abstract

The world economy is based on agricultural production, where the orange and
castor oil can be highlighted in Brazil. In addition to marketing these products in natura,
the agribusiness sector is also involved with the processing and the production of orange
juice and castor oil. Therefore, they generate waste products of interest to animal nutrition,
such as orange peel as pellets, widely used for ruminant nutrition and castor bean oil cake,
often used as organic fertilizer, as there are toxic compounds, such as ricin, which prevent
its use as an ingredient. Through solid-state fermentation, the nutritional quality of these
wastes may be improved as the increasing the bioavailability of nutrients; breaking anti-
nutritional compounds such as phytate and tannin, and the detoxification of substrates, such
as ricin in castor bean oil cake. Moreover, the solid-state fermentation can be used for the
production of enzymes (including phytase and tannase) from organic residues. At the same
time, these enzymes are capable of hydrolyzing anti-nutritional compounds in the waste,
which could be used as additives in animal food. There is also interest in the production of
phytase and tannase in crop and agribusiness residues via solid-state fermentation with the

objective of reducing the costs of the proceedings.

Keywords: Fermentation, Orange Peel, Castor Cake, Enzymes, Animal Feed.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Producao de Enzimas por Fermentacao em Estado Sélido

A fermentacdo em estado sélido (FES) proporciona o cultivo de microrganismos em
substratos sélidos na auséncia de uma fase aquosa livre (Pandey, 2003). No entanto, o
substrato deve apresentar umidade adequada para manter o crescimento e o metabolismo do
microrganismo, sem exceder a capacidade de retengdo maxima de dgua pela matriz (Foong,
2009).

A matriz sélida utilizada no processo pode ser tanto a fonte de nutriente quanto
simplesmente um suporte impregnado com nutrientes adequados ao desenvolvimento do
microrganismo (Pandey, 2003; Nagao, 2003).

Existem diferengas significativas entre os processos de fermentacdo em estado
sOlido e fermentacdo submersa (FS). A principal diferenca entre FES e FS € a quantidade
de 4gua livre no meio de cultivo. Na FS, a quantidade de sdlidos nao ultrapassam 50 g/L,
enquanto na FES o conteddo de s6ldios varia de 20 a 70% do peso total do meio (Mitchell,
1992).

A FES confere vantagens sobre a FS como a utilizacdo de meios de cultura simples
e nao hidrossoliveis, compostos de materiais de origem vegetal, como farelos e cascas de
arroz, trigo, milho e outros cereais, necessitando de poucos nutrientes adicionais ao meio.
Adicionalmente, o custo do meio de fermentacdo pode representar até 30% do total de uma
producdo enzimadtica. Assim, hd interesse na utilizacdo de residuos agroindustriais como
substrato, representando, em paises como o Brasil, matéria prima abundante e de baixo
custo (Graminha, 2008; Pandey, 2003). Devido ao baixo teor de umidade e a auséncia de
dgua livre no meio, a probabilidade de contaminagdo por bactérias € reduzida. A pequena
quantidade de 4dgua empregada na FES também implica em vantagens, tais como menor
reacional e maior concentra¢io do produto (Nagao, 2003; Mitchell, 1992; Mohapatra, 2009;
Singhania, 2009).

Dentre as caracteristicas da FES, a baixa atividade de dgua do meio de cultivo

sOlido influencia nos aspectos fisiolégicos dos microrganismos, tais como no seu



crescimento vegetativo, esporulacdo, germinacdo de esporos, producdo de enzimas e
atividade enzimatica (Graminha, 2008).

A FES pode, em alguns casos, ser economicamente mais interessante na produgao
de enzimas. George e colaboradores (1997) compararam a producdo de protease entre a
fermentacdo em estado sélido e submersa. Os autores relataram que para um mesmo

rendimento do produto, foram utilizados 100 mL de nutrientes em FS e 1 g para FES.

2.2. Producao de Racao Animal Utilizando Residuos Agricolas

A economia braisleira é uma das mais importantes economias do mundo, baseadas
na agricultura, produzindo café, cana de acgucar, soja, mandioca, frutas, sementes
oleaginosas, entre outros, o que significa uma 6tima contribui¢ao para o desenvolvimento
da economia (Schieber, 2001; Gowda, 2008).

Entretanto, a grande produ¢do desses materiais agricolas gera grandes quantidades
de residuos. Nos udltimos anos houve um aumento na tentativa de tornar mais eficiente a
utilizacdo desses residuos cuja disposi¢do no meio ambiente causam sérios problemas de
polui¢do (Soccol, 2003).

Residuos agroindustriais s@o amplamente produzidos pela atividade humana,
agricola e industrial. Dentre os residuos produzidos em quantidades significativas pela
atividade industrial brasileira, podemos citar: casca, palha e farelo de arroz; palha e farelo
de trigo; bagaco de cana; folha de mandioca; bagaco de laranja e torta de mamona
(Schieber, 2001; Graminha, 2008).

A maioria destes produtos apresenta potencial nutricional e assim, apresentam
inimeras possibilidades para aplicagdo, como a producdo de biomassa microbiana para
alimentacdo animal, ou seja, o uso destes residuos como substratos para cultivo de
microrganismos capazes de biodegradd-los paa obtencdo de nutrientes para seu
desenvolvimento (Goel, 2005; Cao, 2007; Kuhad, 1997).

Genericamente, as ragdes sdo materiais de fontes organicas com a finalidade de
nutrir adequadamente o animal. As principais caracteristicas de uma ragdo sao a

disponibilidade energética, quantidade de fibras (importantes para a digestibilidade) e



proteinas suplementares, principalmente aminoécidos essenciais (Gonzalez-Martin, 2006;
Makkar, 2003).

Ragdes produzidas com sub-produtos agricolas ou residuos de industrias
alimenticias sdo utilizados freqiientemente, isso porque hd grande disponibilidade de
residuos devido a alta producdo de alimentos (Bampidis, 2006).

A utilizagdo deste tipo de racdo pode trazer alguns beneficios para os animais e
consequentemente, para os produtos deles obtidos. Um exemplo disso € a maior
produtividade e qualidade da carne e do leite (Vasta, 2008). Porém, estas racdes devem ser
cuidadosamente formuladas para garantir que 0os compostos antinutricionais, especialmente
fitatos e taninos, ndo interfiram de forma negativa na saide do animal. Estes compostos
podem causar mudancas na estrutura e composicao dos dcidos graxos do leite e também da
carne (Hervas, 2003).

Na agqiiicultura, algumas racdes formuladas com farelo de soja sdo interessantes
como fontes alternativas as fontes protéicas de peixes, eliminando assim proteinas de
origem animal na formulacao da rac¢do (Carter, 2000).

Um estudo mostrou que o salmio (Hippoglossus hippoglossus L) necessita de uma
concentracdo minima de 35% de proteinas em sua alimentag¢do para seu crescimento, sendo
necessdria a utilizagc@o de residuos agroindustriais que apresentam essa concentragdo, sem a
necessidade de suplementagdo de outros produtos (Arnason, 2009).

Existem rac¢des suplementados com residuos de camardo fermentados, que
apresentaram uma maior disponibilizacdo de aminodcidos essenciais em relagdo a ragdao

contendo residuo ndo fermentado (Narayan, 2009).

2.3. Laranja e Mamona

A laranja pertence ao grupo dos citricos, que sdo classificadas nas espécies Citrus
sinensis (laranja-doce) e Citrus aurantium (laranja-azeda), elas sdo consumidas por
humanos, principalmente nas formas fresca ou como sucos processados ou ainda
concentrados. Apds a extracdo do suco da laranja, restam residuos dos quais se destacam os

Oleos essenciais, d-limoneno e a casca, a qual apresenta o albedo e o flavedo (Santana,

2005).



Hoje, no Brasil, a citricultura esta voltada para a exportacao, representando cerca de
53% do cendrio mundial de suco de laranja, responsdvel por 80% do comércio internacional
e 49% da producio brasileira neste setor (Pereira, 2008).

Indistrias de processamento alimenticio, especialmente as de frutas, geram
importantes quantidades de residuos, ao qual devem ser propriamente gerenciados, por
reciclagem, incineraciao ou aterramento (Pereira, 2008). Em 2010, estima-se produzir 66,4
milhdes de toneladas de laranjas pelo mundo, um aumento de 14% em relagdo ao periodo
de 1997 a 1999. Desta producao 30,1 milhdes de toneladas serdo processadas para o setor
de sucos, 6leos essenciais e casca (FAO, 2003). Estes residuos sdo usados para formulagdao
de racOes ou podem ser administrados diretamente ao animal (Bampidis, 2006).

Estes residuos apresentam crescente interesse, isso porque hd uma importancia
econdmica e ecoldgica na sua remogdo (Pereira, 2008). A casca de laranja apresenta
componentes interessantes para a nutricdo de animais, tais como: fibras alimentares,
vitaminas, minerais e substancias fendlicas (Aguilar, 2008).

As fibras alimentares sdo consideradas a parte comestivel de plantas ou carboidratos
andlogos que sdo resistentes a digestdo e absorc@o no intestino. Elas podem ser divididas
em duas fracdes: solivel e ndo-solivel em dgua. Apresentam efeitos fisiol6gicos benéficos
ao sistema gastrintestinal, alteracdes do metabolismo de nutrientes e outros derivados da
fermentacdo realizada no intestino (Chau, 2003). Em frutas, incluindo citrus, o total de
fibras totais presentes sdo da ordem de 35 a 59 gramas a cada 100 gramas de matéria seca,
sendo 21 a 44 gramas por 100 gramas para fibras insoliveis e 10 a 14 grama por 100
gramas de matéria seca para fibras soliveis (Grigelmo-Miguel, 1999).

Os minerais também estdo presentes em citrus, principalmente o cdlcio que
representa cerca de 21,7 gramas a cada quilograma de matéria seca; o fosforo com 1,2
gramas; potdssio com 6,8 gramas; ferro com 180 gramas e zinco com 16 gramas a cada
quilograma de matéria seca (Bampidis, 2006). O calcio em conjunto com o fdsforo estdo
diretamente envolvidos com o desenvolvimento e manutencdo do sistema esquelético e
participa em muitos processos fisiolégicos (NRC, 1993). Em vertebrados, o célcio se liga
ao fosforo no composto hidroxiapatita para formar o principal componente dos ossos. Para
os peixes este mineral é afetado pela constituicdo quimica da dgua. A absor¢do deve ser

pela 4gua em que o peixe se ambienta e também pela alimentacdo (Lall, 2002). Estudos



mostraram que a inclusdo de cdlcio na racdo para peixes da espécie Litopenaeus vannamei
aumentaram seu peso corpdoreo (Cheng, 2006). Também que a suplementacdo de calcio
com 0,75% na racdo apresentou efeito positivo na mineralizacdo dos 0ssos na espécie
Salmo salar (Vielma, 1998).

A mamona, Ricinus communis, € cultivada em regides tropicais para utilizagdao do
seu oleo, que estd presente na semente, o qual € extensivamente usado para propdsitos
industriais e medicinais (Anandan, 2005; Jones, 1947) Os principais paises produtores sao a
India, com 60% da producio mundial e China, com 20%. O Brasil em 2002 produziu
37.000 toneladas de 6leo, representando somente 7,5% da produg¢do mundial (Savy Filho,
2005). Mas este cendrio estd mudando com a substituicao gradual da obtencdo de energia
via fontes petroliferas para o 6leo vegetal, incluindo o 6leo de mamona. A torta de
mamona, residuo da extra¢do do 6leo, representa metade do peso da semente e apresenta
uma quantidade de 34 — 36% de proteinas (Gowda, 2008; Anandan, 2005); 20% de fibras,
0,7% de célcio; 0,8% de fésforo e 4% de extrato etéreo (Souza, 1979). Apesar disso, a torta
de mamona ndo pode ser usada como fonte de proteinas devido a sua toxicidade, sendo
usada geralmente como fertilizante organico (Jones, 1947). Dentre as toxinas presentes
estdo a ricinina, a albumina 2S e a ricina.

A ricinina é um alcaldide téxico denominado 1,2-dihidro-4-metoxi-1-metil-2-0x0-3-
piridinocarbonitrila (CgHgN,O,), presente na torta de mamona e de baixa toxicidade
(Beltrao, 2007).

O complexo alergénico denominado antigamente de CB-1A (Castor Bean Allergen),
atualmente mencionado como Albumina 2S estd presente também em nozes e outras
sementes como castanha do maranhdo, aveld, mostarda e algodao (Breiteneder, 2004). Ha
muitos anos que a presenca desta toxina € conhecida, no entanto, os tratamentos aplicados a
torta no que se referem a detoxifica¢do sdo geralmente ineficientes (Anandan, 2005).

A ricina (n° CAS: 9009-86-3) ¢ uma das mais potentes fitotoxinas conhecidas,
sendo classificada como uma proteina inativadora de ribossomos (RIP) do tipo 2, que sdo
heterodimeros compostos de duas cadeias unidos por pontes dissulfeto: cadeia A,

enzimaticamente ativa; e a cadeia B, ligante de receptores (Figura 1) (Stirpe, 2006).
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Cadeia B G

Ponte
Dissulfeto

Figura 1. Estrutura da Ricina (Rutenber, 1991).

A cadeia A remove um residuo adenina numa regido “loop” do RNA ribossomico,
com essa modifica¢do, estes ribossomos ndo podem dar suporte a sintese de proteinas
(Figura 2). Esta inativac@o pode ser efetuada na propor¢do de uma ricina para cada 2.000

ribossomos a cada minuto, uma velocidade em que a célula ndo consegue acompanhar

(Olsnes, 1975).
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Figura 2. “Loop”” do RNA ribossomico e sitio de despurinacao da Ricina (Stirpe,
2006).

A ricina por ser termossensivel, poderia facilmente ser inativada por qualquer
processo de cozimento ou autoclavagem (Anandan, 2005), mas este processo nao apresenta
viabilidade para aplicacdo em escala industrial devido ao alto custo. Para solucionar esse
problema, uma detoxificacdo via fermentacdo poderia ser realizada (Anandan, 2005;

Godoy, 2009).

2.4. Taninos e Tanase

Os taninos sao um grupo de compostos fendlicos com alta massa molecular,
soliveis em 4gua, capazes de precipitar proteinas e de se ligarem a metais (quelantes). Estes
compostos se complexam com a celulose, pectina e amido tornando-os insoluveis. Sdo
classificados em dois grupos, os taninos hidrolisdveis, como os elagitaninos e galotaninos, e
condensados, também nomeados por proantocianidinas (Gross, 2008; Waghorn, 2008).

Os taninos hidrolisdveis (Figura 3) sdo unidos por ligacdes ésteres entre grupos de
acido galico e residuo de glicose através de ligacOes esterdsicas e ligagdes depsidasicas
(Mueller-Harvey, 2001). A unidade basica (mondmero) destes taninos sd@o os polidis, que
sdo 4cidos gdlicos esterificados geralmente com glicose em seus grupos hidroxilas

(galotaninos ou elagitaninos) (Battestin, 2004; Gross, 2008).
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| ——— Acido Galico

OH

lig. depsidica

Figura 3. Estrutura quimica do Tanino Hidrolisavel (Battestin, 2004).

Os taninos condensados (Figura 4) sdao mais vastamente distribuidos que os
hidrolisdveis no reino vegetal, eles sdo condensados devido a sua estruturacdo compacta
(Mutabaruka, 2007). Eles estdo presentes em grande quantidade nos alimentos, podem
conter de 2 a 50 unidades flavondides. Os condensados sdo resistentes a hidrdlise, devido a

auséncia de ligagdes ésteres e depsidicas (Battestin, 2004; Gross, 2008).

OH

— Catequina

Figura 4. Exemplo da Estrutura Quimica do Tanino Condensado (Battestin, 2004).
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Taninos sdo frequentemente distribuidos em diferentes partes das plantas como
sementes, flores, casca e folhas. Ocorrem naturalmente no metabolismo secundario de
vegetais e t€m sido considerado o quarto mais abundante constituinte, depois de celulose,
hemicelulose e lignina (Manjit, 2008). Estes compostos inibem o crescimento de muitos
microrganismos por se complexarem com proteinas. Estas caracteristicas sdo altamente
antinutricionais e impedem a utilizacdo de plantas ricas em taninos para ra¢do animal
(Sabu, 2005). O efeito negativo de taninos na nutri¢do animal é devido a sua capacidade de
se ligar a macromoléculas, diminuindo a absorcao destes componentes. Contudo, baixos
niveis da concentracio de taninos (40 g/kg de matéria seca) na ragdo tém demonstrado um
aumento na assimilacio de nitrogénio em ruminantes, rendendo maior taxa de crescimento
e producao de leite (Belmares, 2004; Min, 2003).

A tanase (EC 3.1.1.20) ou tanino-acil-hidrolase (TAH) catalisa a hidrdlise de
ligacOes ésteres de acido galico (Figura 5) nas moléculas de taninos hidrolisaveis (Kumar,
2007; Trevifio-Cueto, 2007). Esta enzima € produzida por alguns fungos filamentosos,
principalmente das espécies: Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Trichoderma, mas
também pode ser produzida por bactérias do género Bacillus, Corynebacterium, Klebsiela,
Streptococcus e Selenomonas. A tanase também € produzida por vegetais para acelerar o
processo de amadurecimento de frutas (Aissam, 2005; Batra, 2005; Hamdy, 2008; Aguilar,
2001b; Deschamps, 1983; Rodrigues, 2007; Rodriguez, 2008; Van de Lagemaat, 2005;
Purohit, 2006; Belmares, 2004).

OH
OH
OH o
o oH Hﬁo OH
) OH OH
o 0 OH TANASE Glicose
HO o o E.C..3.1.1.2D> +
0.0 o OH OH
HO 8 o o OH
5o
OH OH
HO OH OH
OH HO  OH Acido Galico

Acido Ténico

Figura 5. Hidroélise do Acido Tanico (Battestin, 2004).
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A tanase apresenta inimeras aplicagdes como:

. Racdo Animal: o emprego de enzimas em ragdes torna possivel aumentar a
assimilacdo dos nutrientes nele contido, como a quebra de fatores antinutricionais. Ao
mesmo tempo reduz os custos para melhoramento da racdo, ja que esta enzima pode ser
produzida via fermentag¢do (Battestin, 2004, Graminha 2009). Existem estudos em que se
utilizaram a ag@o da tanase, produzida por Paecilomyces variotii, em graos de sorgo tipo
vassoura sobre os fatores antinutricionais, neste caso os taninos. Nestes estudos foram
verificadas nas amostras tratadas com a tanase uma reducdo dos taninos, aumento de
fésforo, melhora na digestibilidade e diminuicdo da excrecao de fésforo, em comparagdo ao
sorgo cru (Schons, 2009).

. Preparacdo de Chés Instantineos: uma das bebidas mais consumidas no
mundo, pelo seu aroma, sabor e principalmente efeitos medicinais. Na preparacdo destes
chds, que sdo muitas vezes na forma gelada, produz um precipitado insolivel. Este
precipitado é o complexo de polifendis, que € o principal problema detectado. A tanase,
adicionada ao processo do produto, catalisa a quebra das ligacdes ésteres, que acaba
clivando os compostos insoliveis, diminuindo sua turbidez e aumentando sua qualidade, ja
que a enzima libera compostos fendlicos e volateis (Lekha, 1997; Khokhar, 2002).

. Fabricacdao de Cervejas: as cervejas apresentam compostos polifendlicos
provenientes do malte. Assim a tanase cliva estes compostos e diminui sua turbidez,
tornando um produto aceitdvel ao mercado (Battestin, 2004).

. Producio de Acido Galico: usado principalmente nas inddstrias
farmacéuticas, como na sintese de trimetoprima, agente antibacteriano e sulfonamida
(Aguilar, 2001a).

. Producdo de Antioxidantes: a tanase cliva compostos polifendlicos
resultando em compostos como epigalocatequina, epicatequina e 4cido galico, que sdo
estruturas moleculares com capacidade antioxidante (Battestin, 2008).

O TAH pode ser obtido de vérias fontes, como de animais (intestino de ruminantes),
plantas (folhas, casca de frutas, galhos) e principalmente de microrganismos, ja que sua

producdo € mais estavel e abundante, comparado com as outras fontes. Além disso, os
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microrganismos podem ser manipulados geneticamente para melhoramento da enzima e sua
producdo (Battestin, 2007b; Aguilar, 2007).

Um dos tépicos mais estudados sobre TAH refere-se as propriedades quimicas desta
enzima, mas o mecanismo de acdo e regulacdo ainda ndo é totalmente compreendido. A
enzima TAH fingica € uma glicoproteina com pH de estabilidade na faixa de 3,5 e 8,0; pH
otimo de 5,5 e 6,0; temperatura de estabilidade na faixa de 30 e 60°C; temperatura 6tima
entre 30 e 40°C; ponto isoelétrico de 4,0 e 4,5 e massa molecular entre 186 e 300 kDa.
Essas propriedades variam de acordo com o tipo de microrganismo e condicdes de cultivo
da linhagem usada. O TAH é inibido por Cu®*, Zn*?, Fe**, Mn** ¢ Mg*?, sendo inativada
por EDTA, 2-mercaptoetanol, tioglicolato de sdédio, sulfato de magnésio e de célcio e o-
fenantrolina (Aguilar, 2001a; Aguilar, 2007; Battestin, 2007a; Belmares, 2004; Mahapatra,
2005; Sharma, 2007; Sharma, 2008).

2.5. Fitatos e Fitase

O écido fitico, Mio-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexaquisfosfato (Figura 6), € um &lcool
ciclico derivado da glicose com 6 grupamentos fosfatos ligados em cada carbono da
molécula glicosidica. Dentre os compostos agrupados em fosforilados, o dcido fitico € o
mais abundante em vegetais, principalmente em sementes j4 que apresenta funcdo de
estocagem do grupo fosforo para obtencao de energia (Raboy, 2003). A presenca de fitato
em excesso polue o meio ambiente como também atrapalha na dieta de animais
monogdstricos. O fitato age como um antinutriente ligando-se as proteinas, aminodcidos e
lipidios e quelando minerais como célcio, ferro, zinco e magnésio formando, assim, sais
insoluveis (Howson, 1983). Além disso, interage com enzimas digestivas reduzindo suas

atividades, influenciando na digestao e prejudicando o aproveitamento de vitaminas.
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Figura 6. Estrutura quimica do Acido Fitico (Raboy, 2003).

Apesar do fitato servir como fonte principal de energia e fésforo para germinacao
de sementes, o fésforo ligado € pouco disponivel para animais monogastricos, de maneira
que, o fésforo inorganico, um mineral ndo-renovavel e caro, é acrescentado nas dietas de
suinos, peixes e aves para atender suas necessidades nutricionais de fésforo (Vats, 2004). O
fosforo do fitato que ndo € utilizado € excretado tornando-se um poluente ambiental em
areas de agropecudria intensiva (Lei, 2003).

A enzima 4cido fosfohidrolase catalisa a hidrélise de fosfato e 4cido fitico (Figura
7) a fosfato inorganico e derivados de fosfato mio-inositol. Fitases sdo classificadas como
histidina &4cido fosfatases (Histidine Acid Phosphatases — HAPs), uma subclasse de
fosfatases (Vats, 2004). Existe uma outra classificacdo baseada na posi¢cdo do primeiro
fosfato a ser hidrolisado, nomeado de 3-fitase (E.C.3.1.3.8) e 6-fitase (E.C.3.1.3.26), do
qual a 3-fitase (mio-inositol-hexakisfosfato-3-fosfohidrolase) é originado principalmente

via microbiana e a 6-fitase € derivada de plantas.
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Figura 7. Hidrélise do Acido Fitico (Dvorakova, 1998).

Para obtencao de fitase microbiana, os fungos sao os mais pesquisados, dentre eles
podemos citar os géneros Penicillium, Aspergillus e Mucor. Dentre as leveduras destaca-se
o género Saccharomyces (Dvordkova, 1998; Ries, 2009). Pelo processo fermentativo, a
fitase pode ser produzida com a utilizacdo de substratos de baixo custo como torta de
sementes oleaginosas (Roopesh, 2006).

A suplementacdo de fitase em ragdo animal aumenta a biodisponibilidade de fésforo
em animais monogdastricos, que consequentemente reduz a polui¢cdo de fésforo no meio
ambiente. A enzima também impede: quelacdo do dcido fitico com fons metais, ligagao de
proteinas, lipideos e carboidratos, aumentando assim sua nutri¢do na ragao (Vats, 2004).

Pesquisas na drea de producdo da enzima fitase t€m importancia ressaltada nio
apenas pela investigacdo de uma fonte pouca explorada de fitase como também pela busca
de fitases com caracteristicas desejdveis para industria de alimentacdo animal,
principalmente relacionadas a termoestabilidade, a estabilidade em baixo pH e ao custo do
processo fermentativo.

Foi realizada uma pesquisa em que se utilizaram como meio de cultivo, residuos de
mandioca, que sdo os subprodutos do processamento do amido de mandioca, suplementado

com fonte de nitrogénio para fermentacao em estado sélido com Aspergillus niger para
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producdo de fitase. Foi obtido um rendimento maximo de 6,73 UA/g de matéria seca. A
enzima apresentou atividade residual de 4,71 UA/g a 75°C durante 30 minutos, que
suportaria em processamentos na industria de ragao (Hong, 2001).

Utilizou-se torta proveniente da extracdo do 6leo de coco para producdo de fitase
extracelular via fermentacdo em estado sdlido com Rhizopus oligosporus. A produgdo
enzimatica maxima de 14,29 UA/g de substrato seco apds 96 horas de incubacdo sem

suplementa¢ao de nutrientes (Sabu, 2002).

2.6. Enzimas em Rac¢ao Animal

As enzimas sao usadas atualmente em inimeros produtos e processos industriais, ao
mesmo tempo novas areas de aplicacdo estdo sendo adicionadas, devido a sua eficicia e
economia nas suas acgoes, principalmente na redu¢cdo do uso de energia, para ativacdo da
reacdo e quantidade de dgua (Kirk, 2002).

O uso de enzimas como aditivos em alimentos também é bem conhecida, como por
exemplo, a acdo da bromelina em carne, uma protease que aumenta a maciez do produto,
tornando-0 mais interessante ao consumo. As enzimas também podem aumentar a
disponibilizagdo de nutrientes, principalmente em ragdes para animais, como a xilanase e
beta-glucanase que sdo utilizadas em cereais que ajudam na digestibilidade dos nutrientes
em animais monogastricos, que ao contrario dos ruminantes, sao incapazes de hidrolisar
totalmente os alimentos de origem vegetal, principalmente celulose e hemicelulose
(Polizeli, 2005).

O uso de residuos agroindustriais favorece economicamente a formulacdo de racoes,
entretanto esses residuos devem ser suplementados com enzimas que hidrolisam compostos
para aumentar seu valor nutricional, como os fatores antinutricionais j4 mencionados para
os taninos e fitatos. Assim, para extrair o mdximo valor nutritivo, sdo adicionadas enzimas
exdgenas nos alimentos ou residuos para melhor absor¢do aos animais monogéstricos
(Pariza, 2010).

Nos ultimos anos, o foco tem sido a utilizacdo de fésforo organico para
alimentacdo, estocado no écido fitico, que estd presente em vdrias espécies e estruturas dos

vegetais. Entretanto esse fosforo nao estd disponibilizado aos monogéstricos, jd que eles
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ndo apresentam enzimas que hidrolisam o fitato e liberam o fdsforo. Assim, a
suplementagdo da enzima fitase na ragdo auxilia na nutri¢do dos animais (Lei, 2000; Kies,
2001).

Existe também a suplementacdo de complexos enzimdticos em ragdes para animais,
como a adi¢do de carbohidrases, representadas por xilanase, beta-glucanase e celulase feita
em racdo a base de trigo, que mostraram uma melhora no crescimento e aparente aumento
na digestibilidade de nutrientes em porcos (Emiola, 2010).

Colombatto e colaboradores (2009) publicaram um estudo sobre a a¢do da protease
em racdo, a base de componentes vegetais, para ruminantes. Concluiram que esta enzima
age removendo proteinas estruturais da parede celular vegetal e consequentemente
disponibiliza uma maior quantidade de nutrientes para digestibilidade na microbiota dos
ruminantes.

Nuero e Reyes (2002) estudaram a produ¢do multienzimdtica para utilizacdo como
aditivo em ra¢@o animal através do Penicillium chrysogenum. O microrganismo produziu
enzimas como: tanase, lipase, invertase e beta-1,3-glucanase, com atividades enziméticas

compardveis com a comercial e assim, possibilitando sua aplica¢do na alimentagdo animal.
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CAPITULO 2: PRODUCAO SIMULTANEA DE FITASE E TANASE EM BAGACO
DE LARANJA PARA REUSO EM RACAO ANIMAL.

1. Resumo

Em 2010, cerca de 30,1 milhdes de toneladas de laranjas serdo processados para
produzir sucos, 6leos essenciais e outros subprodutos. Uma grande quantidade de residuos
de processamento de citrus serd descartada a cada ano. Assim, nas ultimas décadas
aumentou o interesse em pesquisas sobre formas alternativas de utilizacdo destes residuos,
tais como a producdo de enzimas hidroliticas e enriquecimento de subprodutos para a
alimentacdo animal, especialmente em fermentacdo em estado sélido. O objetivo deste
trabalho foi utilizar o bagaco de laranja como substrato para fermentacdo em estado sélido
para a producdo simultanea de tanase e fitase, assim como avaliar seu produto em relacao
sua capacidade antioxidante e concentragdo de fibras, fendis, taninos e calcio. Uma cinética
de fermentacgao foi realizada para encontrar o melhor tempo de fermentacao para produgao
de tanase e fitase em casca de laranja utilizando Paecilomyces variotii. O experimento foi
realizado em camara climética a 30°C e 90% de umidade relativa do ar. A Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR) foi aplicado para otimizar a producdo das enzimas fitase e
tanase. O planejamento composto central rotacional 2% (PCCR) foi utilizado para verificar a
influéncia das varidveis independentes, em porcentagem, dcido tanico (AT) e solucdo salina
(SS) na atividade enzimatica de fitase e tanase (U/g). Foram realizados 11 ensaios,
incluindo 4 ensaios ao fatorial completo 2%, 4 ensaios referentes aos pontos axiais e 3
ensaios referentes aos pontos centrais para estimar o erro puro. O resultado para o estudo da
cinética de fermentacao mostrou que o meio contendo bagaco de laranja apresentou maior
atividade nos tempos de 72 e 96 horas para producdo de fitase e tanase, respectivamente.
Utilizando a MRS as melhores condi¢des para producdo de fitase foram 66% de SS, 5,8%
de AT, obtendo-se uma atividade enzimatica de 320 U/g de substrato. Para producdo da
tanase as melhores condi¢des foram: 61% de SS, 3% de AT, obtendo-se uma atividade
enzimatica de 4800 U/g de substrato. A capacidade antioxidante aumentou e a concentragao
de fibras diminuiu para o bagaco de laranja fermentado. Nao existem estudos relatados em

que o P. variotii produziu fitase, apresentando uma alternativa para obten¢do desta enzima
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em fermentacdo em estado sélido e também para melhoramento de subprodutos para ragao

animal.

Palavras-chave: Tanase, Fitase, Bagaco de Laranja, Racdo Animal, Paecilomyces variotii.
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1.1. Abstract

In 2010, approximately 30.1 million tons of oranges are processed to produce
juices, essential oils and other by-products. A lot of citrus processing waste is discarded
every year. Thus, in recent decades, it has increased the interest in researches on alternative
ways to use these wastes, such as the production of hydrolytic enzymes and the
enhancement of by-products for animal food, especially in solid-state fermentation. The
objective was to use orange peel as a substrate for solid-state fermentation for the
simultaneous production of tannase and phytase, as well as evaluate its product against its
antioxidant activity and fiber, phenols, tannins and calcium concentration. Fermentation
kinetics was performed to find the best fermentation time for production of tannase and
phytase in orange peel using Paecilomyces variotii. The experiment was conducted in a
climatic chamber at 30°C and 90% relative air humidity. The Response Surface
Methodology (RSM) was applied to optimize production of the phytase and tannase
enzymes. The central rotational compound planning 2> (CRCP) was used to verify the
influence of independent variables, in percentage, tannic acid (TA) and salt solution (SS) in
the enzymatic activity of phytase and tannase (U/g). Eleven (11) trials were performed,
including four (4) full factorial trials 22, four trials regarding the axial points and three trials
concerning central points to estimate pure error. The outcome for the study of fermentation
kinetics showed that the medium containing orange peel showed higher activity in the
periods of 72 and 96 hours to produce phytase and tannase respectively. Using MRS, the
best conditions for phytase production were 66% for SS, 5.8% TA, obtaining an activity of
320 U/g phytase. For the production of the enzyme tannase, the best conditions were: 61%
of SS, 3% of AT, resulting in an activity of 4,800 U/g tannase. The antioxidant activity
increased and the concentration of fibers decreased for the fermented orange peel. There are
no studies reported in which the P. variotii produced phytase, presenting an alternative to
obtain this enzyme in solid-state fermentation and also for the improvement of byproducts

for animal food.

Keywords: Tannase, Phytase, Orange Peel, Animal Feed, Paecilomyces variotii.
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2. Introducao

A produ¢do mundial de laranja para 2010 estard na ordem de 60 milhdes de
toneladas, sendo que metade serd processada para produgcdo de suco. Para este
processamento, metade do peso da fruta € transformada em suco e o restante em
subprodutos (FAO, 2003).

As industrias de sucos tém pesquisado constantemente meios de se aproveitar
integralmente a laranja. Atualmente, todos os componentes presentes na fruta sao utilizados
na obten¢do de diversos subprodutos, como 6leo essencial obtido da prensagem da casca e
utilizado nas industrias alimenticia, farmacéutica e quimica (Citrosuco, 2010). Pode-se
produzir etanol a partir da fermentacao dos acucares encontrados no licor proveniente da
prensagem do bagaco (Oberoi, 2010; Boluda-Aguilar, 2010).

A polpa citrica proveniente da casca da laranja é muito utilizada para nutri¢cdo
animal, principalmente na forma peletizada (Citrus Pulp Pellets), ja4 que este produto pode
substituir o trigo ou outros graos na formulacdo da ragdo animal por apresentar fibras, que
ajudam a estimular a fermentacao ruminal (Tripodo, 2004).

Uma alternativa para o residuo do bagaco da laranja € na producdo de enzimas de
interesse comercial como celulases, pectinases, glucanases ou mesmo na sintese de
complexo multienzimatico através da fermenta¢ao, como na producdo simultdnea de tanase
e fitase, ambos de interesse para formulacdo de racdo animal (Mamma, 2008; Benitez,
2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produ¢do simultanea de fitase e tanase pelo
Paecilomyces variotii através da fermentacdo em estado s6lido utilizando bagaco de laranja
como substrato, bem como determinar a concentracdo de compostos fendlicos, taninos,

fibras, célcio e capacidade antioxidante do produto pré e pos-fermentado.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Obtencao dos Residuos de Laranja

O residuo do bagaco de laranja foi doado pela industria especializada em produgdo
de pectina CP Kelco Headquarters — Limeira — SP, na forma seca da casca (albedo e

flavedo). O residuo foi triturado e submetido a um processo de separagdo granulométrica

em tamis de 10 mesh, com 1,68 mm (Bertel Industria Metalargica LTDA).

3.2. Caracterizacao do residuo

3.2.1. Determinacao do pH

Foram adicionados 5 mL de dgua deionizada a 0,5 g de amostra, a mistura foi
vigorosamente agitada. Apds 10 minutos, o pH do sobrenadante foi medido em
potencidmetro (Marte®-MB-10).

3.2.2. Porcentagem de Agua (Karl-Fischer)

Metodologia utilizada para amostras com baixa quantidade de dgua livre, como
cereais, casca de frutas, residuos vegetais e graos. Baseia-se na oxidacdo de SO; pelo I,
que constituem o reagente de Karl Fischer, na presenca de dgua, conforme ilustrado na
equacdo quimica a seguir (Laitinen, 1975).

L, + SO, + H,O - 2HI + H>SO,

Esta metodologia foi realizada por titulacdo volumétrica através do aparelho de Karl

Fischer KF-1000 (Analyser). Este aparelho fornece diretamente a porcentagem de dgua da

amostra, sendo necessario fornecer a massa de amostra adicionada no frasco de titulacao.
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3.2.3. Umidade

Foi postada 0,5 g de amostra em placas de Petri previamente taradas e pesadas em
balanca analitica. Apds a incubacdo de 24 horas em estufa a 105°C, as mesmas foram

pesadas até atingir peso constante.

3.3. Processo Fermentativo

3.3.1. Microrganismo

O microrganismo Paecilomyces variotii foi selecionado dentre 400 linhagens
fingicas pertencentes ao laboratério de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp. Este fungo apresentou melhor capacidade de sintese
de tanase conforme descrito por Macedo e colaboradores (2005). O microrganismo foi
mantido em meio Potato Dextrose Agar (PDA — OXOID - CM0139) em tubos de ensaios
com suplemento de 0,2% de 4cido tanico (Tanal B — Prozyn - BioSolutions) e incubados
em estufa a 30°C (Estufa de Cultura Modelo 002 CB - FANEM-LTDA) durante 72 horas.
A cultura vém sendo conservada a 4°C sob camada de vaselina esterilizada e repicadas a

cada trés ou quatro meses de armazenamento.

3.3.2. Preparo do Pré-inéculo

O microrganismo foi repicado em meio de cultura PDA com 0,2% de 4cido tanico
em placas de Petri onde, depois de 72 horas de crescimento a 30°C, 10 areas circulares de
1,54 cm? (d = 1,4 cm) foram retiradas da placa contendo o microrganismo e transferidas
para um Erlenmeyer contendo 50 mL de agua destilada estéril. Em seguida foi realizado
uma suspensdo celular com um homogeneizador do tipo Turrax (Ultra-Turrax® T50),
obtendo no final uma concentraco de 9 x 10° células/mL, em que a contagem foi realizada

em camara de Neubauer, adaptado por Battestin (2007b).
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3.3.3. Meio de Fermentaciao

Em Erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 5 g do residuo (bagaco de laranja); 5
mL da solugdo salina (g/L) composto por: 1,0 de KH,PO4; 2,0 de NH4NOs; 0,2 de
MgS04.7H,0; 0,02 de CaCl,.2H,0; 0,004 de MnCl,.4H,0; 0,002 de Na,M00O,4.2H,0 e
0,0025 de FeSO4.7H,0; e 10% de é&cido tanico (Battestin, 2007b). Em seguida os
Erlenmeyers foram esterilizados em autoclave a temperatura de 121°C durante 15 minutos.
Ap6s resfriar a temperatura ambiente, foi adicionada 1 mL da suspensdo de esporos do
Paecilomyces variotii, como descrito no item 3.3.2. Apds a inoculacdo, os Erlenmeyers

foram incubados em estufa a 30°C durante 120 horas.

3.3.4. Extracao Enzimatica

Apds a fermentacdo procedeu-se a extracdo da enzima adicionando 4 partes de
tampao acetato pH 5,5 — 0,02 M para 1 parte do meio de fermentacdo em cada Erlenmeyer.
Os frascos foram agitados a 200 rpm por 1 hora (Battestin, 2007b). A solug¢do foi filtrada
em gaze e o extrato retido na filtracdo foi denominado extrato s6lido bruto. O filtrado foi
centrifugado (Beckman Coulter — Allegra™ X-22R Centrifuge) a 7100 x g por 30 minutos
a 4°C, sendo entdo chamado de extrato enzimatico bruto (Lekha, 1997). O extrato
enzimatico foi utilizado para determinacdo da atividade das enzimas tanase e fitase. O
extrato sOlido bruto foi utilizado para determinagdes analiticas de fendis totais, taninos
condensados, taninos hidrolisados, quantificacdo de fibras alimentares, cdlcio e atividade

antioxidante, conforme descrito no item 3.4.

3.3.5. Determinacao da Atividade Enzimatica da Tanase

A medida da atividade da enzima tanase foi realizada empregando-se 0,3 mL de
substrato [solucdo de acido tanico 0,7% (p/v) em tampao acetato pH 5,5 — 0,2 M]; 0,5 mL
de solucdo enzimatica, incubando a 60°C por 10 minutos, paralisando a reagcao pela adi¢ao
de 3 mL de solu¢do de albumina de soro bovino (BSA) na concentragdo de 1 mg/mL

(solugdo preparada em tampao acetato pH 5,0 — 0,2 M, contendo 0,17 M de cloreto de
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s6dio), sendo em seguida centrifugada a 7100 x g durante 15 minutos a temperatura de 4°C.
O precipitado contendo o acido tanico que a enzima ndo hidrolisou foi ressuspenso em 3
mL de solucdio SDS-Trietanolamina [SDS 1% (p/v) adicionando 5% (v/v) de
Trietanolamina em 4gua destilada] acrescido 1 mL de solu¢dao de FeCL; (0,01M de FeCl;
em 0,01 M de &cido cloridrico), apés 15 minutos de repouso procedeu-se a leitura da
absorbancia a 530 nm em espectrofotdmetro (Beckman Coulter DU 640), o resultado foi
chamado de Absge. O branco foi efetuado com um teste que contém todos os reagentes
usados na determinacdo, com dgua destilada no lugar do extrato enzimdtico. O teste
controle foi feito com o extrato enzimatico desnaturado previamente incubado em banho de
dgua em ebuli¢do durante 15 minutos, que foi chamado de Absconiole- A absorbancia final
obteu-se da seguinte forma:
Abs = AbScontrole — AbSteste

Uma unidade de atividade da enzima foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para liberar um pmol de 4cido tanico por minuto de reacdo nas condigdes
testadas. O curso da reagdo foi acompanhado por uma curva de calibracio com dacido

tanico, conforme metodologia descrita por Mondal e colaboradores (2001).

3.3.6. Determinacio da Atividade Enzimatica da Fitase

Empregou-se o substrato sintético para fosfatase para medida da atividade de fitase.
A 1000 pL de solucdo 5 mM 4-nitrofenilfosfato dissédico hexahidratado (Sigma) foram
adicionados 500 uL de acido acético pH 5,0 - 0,8 M e 500 uL do extrato enzimético bruto.
Ap6s 10 minutos de reagdo em banho com aquecimento a 37°C, a reacdo foi paralisada com
2 mL da solugao de hidréxido de sédio 0,1 M, a liberagdo de p-nitrofenol foi lida a 410 nm
em espectrofotometro, o qual foi chamado de Abs,g.. O teste controle efetuou-se com
solucdo enzimdtica incubada em tubo de ensaio em banho sob aquecimento da dgua em
ebulicdo durante 15 minutos, o qual foi denominado de Absconiole- A absorbancia final foi
obtida da seguinte forma:

Abs = AbScontrole — AbSteste
No branco, substituiu a solucdo enzimdtica por dgua destilada. O curso da reagdo foi

acompanhado por uma curva de calibragdo de p-nitrofenol. Uma unidade de atividade da
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enzima foi definida como a quantidade de enzima necessdria para liberar um pmol de p-

nitrofenol por minuto de reacao nas condi¢des testadas (Stockmann, 2003).

3.3.7. Cinética de Fermentacao

Com o objetivo de definir a cinética de fermentacdo, a atividade enzimatica da
tanase e fitase foram determinadas em diferentes tempos: 24, 48, 72, 96 e 120 horas.
Definindo assim o melhor tempo de fermentacdo do meio para producdo das enzimas,

sendo este tempo utilizado na etapa de delineamento experimental.

3.3.8. Delineamento Experimental

Com objetivo principal de otimizar a producdo das enzimas tanase e fitase no
bagaco de laranja, foram analisados a influéncia da concentragdo do cido tanico e volume
da solugdo salina no meio de produgdo enzimatica. Utilizou-se a técnica do delineamento
composto central rotacional (DCCR), apresentando 4 pontos fatoriais (p.f.), 4 pontos axiais
(p-a.) e 3 pontos centrais (p.c.) totalizando 11 ensaios (22 pf.+4pa+3pc.=11). As?2
varidveis independentes foram: concentracdo de dcido tanico, que foi expresso em
porcentagem em relacdo ao peso total do meio (p/p); € o volume da solugdo salina, que foi
expresso em porcentagem em relacio ao peso total do meio (v/p). As varidveis dependentes
(respostas) foram atividade enzimatica da tanase e fitase.

A concentracdo de 4cido tanico (%) utilizada nesse estudo foi determinada de
acordo com Battestin e colaboradores (2007b), onde a produ¢do méxima de tanase foi
obtida utilizando 8 a 15% de 4cido tanico. Para o presente trabalho, foram testadas
concentracdes menores de dcido tanico a fim de reduzir os custos do meio de producao.

A quantidade de sal adicionado no meio de fermentacdo esta descrito no item 3.3.3.
Nesse estudo foi avaliado o volume de 4gua adicionado ao meio de fermentagdo. A faixa de
volume de 4gua adicionada foi determinada de acordo com a capacidade maxima de
absor¢do do substrato, sem apresentar dgua livre no meio, conforme Tabela 1. Os valores
reais utilizados nos ensaios do planejamento estdo apresentados na Tabela 2 e a matriz dos

ensaios na Tabela 3.
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Tabela 1. Capacidade de Absorcao de Agua do Bagaco de Laranja.

Capacidade de Absorcao de Agua

Massa da Amostra* Volume de Agua Absorvida Umidade (%)
10g 20 mL 66,7

*Peso do Bagaco de Laranja postado para avaliar a capacidade de absor¢@o de d4gua em seu meio.

De acordo com a tabela 1, a capacidade maxima de dgua que o bagaco de laranja
absorveu em 10 gramas foram 20 mL de dgua, ou seja, em um meio com bagacgo de laranja

e dgua, 66,7% do peso do meio esta representado por dgua.

Tabela 2. Variaveis e Niveis avaliados no DCCR.

Niveis
Variaveis*
-1,41 -1 0 +1 +1,41
volume SS (%) 52 54 59 64 66
AT (%) 0,18 1 3 5 5,8

*volume SS (%) = volume da Solu¢do Salina; AT (%) = concentrag¢do de 4cido tanico.
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Tabela 3. Matriz do delineamento contendo valores codificados das

variaveis.
Valores Codificados* Valores Reais*
Ensaios volume SS AT (%) volume SS AT (%)
(%) (%)

1 -1 -1 54 1
2 +1 -1 64 1
3 -1 +1 54 5
4 +1 +1 64 5
5 -1,41 0 52 3
6 +1,41 0 66 3

7 0 -1,41 59 0,18

8 0 +1,41 59 5.8
9(C) 0 0 59 3
10 (C) 0 0 59 3
11 (C) 0 0 59 3

* volume SS (%) = volume da Solugdo Salina; AT (%) = concentragdo de dcido tanico.

Com os resultados do planejamento foi possivel no software STATISTCA 7.0 a
determinacdo dos coeficientes de regressdo para a resposta de interesse, calculou a
ANOVA para analisar a possibilidade de construir a equacdo da resposta em fun¢ao dos
coeficientes de regressdo estatisticamente significativo e também a superficie de resposta,

com nivel de significancia de 10% (p-valor<0,1).

3.3.9. Determinacao da Umidade Relativa do Ar

Um ensaio foi realizado para avaliar a influéncia da umidade relativa do ar da
Camara Climdtica (Nova Etica-Modelo 420/CLDTS 300) no meio de produgio enzimdtico
otimizado. As faixas estudadas foram de 90, 80 ¢ 70% de umidade relativa do ar, os
resultados foram avaliados pela andlise de varidncia (ANOVA) e Tukey com 90% de

confiabilidade.
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3.4. Determinacdes Analiticas

O objetivo principal desta etapa foi avaliar as concentra¢des de compostos de valor
nutricional no meio pré-fermentado e pds-fermentado, como: fendis totais, taninos

hidrolisaveis, condensados, capacidade antioxidante, presenca de fibras e célcio.

3.4.1. Extracao de Fenéis Totais

Foram utilizadas os seguintes solventes para o processo de extragdo, na propor¢ao
de 50% do solvente e 50% de 4gua: Acetato de Etila, Acetona e Metanol. Também foi
testado com o solvente Hexano em sua forma anidra (100%). Foram pesados 200 mg da
amostra em 10 mL do solvente, em seguida foram incubados a temperatura ambiente com
agitacdo de 150 rpm durante 120 minutos. Ap6s a homogeneizag¢do foram centrifugados a
1320 x g a 5°C durante 15 minutos e analisados por determina¢do de Fendis Totais (Naczk,

2004; Schons, 2009).

3.4.2. Determinacao de Fenéis Totais

Foi utilizada a técnica de Follin-Ciocaulteau (Singleton, 1965) para determinacao de
fendis presentes na amostra. Este método baseia-se na redugdo do 4cido fosfomolibdico e
fosfotungstico pelas hidroxilas dos fendis produzindo uma coloragdo azul, quantificada por
espectrofotometria a 760 nm.

Em um Erlenmeyer de 50 mL foram adicionados 1 mL do reagente Follin-
Ciocaulteau, 10 mL de 4gua destilada, 1 mL da amostra e deixou-se em repouso durante 3
minutos. Foram adicionados 8 mL de carbonato de sddio (7,5%) e a reac@o ocorreu por 2
horas em local escuro. Apdés 2 horas, foi realizada a leitura da amostra em
espectrofotometro a absorbancia de 760 nm. O branco foi composto por todos os
constituintes da reagdo, substituindo a amostra por dgua destilada. O curso da reagdo foi
acompanhado por uma curva de calibragdo com &cido gdlico, conforme metodologia

descrita.
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3.4.3. Determinacio de Taninos Hidrolisaveis

Foi empregada a metodologia de Brune e colaboradores (1991) sendo que a
extracdo das amostras foi realizada como indicado para os fendis totais. Utilizou-se uma
solugdo de sulfato de ferro (III) e amonio, denominada FAS. A solucdo era constituida por:
89% de solucao tampao acetato 0,1 M — pH 4.,4; 10% de solucdo de goma ardbica a 1%; 1%
de solug¢do de sulfato de ferro (III) e amdnio a 5%.

Em um tubo de ensaio adicionou-se 2 mL da amostra em estudo e 8 mL da solucdo
FAS. Apo6s 15 minutos de reacdo, foi lida a absorbancia em 578 nm. O branco foi realizado
substituindo a amostra por dgua destilada. O curso da reagcdo foi acompanhado por uma

curva de calibragdao com 4cido tanico, conforme metodologia descrita.

3.4.4. Determinacao de Taninos Condensados

Empregou-se a metodologia de Prince e colaboradores (1978), sendo especifica para
flavondides e dihidroxichalconas que possuem ligacdo simples na posicdo 2 e 3 e uma
hidroxila livre no anel beta. A vanilina € protonada em uma solugdo acida, resultando em
um carbocdtion eletrofilico fraco, o qual reage com o anel aromético nas posi¢des 6 ou 8§,
este composto € imediatamente desidratado formando um composto vermelho.

A extracdo da amostra foi realizada como nos fendis e taninos hidrolisaveis.
Utilizou uma solucdo de vanilina contendo: 1 parte para a solucdo de vanilina (1% de
vanilina dissolvido em metanol) e 1 parte para solu¢ao de HCI (8% de HCI em metanol).

O método foi realizado com a adi¢do de 1 mL da amostra em estudo e 5 mL da
solucdo de vanilina durante 5 minutos, sendo que a cada 1 minuto foi colocado 1 mL da
solucdo de vanilina. O branco foi constituido por 1 mL de dgua destilada e 5 mL da solucdo
de vanilina, em seguida a reacdo foi conduzida durante 20 minutos e por fim foi feita a
leitura em espectrofotometro a 500 nm. O curso da reac@o foi acompanhado por uma curva

de calibragdao com catequina, conforme metodologia descrita.
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3.4.5. Capacidade Antioxidante

Metodologia utilizada foi a de Re e colaboradores (1998) que mensurou a
habilidade de um composto seqiiestrar o cdtion ABTS" {2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonato) [Sigma-A1888-2G]} em comparagdo ao composto
Trolox. Originalmente a técnica foi baseada na ativacdo da metamioglobina com perdxido
de hidrogénio, na presenca ou auséncia de antioxidantes, para produzir um radical cition. A
utilizacdo do ABTS apresenta vantagens como a determinacdo antioxidativa em compostos
hidrossoldveis e lipossoliveis, diferentemente do DPPH que se mensura amostras do tipo
lipossoliveis (Re, 1998). O método pode ser feito em aparelhos relativamente mais simples
como espectrofotometro, que difere do ORAC em que se utiliza fluorimetro, sendo um
aparelho mais especifico e de dificil acesso (Thaipong, 2006). A metodologia envolve a
produgdo direta do croméforo ABTS", com tonalidade azul esverdeada através da reagdo
entre ABTS e persulfato de potédssio. O Trolox é um andlogo da vitamina E, solivel em
dgua, e o cation ABTS" é um croméforo azul esverdeado com caracteristicas de absorcdo a
734 nm, que quando é reduzido a ABTS, perde sua coloracdo. Os resultados foram
expressos em mmol equivalentes de Trolox por grama de amostra.

O radical ABTS" foi formado a partir da reacdo do ABTS (7 mM) com persulfato
de potassio (2,45 mM) ambos em 4gua. As duas solucdes foram misturadas e deixadas em
repouso no escuro a temperatura ambiente por 12 a 16 h. Esta solucdo foi diluida com
etanol até absorbancia de 0,7, medida a 734 nm. As amostras foram diluidas em metanol até
absorbancia entre 0,7 e 0,5 de leitura a 734 nm, em seguida a reacdo foi conduzida no
espectrofotdmetro durante 60 minutos. A curva padrio foi feita com 1 mL do ABTS*
diluido em 10 puL de Trolox até concentragao de 15 uM. Os resultados foram expressos em

capacidade antioxidante equivalente a Trolox.
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3.4.6. Fibras Alimentares Totais, Soliveis e Insoliveis

A metodologia usada foi da AOAC (1995), que conseguiu mensurar as fibras
soliveis, insoldveis e totais no bagaco da laranja. As amostras (em duplicata) foram
tratadas com alfa-amilase termorresistente (50 pg/mL — 120 UA/g — Sigma A-3306),
submetidas a hidrdlise com protease (50 mg/mL — 0,6 UA/g — Sigma P-3910) e
amiloglicosidase (200 UA/mL — Sigma A-9913), com finalidade de remover proteina e
amido. Seguida da hidrdlise enzimadtica, a fibra alimentar insolivel foi separada por
filtracdo e a fibra soldvel foi precipitada adicionando-se etanol a 98%, numa propor¢do de
1:4 em volume. A solugdo alcodlica foi entdo filtrada em 13 de vidro. Os residuos
precipitados foram lavados com etanol a 78%, em seguida com etanol 95% e ao final com
acetona. Estes residuos foram secos e pesados. As fibras soliveis e insoldveis foram
corrigidas, devido a presenca de proteina e cinzas.

O célculo da quantidade de fibra alimentar total e insolivel foi pela diferenca da
quantidade de residuo da digestdo enzimadtica e das cinzas. Para fibra alimentar soltivel foi a

diferenca entre fibra total e insolivel.

3.4.7. Determinacao de Calcio

Seguiu-se a metodologia de Jalbani e colaboradores (2007), com modificacdes.
Foram pesados 0,6 gramas de amostra em um tubo de digestdo e 4 mL de 4cido nitrico
concentrado, um outro tubo foi usado sem amostra para o branco, os tubo foram levados ao
bloco digestor onde foram aquecidos a 100°C durante 2 horas. Em seguida os tubos foram
retirados para resfriamento em temperatura ambiente. Cuidadosamente adicionou-se 2 mL
de peroxido de hidrogénio em cada tubo e colocou de volta ao bloco digestor a temperatura
de 110°C durante 30 minutos e em seguida a 130°C durante 1 hora. Durante o processo de
mineralizacdo os tubos foram periodicamente visualizados para evitar que os reagentes
sequem. Os tubos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente. Com o auxilio de
uma pisseta, adicionou-se aproximadamente 5 mL de dgua deionizada aos tubos de digestao
e em seguida agitados. Transferiu-se, cuidadosamente, o contetido dos tubos para baldes

volumétricos de 25 mL e completou com dgua deionizada. Transferiu as amostras para
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frascos plasticos. Foi efetuado as determinacdes de cdlcio em espectrofotdmetro de
absor¢do atdmica (Atomic Absorption Spectrometer A Analyst 400 PerkinElmer precisety),
equipado com lampada de deutério como corretor de fundo e o gds utilizado foi uma
mistura de ar e acetileno na razdo de 2,7/10 (ar/acetileno) litros a cada minuto de vazdo. O
comprimento de onda selecionado para determinagdo de calcio foi 422,67 nm e a corrente
maxima para operagdo da lampada foi 10 mA. A curva de calibracio foi realizada, com

calcio livre na faixa entre 5 a 0,5 mg de cdlcio por mL.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao do Residuo

Os resultados do pH, quantidade de &4gua (porcentagem de &4gua presente na
amostra) e umidade relativa do bagaco de laranja desidratado estio representados na Tabela

4.

Tabela 4. pH, quantidade de Agua e umidade relativa do bagaco de

laranja desidratado.

Bagaco de Laranja
Teste Média
pH 4,1 +0,01
Agua (%) 8,1+0,19
Umidade (%) 14,27 £ 0,18

A solugd@o com bagaco de laranja apresentou pH de 4,1, sendo provavelmente por
apresentar compostos de cardter 4cido como a pectina. A quantidade de dgua presente na
amostra e o teor de umidade apresentam valores de 8,01% e 14,27% do peso total,
respectivamente. Isso acontece, provavelmente porque o bagaco de laranja apresenta

compostos que conseguem aprisionar solugdes aquosas em seu meio, como a pectina.
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4.2. Cinética de Fermentacao

O melhor tempo de fermentacdo para producdo enzimdtica da tanase foi de 96

horas, como indicado na Tabela 5.

Tabela 5. Avaliacao da cinética de fermentacao para atividade

tanasica em Bagaco de Laranja.

Tanase (U/mL)
Tempo de Incubacao (horas) Média*
24 153+ 14 a
48 243+£29b
72 315+ 12¢
96 567+85d
120 562+52d

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p>0,05) ao nivel de 5% de probabilidade.

A vpartir de 96 horas de fermentacdo a atividade enzimdtica manteve-se

estatisticamente constante.

Para enzima fitase, o melhor tempo de fermentagao para sua producio foi em 72

horas, sendo estatisticamente constante apds 96 horas, com reducdo em 120 horas,

conforme indicado na Tabela 6.
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Tabela 6. Avaliaciao da cinética de fermentacao para atividade
fitasica em Bagaco de Laranja.

Fitase (U/mL)

Tempo de Incubacao (horas) Média*
24 0,1 £0,06 a
48 3,59+£0,16 b
72 5,73+0,37 ¢
96 4,57 +0,99 ¢
120 1,27+£0,37d

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p>0,05) ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3. Delineamento Experimental

Foram realizados dois delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR), com
as varidveis independentes: volume da solucdo salina (%) e concentragdo de dcido tanico
(%). O primeiro delineamento foi realizado com a varidvel dependente atividade enzimatica
da fitase ap6s 72 horas de fermentacdo, o segundo delineamento foi com a varidvel

dependente atividade enzimdtica da tanase ap6s 96 horas de fermentacao.

4.3.1. DCCR para Producao de Fitase

Apresenta-se na Tabela 7 a matriz do primeiro delineamento com as variaveis

independentes em estudo, com valores reais e codificados, e a varidvel dependente fitase

ap6s 72 horas de incubagao.
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Tabela 7. Matriz DCCR 27 e a resposta da atividade enzimatica da fitase em 72 horas

de incubacao.

Valores Codificados Valores Reais Resposta
Ensaios X1 X2 volume SS (%) AT (%) Fitase
(U/mL)
1 -1 -1 54 1 31,91
2 +1 -1 64 1 19,31
3 -1 +1 54 5 27,82
4 +1 +1 64 5 65,19
5 -1,41 0 52 3 45,57
6 +1,41 0 66 3 45,67
7 0 -1,41 59 0,18 16,52
8 0 +1,41 59 5.8 48,35
9(0) 0 0 59 3 28,11
10 (C) 0 0 59 3 27,34
11 (C) 0 0 59 3 27,29

x; = volume SS (%) = % do volume da Solu¢do Salina em relagd@o ao peso total (v/p) ; X, = AT (%) = % do

peso do 4cido tanico em relag@o ao peso total (p/p).

Analisando-se os valores de atividade obtidos na Tabela 7, verifica-se um
incremento nos valores de atividade enzimatica, variando-se de 16,52 U/mL para o ensaio 7
(59% do volume da Solucdo Salina em relacdo ao peso total e 0,18% de 4cido tanico) até
uma atividade maxima de 65,19 U/mL, para o ensaio 4 (64% do volume da Solu¢do Salina
e 5% de acido tanico).

A Tabela 8 apresenta os valores dos coeficientes de regressdo, t e p-valor para
avaliar quais sao as varidveis e suas interagdes, estatisticamente significativas, acima de

90% de confianca (p<0,10).
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Tabela 8. Resultados do Coeficiente de Regressao, Erro Padrao, t, p e Limite de
Confianca na otimizacao dos componentes do meio de cultivo (volume da Solu¢iao

Salina e acido tanico) na atividade de fitase.

Coeficiente Limite de Limite de
Erro p-
de t(5) Confianca Confianca
Padrao valor
Regressao -90,% +90, %
Média* 27,58 2,52 10,95 0,000 22.50 32,66
(1) volume SS (%) (L)* 3,11 1,54 2,02 0,100 0,01 6,22
volume SS (%) (Q)* 8,28 1,84 4,51 0,006 4,58 11,98
2) AT (%) (L)* 10,85 1,54 7,03 0,001 7,74 13,96
AT (%) (Q) 1,69 1,84 0,92 0,401 -2,01 5,38
1L x 2L* 12,49 2,18 5,73 0,002 8,10 16,89

* parametros estatisticamente significativos a 90% de nivel de confianga.

L = pardmetro linear; Q = parametro quadratico.

De acordo com a Tabela 8, somente a varidvel quadratica AT (%) (concentracao de
acido tanico) nao foi significativa, apresentando p igual a 0,401. Assim, somente as
varidveis volume SS (%) (L), volume SS (%) (Q), AT (%) (L) e interacdo volume SS (%)
com AT (%) foram avaliados para Regressdo na Fonte de Variacdo, sendo a varidvel AT
(%) (L) adicionada aos Residuos na Analise de Varidncia (ANOVA). A tabela também
apresenta os valores de t, p-valor e coeficientes de regressao utilizados para a constru¢cdo do
modelo polinomial quadritico da atividade da fitase a partir das varidveis estudadas. Os
valores de p sdo utilizados para checar a significancia de cada coeficiente e também
indicam a importancia de cada varidvel ou interacdo entre varidveis na resposta modelo.
Quanto maior a magnitude do valor de t e menor o valor de p-valor, maior serd a
significancia do coeficiente, como pode ser observado na varidvel AT (%) (L) em que o t é
igual a 7,03 e o p-valor igual a 0,001, apresentando um coeficiente de 10,85, sendo bem
relevante para resposta em questao.

A andlise de variancia (ANOVA) estd representada na Tabela 9.
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Tabela 9. Analise de Variancia no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo
(volume SS (%) e AT (%)) na atividade de fitase.

Fonte de Soma Graus de Média

Variacao Quadratica Liberdade Quadratica Fea P
Regressao 2018 4 504,52 27,22 0,00055
Residuos 111 6 18,54

Falta de Ajuste 110,796 4 27,70 131,09

Erro Puro 0,423 2 0,21

Total 2129,276 10

R’=0,95 Fiab0,1;4:6=3,18  Fian(0,1;4;2=9,24

As medidas de correlagdo utilizadas para se estimar o modelo foram o coeficiente de
correlacdo (R) e o coeficiente de determinacdo (Rz). Quanto maior a proximidade de R da
unidade 1, melhor a correlagdo entre valores de atividade preditos pelo modelo e os valores
observados. Foi obtido um valor de R de 0,97 indicando uma correlagdo satisfatéria. O
valor do coeficiente de determinacao obtido foi de 0,95 indicando que apenas 5% do total
da variagcdo das respostas obtidas ndo sdo explicados pelo modelo. O valor F da Falta de
Ajuste obtido a partir da ANOVA foi de 131,09 (14,19 vezes maior do que o valor de
Fiabelado=9,24), resultando em uma falta de ajuste do modelo maior que o indicado pelo
valor tabelado. Entretanto o valor de F da Regressao obtido foi de 27,22 (8,56 vezes maior
do que o valor de Fiapeado=3,18) e indicou que o modelo para a atividade de fitase pode ser
considerado estatisticamente significativo a 90% de nivel de confianca.

Estes resultados sdo suficientes para obter um modelo codificado que descreve as
respostas em funcdo das varidveis analisadas. A partir da validagao dos parametros de
estudo, foi obtido o modelo polinomial quadrdtico que representa o comportamento da

atividade enzimatica (1):

Fitase (U/mL) = 29,17 +3,11%(volume SS) +7,78*(volume SS)? +10,85%(AT)
+12,49*(volume SS)*(AT) (1)
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O modelo polinomial quadréitico foi utilizado para construir as superficies de
resposta e curvas de contorno. A Figura 3 mostra os efeitos dos componentes concentragao
de 4cido tanico e porcentagem do volume da solucdo salina em relacdo ao peso total do

meio, na producdo de fitase pelo Paecilomyces variotii.

5.8

LRUET TR
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SE853338
AT (%)

0,18
52 54 59 B4 BB

volume S5 (%)
Figura 3. Superficie de Resposta e Curva de Contorno para Atividade da Fitase

(U/mL)

A Figura 3 indica que para variavel AT (%) a faixa em que se obteria a maior
atividade enzimatica seria de 5,0 a 5,8% do peso total do meio. Os valores poderiam ser
maiores para concentragdo de 4cido tdnico, para obter uma maior atividade fitdsica,
entretanto, o presente trabalho estudou uma menor concentracdo de 4cido tanico para
minimizar os custos da producido enzimdtica. Concentracdes menores de dcido tanico no
meio diminuiriam a producdo da fitase, indicando uma importancia deste indutor ao
microrganismo Paecilomyces variotii para produgdo enzimadtica. Na literatura o indutor que
se utiliza para producao desta enzima € o dcido fitico, que neste trabalho ndo foi necessario
acrescentar, resultando assim em uma independéncia do &cido fitico para producdo de fitase
em bagaco de laranja, tornando a producdo mais barata. Nao foi encontrada nenhuma
referéncia na literatura indicando a produ¢do da enzima fitase com a suplementacido de
acido tanico no meio de cultivo, sendo necessdrio, para este caso, um estudo sobre o

processo metabodlico do dcido tanico com microrganismo que o utiliza.
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Com relacdo a concentracdo do volume da solucdo salina em relacdo ao peso total
do meio, a faixa de 64 a 66% estimularia a producdo da enzima. Concentragdes menores do
volume da solucdo salina diminuiriam a atividade fit4sica, provavelmente devido a menor
umidade disponivel para o microrganismo produzir a enzima. Concentra¢des maiores da
solucdo no meio iriam descaracterizar o tipo de fermentacdo que foi estudada (sélida), ja
que haveria grande quantidade de dgua livre disponivel para o microrganismo.

De acordo com a melhor faixa do volume da solu¢do salina adicionada no meio para
producdo de fitase, que foi de 66%, foi quantificada a umidade antes e apds 72 horas de
incubagdo na camara climdtica a 90%, sem a inoculagdo do microrganismo. O objetivo
dessa andlise foi relacionar o volume da solugdo salina adicionada, a umidade presente no
meio de cultivo e também para avaliar o desempenho da umidade durante a incubacio na

camara climatica. Os resultados estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Umidade relativa do meio de cultivo antes e ap6s incubac¢io na camara
climatica para producao de fitase em bagaco de laranja.

Umidade Relativa do Meio de Cultivo (%)

Amostra* Tempo de Incubacao** Umidade Inicial Umidade Final

BL 72h 72 horas 73% 71%

* BL 72h = meio de cultivo de bagaco de laranja com 5,8% do peso do 4cido tanico em relagéio ao peso
total do meio (p/p) e 66% do volume da solugdo salina em rela¢@o ao peso total do meio (v/p).

** Incubac¢do em Camara Climatica a 90% de Umidade Relativa do Ar a temperatura de 30°C.

A umidade relativa do meio presente antes da fermentacdo foi de 73% e apds
incubac@o na Camara houve uma pequena redugao de 2%, resultando em 71%. Entretanto a
Camara quando utilizada a 90% de umidade relativa do ar, conseguiu manter a umidade
presente no meio de cultivo, ndo havendo perda de d4gua do meio para o ar, resultando em
um equilibrio da dgua presente no meio com o ar.

Utilizando o processo de otimizacdo, as melhores condicdes para a produgdo da
fitase, em 10 g de meio, seriam: 6,6 mL de SS (%); 0,58 g de AT (%); 2,82 g de bagaco de
laranja. Obtendo-se dessa forma uma atividade de 80 U/mL ou 320 U/g. Ndo existem
estudos relacionando a producao de fitase pelo fungo Paecilomyces variotii, representando

este estudo uma inovagao quanto a producao de fitase por fermentagdao em estado sélido.
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A atividade de fitase foi maior do que a obtida pela linhagem Aspergillus niger PD
com 6,73 UA/g de matéria seca, em que as c€lulas foram fermentadas, em estado soélido,
em meio de cultivo contendo residuo de mandioca com 65% do seu peso total representado
por solucdo salina, a temperatura de 30°C durante 7 dias de fermenta¢dao (Hong, 2001). O
microrganismo Rhizopus oligosporus apresentou atividade fitdsica de 14,29 UA/g de
substrato seco, este substrato apresentava torta de cdoco com 54,5% do seu peso total
representado por dgua (umidade do meio de cultura) em fermentacdo em estado sélido a
30°C durante 96 horas de fermentacdo (Sabu, 2002). Outro estudo usando torta de coco
suplementado com glicose, caseina e sulfato de amonio apresentou atividade de 26 U/g de
matéria seca, também em fermentacdo em estado sélido com o fungo Mucor racemosus
(Bogar, 2003). A levedura Saccharomyces cerevisiae apresentou uma atividade de 0,06
UA/mL em 72 horas de incubacao utilizando substrato sintético (4-nitrofenilfosfato) e 0,15
UA/mL em 96 horas de incubacao utilizando fitato de s6dio como substrato (Ries, 2009).
Chadha e colaboradores (2004) demonstraram que o microrganismo Rhizomucor pusillus
produziu a fitase em meio otimizado a 50°C e ap6s 48 horas de incubacgao a atividade foi de

9,18 UA/g de substrato em fermentac¢do em estado soélido.

4.3.2. DCCR para Produciao de Tanase

O segundo delineamento composto central rotacional foi também utilizado para
avaliar a resposta ou variavel dependente da atividade enzimadtica da tanase. Os ensaios
foram incubados com o microrganismo durante 96 horas, que foi o tempo que apresentou
atividade tandsica mais alta. As varidveis independentes estudadas foram: a concentragao
do 4cido tanico e a porcentagem do volume da solug¢do salina adicionada em relagdo ao
meio.

Apresenta-se na Tabela 11 a matriz das varidveis independentes em estudo, com

valores reais e codificados, e a varidvel dependente tanase durante 96 horas de incubacao.
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Tabela 11. Matriz DCCR 27 e a resposta da atividade enzimatica da tanase em 96

horas de incubacio.

Valores Codificados Valores Reais Resposta
Ensaios X1 X2 volume SS (%) AT (%) Tanase
U/mL
1 -1 -1 54 1 410
2 +1 -1 64 1 913
3 -1 +1 54 5 848
4 +1 +1 64 5 918
5 -1,41 0 52 3 349
6 +1,41 0 66 3 1139
7 0 -1,41 59 0,18 1131
8 0 +1,41 59 5,8 1081
9(0) 0 0 59 3 1233
10 (C) 0 0 59 3 1335
11 (C) 0 0 59 3 1430

x; = volume SS (%) = % do volume da Solu¢do Salina em relagd@o ao peso total (v/p) ; X, = AT (%) = % do

peso do 4cido tanico em relag@o ao peso total (p/p).

Analisando-se os valores das atividades obtidas na Tabela 11, verifica-se um
incremento nos seus valores, variando-se de 349 U/mL para o ensaio 5 (52% do volume da
Solugdo Salina em relacao ao peso total e 3% de acido tanico) até uma atividade méxima de
1430 U/mL, para o ensaio 11 (59% do volume da Solu¢do Salina e 3% de 4cido tanico).

A Tabela 12 apresenta os valores dos coeficientes de regressdo, t e p-valor para
avaliar quais sao as varidveis e suas interagdes, estatisticamente significativas, acima de

90% de confiabilidade (p<0,10).
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Tabela 12. Resultados do Coeficiente de Regressao, Erro Padrao, t, p e Limite de

Confianca na otimizacao dos componentes do meio de cultivo (volume da Solu¢ao

Salina e acido tanico) na atividade de tanase.

Coeficiente Limite de Limite de
de Err(~) t(5) p-valor Confianca Confianca

Regressao Padrao -90, % +90, %
Média* 1333 95 14 0,00003 1141 1525
(1) volume SS (%) (L)* 211 58 3,6  0,01518 94 329
volume SS (%) (Q)* -333 69 -4,8  0,00492 -472 -193
(2) AT (%) (L) 47 58 0,8 046116 -71 164
AT (%) (Q)* -152 69 -2,2 0,08085 -291 -12
1L x 2L -108 83 -1,3  0,24643 -275 58

* parametros estatisticamente significativos a 90% de nivel de confianga.

L = pardmetro linear; Q = parametro quadratico.

Com os resultados da Tabela 12, as varidveis linear AT (%) (concentracdo de acido

tanico) e interagdo volume SS (%) e AT (%) nao foram significativos, apresentando p igual

a 0,461 e 0,246, respectivamente. Assim, somente as varidveis volume SS (%) (L), volume

SS (%) (Q) e AT (%) (L) foram avaliados para Regressdo na Fonte de Variacdo no

ANOVA.

A andlise de variancia (ANOVA) esta representada na Tabela 13.
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Tabela 13. Analise de Variancia no estudo do efeito dos componentes do meio de

cultivo (volume SS (%) e AT (%)) na atividade de tanase.

Fonte de Soma Graus de Média

Variacao Quadratica Liberdade Quadratica Fea P
Regressao 999345 3 333115 11,64 0,004
Residuos 200285 7 28612

Falta de Ajuste 180873 5 36174,55 3,73

Erro Puro 19413 2 9706,33

Total 1199631 10

R’=0,83 Fiab©,1;3;7=3,07  Fian,1;5;2=9,29

Para o coeficiente de correlacao (R) o valor obtido foi de 0,91; para o coeficiente de
determinac¢do (R?) foi de 0,83, indicando uma boa correlagcdo entre os valores obtidos pelo
experimento e os preditos pelo modelo. O valor F da Falta de Ajuste obtido a partir da
ANOVA foi de 3,73 (2,49 vezes menor do que o valor de Fipelado=9,29), resultando em uma
falta de ajuste do modelo menor que o indicado pelo valor tabelado. O valor de F da
Regressao obtido foi de 11,64 (3,79 vezes maior do que o valor de Fiypelado=3,07), indicando
que o modelo para a atividade de tanase pode ser considerado estatisticamente significativo
a 90% de nivel de confianca.

Estes resultados sdo suficientes para obter um modelo codificado que descreve as
respostas em funcdo das varidveis analisadas. A partir da validacdo dos pardmetros de
estudo, foi obtido o modelo polinomial quadrdtico que representa o comportamento da

atividade enzimatica (2):
Tanase (U/mL) = 1332,67 -211,28*(volume SS) -332,52*(volume SS)* -151,52*(AT) (2)
O modelo polinomial quadritico foi utilizado para construir as superficies de
resposta e curvas de contorno. A Figura 4 mostra os efeitos dos componentes concentracao

de 4cido tanico e porcentagem do volume da solugdo salina em relagdo ao peso total do

meio, na producgdo de tanase pelo Paecilomyces variotii.
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Figura 4. Superficie de Resposta e Curva de Contorno para Atividade da Tanase

(U/mL)

A Figura 4 indica que para variavel AT (%) a faixa em que se obteria a maior
atividade enzimadtica seria entre 1,8 a 4,5% do peso total do meio, com concentragdo Gtima
de 3%. Valores acima de 4,5% desta concentragdo provocariam queda na atividade da
tanase devido provavelmente a inibi¢dao do dcido tinico para com a enzima. Este resultado
apresentou grande interesse ja que houve redu¢do na utilizagcdo do acido tanico, um indutor,
para producao de tanase em relacdo ao trabalho apresentado por Battestin e colaboradores
(2007b), em que se obteve uma concentragdo 6tima de 10% (p/p) em relagdao ao peso total
do meio, onde foi utilizado farelo de trigo e residuo de café como substrato, utilizando o
mesmo microrganismo apos 120 horas a 30°C de incubagio.

Para a concentracao do volume da solucdo salina em relagdo ao peso total do meio,
a faixa de 59 a 63% estimularia a producdo da enzima, com concentra¢do 6tima de 61%.
Concentragdes menores ou maiores do volume da solucdo salina diminuifram a atividade
tandsica.

Para producao de tanase, a melhor faixa do volume da solugdo salina adicionada no
meio foi de 61%. Foi realizada uma quantificacdo da umidade relativa do meio antes e apos
96 horas de incubagdo na camara climatica a 90% sem a inocula¢do do microrganismo. O

objetivo foi relacionar o volume da solucdo salina adicionada com a umidade presente no
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meio de cultivo e também para avaliar o desempenho da umidade durante a incubag@o na

camara climdtica. Os resultados estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Umidade relativa do meio de cultivo antes e ap6s incuba¢ao na camara
climatica para o meio 6timo para producao de tanase em bagaco de laranja.

Umidade Relativa do Meio de Cultivo (%)

Amostra* Tempo de Incubacao** Umidade Inicial Umidade Final

BL 96h 96 horas 60% 70%

* BL 96h = meio de cultivo de bagaco de laranja com 3% do peso do 4cido tanico em relagcdo ao peso

total do meio (p/p) e 61% do volume da solug@o salina em rela¢do ao peso total do meio (v/p).

** Incubacdo em Camara Climdtica a 90% de Umidade Relativa do Ar a temperatura de 30°C.

A umidade relativa do meio presente antes da fermentacdo foi de 60% e apds
incubacdo na Camara houve um aumento de 10%, resultando em 70%. Assim a Camara
Climatica adicionou mais d4gua no meio de cultura, resultando em equilibrio osmético na
faixa de 70% do meio com 90% de umidade relativa do ar a 30°C de temperatura.

Utilizando o processo de otimizacdo, as melhores condi¢des para a producdo da
tanase, em 10 g de meio, seriam: 6,1 mL de SS (%), 0,3 g de AT (%), 2,82 g de bagaco de
laranja. Obtendo-se dessa forma uma atividade de 1200 U/mL ou 4800 U/g de substrato na

fermentacao pela linhagem P. variotii.

4.3.3. Analise da Umidade Relativa do Ar no meio de Producao em Bagaco de

Laranja

Foram realizados ensaios para avaliar a influéncia da umidade relativa do ar, em que
o meio de producdo foi incubado para produ¢do da enzima tanase. O teste foi realizado com
o meio de produgdo otimizado para produgdo de tanase com as seguintes concentracdes de
umidade: 90, 80 e 70%.

A Tabela 15 demonstra os valores obtidos na média da atividade enzimética

tandsica em suas respectivas taxas de umidade e desvio padrdao a 90% de significancia.
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Tabela 15. Atividade Enzimatica da Tanase em diferentes valores de

Umidade Relativa do Ar.
Tanase (U/mL)
Umidade Relativa do Ar (%) Média *
90 1104 £33 a
80 911 £100b
70 805+68b

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,1) ao

nivel de 10% de probabilidade.

De acordo com os resultados, a incubacdo a 90% de umidade relativa do ar
apresentou atividade enzimadtica maior, comparada a 80 e 70%. A atividade tandsica
apresentou pequena diferenca entre 90 e 80% de umidade, e ndo houve diferenca estatistica
entre 80 e 70%, isso se deve supostamente pela pequena diferenca de umidade incubada do
meio entre as faixas estudadas, mas que podem ser significativas com faixas mais amplas
de estudo do local de incubacdo.

O meio de cultura otimizado no planejamento para producdo da enzima tanase em
bagaco de laranja apresentam maior atividade enziméatica em condi¢des de 90% de umidade
relativa do ar.

Um estudo foi realizado utilizando folhas de Jambolao (Syzygium cumini) como
substrato para fermentacdo em estado sélido, a 25°C apds 96 horas de fermentagcdo, com o
microrganismo identificado como Aspergillus fumigatus MA. O rendimento maximo
enzimatico da tanase foi de 174,32 UA/g de substrato, o meio utilizado apresentava uma
relacdo de 1:1 de substrato e 4gua com suplementagdo de glicose e nitrato de amdnio como
fontes de carbono e nitrogénio (Manjit, 2008).

Banerjee e colaboradores (2007) estudaram diferentes residuos agroindustriais para
producdo de tanase em fermentacdo em estado sélido com o microrganismo Aspergillus
aculeatus DBF9 e incubados a 30°C apds 72 horas. Os residuos foram farelo de trigo,
farelo de arroz, bagago da cana de agtcar, residuo de palha de arroz, em que foram obtidas

atividades enzimaéticas de 3,95; 2,93; 1,32 e 1,39 U/g de substrato, respectivamente.
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Foi realizado um estudo para obter maior rendimento de producdo da tanase. O
meio de cultivo era constituido por farelo de trigo como substrato s6lido inerte, umidade do
meio entre 50 a 60% em relagdo ao peso total do meio; 1,5% de 4cido tanico, 1% de glicose
e nitrato de sédio como fonte de nitrogénio. A producio enzimética foi por fermentagdo em
estado sdlido a temperatura de 35°C apds 60 horas de incubagdo com o Paecilomyces
variotii, sendo que a atividade méxima foi de 167 UA/mL (Raaman, 2009).

Battestin e colaboradores (2007b) realizaram um planejamento experimental em
fermentacdo em estado sélido para otimizacdo da producdo da tanase em farinha de trigo
suplementado com residuo de café e 4cido tanico. O microrganismo utilizado foi o
Paecilomyces variotii, em que o substrato foi fermentado a 30°C apds 120 horas. A
producgdo enzimatica otimizada foi de 1200 UA/mL ou 4800 UA/g de substrato.

Sabu e colaboradores (2005) utilizaram residuo de tamarindo como substrato,
suplementado com 4cido tanico a 5% em relagc@o ao peso total do meio e 65% de solucdo
salina. A atividade tandsica foi de 6,44 UA/g de substrato, que foi fermentado com a

linhagem Aspergillus niger ATCC 16620 a 30°C apds 120 horas de incubacao.
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4.4. Determinacoes Analiticas

4.4.1. Determinacdo de Fendis Totais, Taninos Hidrolisaveis e

Condensados no Bagaco de Laranja

Foi realizada inicialmente a escolha do solvente para extracdo de Fendis Totais nas
amostras em estudo. Na Tabela 16 estao representadas as concentracdes de Fendis Totais
em cada amostra extraida por quatro diferentes solventes: Acetato de Etila (1:1 com 4gua
destilada), Acetona (1:1 com 4gua destilada), Metanol (1:1 com dgua destilada) e Hexano

(anidro), em bagacgo de laranja ndo fermentado.

Tabela 16. Concentracao de Fendis Totais em bagaco de laranja

nao fermentado em diferentes tipos de solventes.

Fenois Totais (mg/g de amostra)

Solvente* Média
Acetato de Etila 35,59 £ 2,57
Acetona 46,27 £ 1,91
Metanol 30,77 £ 1,65
Hexano 2,01 £0,15

*Acetato = 1:1 de Acetato de Etila e Agua destilada; Acetona = 1:1 de Acetona e
Agua destilada; Metanol = 1:1 de Metanol e Agua destilada; Hexano = somente

Hexano.

Os resultados mostraram que o solvente Acetona diluido a 1:1 com dgua destilada
apresentou maior concentracao de fendis, com uma média de 46 mg/g de amostra. Existem
varios trabalhos mostrando diferentes tipos de solventes para extracao de fendis, concluindo
que ndo existe um padrdo a se seguir para amostras em alimentos, mas podemos confirmar
que solventes apolares ndo apresentam melhores efeitos para extracdo dos mesmos,

indicando que os compostos presentes nas amostras apresentam caracteristicas polares.
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Para melhor extracdo de Fenodis Totais e também para Taninos Hidrolisaveis,
Condensados e Antioxidantes, foi utilizado o extrato com solu¢do de Acetona para analisar
0s seus teores antes e apds a fermentagdo do bagaco de laranja.

Os teores de Fendis Totais e Taninos Hidrolisdveis no extrato com solug¢do de
Acetona das amostras, bagaco de laranja desidratado, meio de cultivo ndo fermentado para
producdo de tanase (3% de 4cido tanico) e meio de cultivo otimizado e fermentado para

producdo de tanase (apds 96 horas de fermentagdo) estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Concentracao de Fenoéis Totais e Taninos Hidrolisaveis em cada amostra

antes e apos fermentacao.

Fenéis Totais e Taninos Hidrolisaveis (mg/g de amostra)

Amostras* FT ** TH **
BL 42,28 +948 a 0,254 £ 0,06 b
BL 3% 42,89+2,12a 5,755+1,03 ¢
BL 3% F96h 52,66 £7,54a 3,345+0,84 ¢

*BL = Bagaco de Laranja desidratado; BL 3% = meio de cultivo ndo fermentado para produgado de tanase
(3% de acido tanico); BL 3% F96h = meio de cultivo otimizado e fermentado para producdo de tanase
(ap6s 96 horas de fermentagao).

**M¢édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) ao nivel de 5% de

probabilidade.

De acordo com os resultados, a concentracdo fendlica ndo foi alterada com a
suplementa¢ao de 4cido tanico, de acordo com a amostra BL 3%, em relagdo ao bagaco de
laranja desidratado. Para a amostra fermentada apds 96 horas de incubagdo para producdo
de tanase também ndo houve alteracdo na concentracdo de fendis totais. Com estes
resultados podemos supor que o fungo P. variotii em bagaco de laranja nao hidrolisou ou
mesmo sintetizou novos compostos fendlicos, mantendo a sua concentracdo apds o
processo fermentativo.

Os resultados obtidos para os taninos hidrolisdveis apresentaram aumento na sua
concentracdo em bagaco de laranja desidratado (BL) para o meio de cultivo nao fermentado
(BL 3%), isso porque o meio nao fermentado foi suplementado com 3% de dcido tanico,

que se caracteriza como tanino hidrolisavel.
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Apés a fermentagdo por P. variotii em 96 horas, a amostra manteve a sua
concentracdo de taninos, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas.
Provavelmente o microrganismo ndo hidrolisou estes taninos durante o processo
fermentativo. Possivelmente foram utilizados outros compostos para o crescimento do
fungo, como as fibras que constituem grande parte do bagacgo de laranja.

Em relagdo a determinagdo de taninos condensados, sua presenca ndo foi detectada
em nenhuma amostra. Provavelmente niao se obteve uma concentracdo minima de amostra
no processo de extragdo citado no item 3.4.1.

Khan e colaboradores (2010) quantificaram compostos fendlicos em bagaco de
laranja, usando etanol como solvente. Verificaram a presenca de 275,8 mg/100 g de
matéria. Uma concentragdo mais baixa em relacdo ao presente trabalho, da ordem de 10
vezes.

Faller e colaboradores (2010) determinaram a concentracdo de fendis em alguns
alimentos, dentre eles a laranja. Separaram a polpa do bagaco para quantificar em cada
parte da fruta e usaram metanol a 50% como solvente para extracdo dos compostos.
Constataram que o bagaco de laranja apresentou maior concentracdo de fendis do que a
polpa. Mas a concentragdo estava abaixo do verificado com o presente trabalho.

Ventura e colaboradores (2009) utilizaram o fungo da espécie Aspergillus niger
GHI1 para produzir tanase em folhas de duas espécies de vegetais, presentes em regioes
aridas, como substrato: Flourensia cernua e Larrea tridentada. O microrganismo
biotransformou mais de 75% do tanino presente na amostra em dcido gélico, que ¢ um
composto fendlico, apresentando cerca de 80 mg/kg de amostra apés quatro dias de
fermentacao.

Kanaze e colaboradores (2009) reportaram a presenca de flavondides no bagaco de
laranja, provenientes da Grécia. O solvente utilizado para extra¢do foi uma solucdo 1:1 de
agua e metanol. Pelo método cromatogréafico (CLAE) identificou a presencga de hesperidina,
diosmina e naringina, compostos fendlicos glicosilados, na concentragdo de 47,78; 2,16 e
0,05 mg/g de matéria seca, sendo os principais flavondides presentes no bagaco.

Aguilar e colaboradores (2008) quantificaram taninos hidrolisdveis em folhas de
Larrea tridentata e bagaco de Punica granatum durante processo fermentativo em estado

sOlido utilizando Aspergillus niger GH1. Para as folhas de Larrea tridentata a presenca de
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galotaninos foi mais expressiva; no bagaco de Punica granatum os elagitaninos que
apresentaram maior concentra¢cdo. Em ambos os substratos o microrganismo conseguiu
hidrolisa-los para 4cido gdlico e dcido eldgico apds 96 horas de incubagdo. Mostrando que
0 microrganismo utilizou estes compostos como fonte de carbono para seu crescimento.

Dei e colaboradores (2010) estudaram a influencia da dieta de nozes de Vitellaria
paradoxa fermentada com algumas espécies flingicas como Ceriporiopsis subvermispora e
Aspergillus niger. O material fermentado diminuiu sua concentragdo de taninos
hidrolisdveis de 3,4 para até 0,7 mg/g de amostra, tornando o produto com menor
concentracdo de compostos antinutricionais para uso em ra¢ao animal.

Foi determinada a concentra¢do de taninos hidrolisdveis antes e apds fermentacao
por Paecilomyces variotii em farinha de sorgo e suplementagdo de tanase e fitase. A farinha
de sorgo apresentava 64 mg de taninos hidrolisdveis em 100 g de amostra, depois da
aplicagcdo das enzimas e/ou microrganismo a concentragdo caiu 90%. Entre as amostras nao
houve diferenca estatistica, demonstrando possivel hidrélise por tratamento enzimético ou
bioldgico (microrganismo), entretanto nao podemos afirmar com certeza pois a diminui¢ao
pode ter ocorrido pelo tratamento fisico, que foram macera¢do e aquecimento (Schons,
2009).

Clifford e colaboradores (2000) reportaram a presenca de elagitaninos, um dos
principais taninos hidrolisdveis, em algumas espécies vegetais de interesse econdmico
como: castanha de cajud, pistache, aveld, manga, caqui, goiaba, roma, damasco, péssego,
morango, framboesa, amora e uva, sendo na maioria das vezes encontrada em folhas.

Em sorgo do tipo vassoura foram detectados 67,3 mg de taninos condensados a cada
grama de amostra. Esta amostra foi fermentada por Paecilomyces variotii e em seguida
detectada a presenca de taninos na concentracdo de apenas 0,045 mg/g de amostra,

mostrando que o microrganismo hidrolisou-o (Schons, 2009).
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4.4.2. Capacidade Antioxidante

Para este teste utilizou as seguintes amostras: meio de cultivo ndo fermentado para
producdo de tanase (3% de 4cido tanico) e meio de cultivo fermentado para producio de
tanase (ap6s 96 horas de fermentacdo). As médias e desvio padrio da capacidade

antioxidante durante 60 minutos de reagcdo estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Capacidade antioxidante do meio otimizado nao fermentado e apos

fermentacao para producao de tanase.

Capacidade Antioxidante (mmolequivalenteTrolox/g amostra)

BL 3%* BL 3% F96h*
Tempo Média** Média**
0 1713 a 191£16b
5 18+ 1,7a 193+ 16D
10 18+ 1,8a 196 £ 16b
15 19+1,8a 197+ 170
20 19+19a 197+ 17b
25 19+20a 199+ 17b
30 19+20a 200+ 17 b
40 19+20a 202+ 17b
50 20£20a 204+ 170
60 20£20a 203+ 170

* BL 3% = meio de cultivo ndo fermentado para producdo de tanase (3% de 4cido tanico); BL 3% F96h
= meio de cultivo otimizado e fermentado para producio de tanase (apds 96 horas de fermentagdo).
**M¢édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) ao nivel de 5% de

probabilidade.

A capacidade redutora do radical ABTS" nas amostras demonstrou que durante os
60 minutos de reacdao ndo houve diferencas estatistica em sua capacidade antioxidante. A
amostra BL 3% apresentou valor da concentracao equivalente de Trolox de 20 mmol/g de

amostra.
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A BL 3% F96h apresentou uma capacidade antioxidante de 191 mmol/g de amostra
na reacdo. Esta amostra foi tratada pelo processo fermentativo por Paecilomyces variotii,
mostrando que o microrganismo aumentou a concentracdo de compostos com capacidade
de protecao a oxidagao, impedindo a presenca de radicais livres no meio.

Em geral a presenca de compostos fendlicos é que determina a capacidade
antioxidante, existindo uma relacdo direta entre eles. Conforme estudado por Battestin e
colaboradores (2008) a acdo da tanase, proveniente do P. variotii, em extrato de chd verde
formou produtos como d4cido gélico e epigalocatequina, provenientes da hidrélise
epigalocatequina galato e, consequentemente, aumentaram a capacidade antioxidativa.
Entretanto, como j4 dito anteriormente as amostras pré e pds-fermentadas ndo apresentaram
diferencas significativas na concentracdo de taninos hidrolisdveis e compostos fendlicos.
Para trabalhos futuros, uma andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia nestas
amostras seria adequada para determinar os compostos presentes.

A Figura 5 apresenta a capacidade antioxidante das amostras em estudo durante 60

minutos de reagao.
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Figura 5. Capacidade Antioxidante das amostras durante 60 minutos de reacao.
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Estudou-se a influéncia do processo de desidratagdo em bagaco e pola da laranja. De
acordo com os resultados houve um aumento da capacidade antioxidante de bagaco de
laranja apds o processo de desidratacdo, que foram feitos por secagem e aquecimento,
principalmente a temperaturas de 60°C (Garau, 2007).

Anagnostopoulou e colaboradores (2006) relataram em laranja da espécie Citrus
sinensis, atividade antioxidante, sendo atribuida pela presenca de flavanonas glicosiladas,
flavonas e flavanois.

Jayaprakasha e colaboradores (2008) publicaram a capacidade antioxidante de
laranjas das variedades Navel e Toranja. Foram realizados extragdes com diferentes tipos
de solvente e relataram que metanol apresentou melhor capacidade de extragdo para a
atividade antioxidante nas duas variedades sendo 2,3 mmol/g de amostra para Toranja e 2
mmol/g para Navel. Para a atividade usando o método de DPPH, foi publicada uma
inibicdo acima de 90% da atividade oxidativa, utilizando 1000 ug de amostra por mL de
etanol ou acetona para Toranja e somente etanol para variedade Navel. Estes valores estdo
abaixo dos apresentados neste trabalho, essa diferenca pode ser explicada, pois foram
usadas amostras de diferentes regides.

Kanaze e colaboradores (2008) apresentaram a atividade antioxidante de bagaco de
laranja cultivada na Grécia para uso na producdo comercial de hesperidina. Diferentes
fracdes de extragao foram testadas pelo método DPPH, que determinou a concentracdo de
apenas 10 mg da amostra por mL da solucdo.

Aguilar e colaboradores (2008) publicaram o aumento da concentracdo de
compostos com capacidade antioxidante em materiais fermentados como bagaco de roma e
folhas da espécie Larrea tridentata. Foi relacionado o aumento da presenca de dcido gélico
e dcido elagico para o aumento da capacidade antioxidante, também foi relatada a produgao
de 4cido fertlico e dcido p-cumdrico em fermentagao em estado sélido.

Battestin e colaboradores (2008) demonstraram a atividade antioxidante de cha
verde apds aplicagdo de tanase produzida por Paecilomyces variotii. Os resultados
relataram que a suplementagdo de tanase no produto aumentou a atividade antioxidativa ja

que a enzima hidrolisou taninos e liberou dcido gélico e epigalocatequina.
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4.4.3. Fibras Alimentares Dietéticas Totais, Soliveis e Insoliveis

A Tabela 19 apresenta as médias e seus desvios padrdes da porcentagem de fibras

alimentares dietéticas totais, insolivel e solivel, respectivamente.

Tabela 19. Porcentagem de Fibras Alimentares Dietéticas.

Fibras Alimentares Dietéticas

Amostra* Total (%) Insolavel (%) Soluavel (%)
BL 68,73+ 0,4 44 +0,2 24,73 £ 0,59

BL 5,8% F72h 17,90 £ 0,16 12,33 + 1,31 5,57 £ 1,47
BL 3% F96h 27,40 £ 1,13 17,66 + 1,01 9,75 £ 0,15

*BL = bagaco de laranja desidratado; BL 5,8% F72h = meio de cultivo otimizado e fermentado para
producdo de fitase (apds 72 horas de fermentagdo); BL 3% F96h = meio de cultivo otimizado e

fermentado para producdo de tanase (apds 96 horas de fermentagao).

De acordo com os resultados, o bagaco de laranja desidratado apresentou maior
concentracdo de fibras totais, soliveis e insoluveis. Nas amostras fermentadas por
Paecilomyces variotii, tanto para producdo de fitase (BL 5,8% F72h) quanto para tanase
(BL 3% F96h), sofreram reducdo na concentracdo de fibras. Provavelmente o
microrganismo utilizou essas fibras como substrato para sua nutri¢do e desenvolvimento no
meio. O meio fermentado para produzir fitase apresentou maior decréscimo de fibras,
havendo uma perda de 84% das fibras totais, em compara¢do ao meio fermentado para
produzir tanase que perdeu 60% das fibras totais.

Em relacdo as fibras insoldveis, o meio fermentado para producio de tanase obteve
uma perda de 60% de fibras, mas a amostra fermentada para producdo de fitase perdeu
aproximadamente 72% das fibras insoluveis presentes na amostra.

O meio de bagaco de laranja fermentado para producdo de fitase apresentou uma
reducdo de 78% das fibras soldveis presentes em comparagdo ao bagaco desidratado. O
meio para producdo de tanase reduziu em 61% a concentracdo de fibras do tipo soluvel.
Confirmando assim que o fungo P. variotii utilizou mais as fibras no meio otimizado para

producdo de fitase.
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A Figura 6 ilustra a concentracio de fibras presentes em cada amostra: (a) BL 5,8%
F72h; (b) BL 3% F96h.
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Figura 6. Porcentagem de Fibras Alimentares Dietéticas nas amostras: (a) BL 5,8%

F72h; (b) BL 3% F96h.

O processo de fermentacdo diminuiu a concentragdo de fibras dietéticas na amostra,
passando de 68% do peso inicial total da amostra para menos de 30%. A fibra dietética
mais utilizada pelo microrganismo foi a do tipo soldvel, j& que no final do processo
fermentativo ele apresentava com apenas 22% em relacdo a suas quantidades iniciais,
mostrando que o microrganismo foi capaz de hidrolisar estes compostos e utilizd-los para
seu crescimento e produgdo das enzimas de interesse no estudo.

Em relagdo a presenga de fibras, que sdo importantes para racdo animal, o processo

fermentativo ndo trouxe beneficios, ja que diminuiu a concentragdo dessas substancias, que
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sdo importantes para a digestibilidade do alimento no trato gastrintestinal do animal. No
entanto, a fermentacdo deste residuo foi interessante para produg¢do de enzimas, no caso a
fitase e tanase, resultando em um processo com maior viabilidade financeira.

Larrauri e colaboradores (1997) avaliaram a concentragdo de fibras presentes no
bagaco de laranja e sua associacdo com a capacidade antioxidante. De acordo com os
resultados a concentracdo de fibras totais foi entre 61 a 69% e das fibras soliveis foram
entre 19 a 22%. A capacidade antioxidante do bagaco foi determinada, e concluiram por
CLAE que os compostos presentes nas fibras que induziam a protecdo antioxidativa eram
acidos cafeico e ferdlico, naringina, hesperidina e miricetina.

Montagne e colaboradores (2003) publicaram a importancia da presenca de fibras
alimentares dietéticas para saiide e manutencdo da microflora do intestino grosso, como o
aumento da protecdo de infeccdes entéricas, doengas cardiovasculares e sistémicas e outras
doencas cronicas.

Em contrapartida, existem estudos em que a presenca de fibras juntamente com
fitato inibe a absor¢ao de cdlcio em animais, assim com a diminuicao de fitato pela a¢ao da
enzima fitase e concomitante reducdo na concentracdo de fibras na amostra, a taxa de
absor¢do de cdlcio no trato gastrointestinal serd maior com a fermentacdo do substrato
(Lonnerdal, 1989; Heaney, 1991; Harrington, 2001). Entretanto, um estudo de
digestibilidade do bagaco, antes e apds fermentacdo, em animais deve ser realizado para

avaliar seus efeitos.

4.4.4. Determinacio de Calcio

Os resultados para bagaco de laranja desidratado, meio de cultivo com bagaco de
laranja para producao de fitase e fermentado apds 72 horas e o meio de cultivo com bagago

de laranja otimizado para producdo de tanase e fermentado apds 96 horas estdo

apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20. Concentracao de calcio presente nas amostras em estudo.

Concentracao de calcio (mg/kg de amostra)

Amostra* Média
BL 143,5+4.8

BL 5,8% F72h 32+0,8
BL 3% F96h 65,75 £ 5,6

*BL = bagaco de laranja desidratado; BL 5,8% F72h = meio de cultivo otimizado e
fermentado para producdo de fitase (apds 72 horas de fermentacao); BL 3% F96h = meio
de cultivo otimizado e fermentado para producdo de tanase (apds 96 horas de

fermentacdo).

De acordo com os resultados, o bagagco de laranja desidratado foi a amostra que
apresentou maior concentrac¢io de célcio, com 143,5 mg/kg. A amostra fermentada apds 72
horas (BL 5,8% F72h) apresentou 32 mg/kg e a amostra BL 3% F96h com 65,8 mg/kg de
amostra.

Ap6s a fermentagao do bagaco de laranja, houve um decréscimo na concentragdo de
calcio presente na amostra analisada. Ocorrendo uma possivel liberacdo do célcio que
estava ligado aos compostos presentes no bagago, como as fibras, resultando na menor
concentracdo de célcio nas amostras fermentadas. As amostras fermentadas foram
submetidas ao processo de extracdo enzimatica, em que a fracdo liquida (sobrenadante) foi
utilizada para determinagdo enzimética e a fragdo sdlida (material retido na filtragdo) para
determina¢do de compostos fendlicos, taninos, antioxidante, fibras e cdlcio. O mineral que
foi liberado provavelmente passou para fase liquida na etapa de extracdo, diminuindo assim
sua concentragdo no extrato sélido. Um estudo, em trabalhos futuros, devera ser realizado
nesta fracdo liquida para quantificar o cdlcio presente, para que se possa concluir a
concentracao total do cdlcio presente antes da fermentacao.

Entretanto, podemos afirmar que processos fermentativos alteram os niveis da
bioacessibilidade de minerais, neste caso o cdlcio, em amostras organicas, principalmente
em vegetais (Poutanen, 2009).

Foi realizado em reatores de auto hidrélise ndo isotérmica um estudo para

determinar a composi¢do quimica do bagaco de laranja antes e apds este processo. De
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acordo com os resultados, o processo de auto hidrélise aumentou a concentragdo de célcio,
passando de 5,46 mg/kg para 155 mg/kg de amostra (Rivas, 2008).

Topuz e colaboradores (2005) publicaram a quantificacio de minerais em 4
variedades de laranjas, em relagdo ao suco da fruta. De acordo com os resultados, foram
encontrados entre 53 a 94 mg de cdlcio por litro de amostra entre as variedades.

Sripriya e colaboradores (1996) estudaram o aumento da biodisponibilidade de
minerais pela fermentacao natural da espécie vegetal Eleusine coracana, conhecido como
Capim Pé de Galinha. Os resultados mostraram que houve um aumento da
biodisponibilidade de minerais, principalmente zinco e calcio. A concentragdo de fitato

diminuiu em torno de 60% na amostra.

5. Conclusoes Parciais

Obteve-se pela primeira vez uma produgdo simultanea das enzimas tanase e fitase,
utilizando o processo de fermentacdo em estado sélido. Estas enzimas sdo de grande
interesse para industria de racdo animal e foram obtidas a partir de um tnico

microrganismo, o fungo filamentoso Paecilomyces variotii.

Foi possivel produzir as enzimas tanase e fitase a partir do bagaco de laranja,
utilizando um subproduto do setor agroindustrial. Foi observado que houve um decréscimo
na concentracdo do indutor 4dcido tanico para producdo da enzima tanase, podendo diminuir

o custo de producgao.

Através do processo fermentativo foi possivel aumentar a capacidade antioxidante
do bagaco de laranja e com isso estimular o interesse em sua utiliza¢do como rag¢do animal.
Porém, houve um decréscimo na quantidade de fibras presentes no bagaco apds a sua
fermentacdo, prejudicando sua utilizacdo em relacdo ao processo de digestibilidade durante

a passagem do trato gastrointestinal.
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Capitulo 3: PRODUCAO SIMULTANEA DE FITASE E TANASE E
DETOXIFICACAO DE TORTA DE MAMONA PARA REUSO EM RACAO
ANIMAL.

1. Resumo

Para producdo de biodiesel, o 6leo proveniente da mamona se destaca entre as
sementes oleaginosas. Além do 6leo, a mamona apds a extracdo produz a torta que € de
grande interesse para fertilizacdo organica. A torta também apresenta alta concentracdo de
proteinas, o que traz possibilidades para sua utilizacio como ingrediente para nutri¢do
animal. No entanto, essa aplicacdo enfrenta problemas na presenca de toxinas,
principalmente da ricina, uma proteina que impede a sintese protéica nas células de animais
que as ingerem. Atualmente, diversas técnicas vém surgindo para detoxificar a torta de
mamona e utilizd-la na alimentacao animal. Dentre estas técnicas, a fermentacdo em estado
so6lido mostrou-se promissora na detoxificagdo da torta, e simultaneamente pode ser
utilizada para producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico, aumentando seu valor
comercial. No presente trabalho o objetivo foi produzir simultaneamente as enzimas fitase e
tanase utilizando o fungo Paecilomyces variotii através da fermentacdo em estado sé6lido
em torta de mamona. Foram realizadas determinacdes de fendis totais, taninos
hidrolisdveis, condensados e estudos da detoxificacdo da torta apds o processo
fermentativo. A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) foi aplicado para otimizar a
producdo das enzimas fitase e tanase. O planejamento composto central rotacional 2’
(PCCR) foi utilizado para verificar a influéncia das varidveis independentes, em
porcentagem: umidade relativa do ar (UR), dcido tanico (AT) e solu¢do salina (SS) na
atividade enzimdtica de fitase e tanase (U/g). Foram realizados 17 ensaios, incluindo 8
ensaios ao fatorial completo 23 , 6 ensaios referentes aos pontos axiais e 3 ensaios referentes
aos pontos centrais para estimar o erro puro. O resultado para o estudo da cinética de
fermentacao mostrou que o meio contendo torta de mamona apresentou maior atividade nos
tempos de 48 e 72 horas para produgdo de tanase e fitase, respectivamente. Utilizando a
MRS as melhores condi¢des para produgdo de tanase foram: 90% de UR; 25% de SS; 4,6%

de AT; obtendo-se uma atividade enzimatica de 2800 U/g de substrato. Para producdo da
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enzima fitase as melhores condi¢cdes foram: 90% de UR; 25% de SS, obtendo-se uma
atividade enzimdtica de 280 U/g de substrato. O SDS-PAGE ndo detectou a presenca de
ricina durante o processo fermentativo, entretanto no teste de citotoxicidade as células
perderam viabilidade, apresentando uma possivel quantidade residual de ricina ou o

microrganismo produziu compostos toxicos a sobrevivéncia das células Vero.

Palavras-chave: Torta de Mamona, Tanase, Fitase, Detoxificag¢do, Paecilomyces variotii.
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1.1. Abstract

For biodiesel production, oil from the castor bean stands out among the oilseeds.
Besides the oil, the castor bean produces an oil cake after the extraction, which is of great
interest for organic fertilization. The cake also has a high concentration of proteins, which
has possibilities for use as an ingredient for animal nutrition. However, it still faces
problems in the presence of toxins, especially the ricin, a protein that prevents protein
synthesis in cells of animals that ingest it. Currently, several techniques have emerged to
detoxify castor bean oil cake and use it as animal food. Among these techniques, solid-state
fermentation proved to be promising in the detoxification of the cake, and it can be used for
the production of enzymes of biotechnological interest, increasing its commercial value. In
this work, we aimed to produce both the phytase and tannase enzymes using the fungus
Paecilomyces variotii by solid-state fermentation in castor cake. An analysis was made for
total phenols, hydrolysable and condensed tannins, and studies of detoxification of the cake
after the fermentation process. The Response Surface Methodology (RSM) was applied to
optimize production of phytase and tannase enzymes. The central rotational compound
planning 2* (CRCP) was used to verify the influence of independent variables, in
percentage: relative air humidity (UR), tannic acid (TA) and salt solution (SS) in the
enzymatic activity of phytase and tannase (U/g). There were 17 trials, including eight (8)
trials at the complete factorial 23 six (6) trials related to the axial points and three (3) trials
concerning central points to estimate pure error. The result for the study of the fermentation
kinetics showed that the medium containing castor bean oil cake showed higher activity in
the periods of 48 and 72 hours for the production of tannase and phytase, respectively.
Using the MRS, the best conditions for tannase production were 90% of UR, 25% SS, 4.6%
TA, yielding an activity of 2,800 U/g tannase. For the production of phytase, the best
conditions were: 90% UR, 25% of SS, yielding an activity of 280 U/g tannase. The SDS-
PAGE did not detect the presence of ricin during the fermentation process. However, on the
test of cytotoxicity, the cells lost viability, indicating a possible residual amount of ricin, or

the microorganism has produced compounds which were toxic to the survival of Vero cells.

Keywords: Castor Cake, Tannase, Phytase, Detoxification, Paecilomyces variotii.
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2. Introducao

O Brasil confere grande potencial na produgdo de dleos vegetais e seus derivados,
destacando o setor de biodiesel, em decorréncia do interesse em substituir o combustivel de
origem mineral (proveniente do petréleo), ja que o organico € renovavel e menos poluente
(Anandan, 2005; Jones, 1947).

Dentre os vegetais utilizados para producdo do biodiesel, a mamona (Ricinus
communis L.) vem se destacando no pais. O Brasil ja representa cerca de 7,5% da produgao
de 6leo vegetal no mundo, ficando atrds apenas da India e China (Savy Filho, 2005).

Para obten¢do do 6leo, a semente da mamona deve ser passada pela extragcdo, que
acaba produzindo também um residuo chamado de torta. A torta de mamona hoje € alvo de
grande interesse comercial devido ao seu alto valor nutricional, principalmente pela
concentracdo de proteinas. A torta bruta é muito utilizada como adubo organico, mas pode-
se utilizar para racdao animal desde que passe por uma eliminacdo dos residuos téxicos
presentes como o complexo alergénico albumina 2S, ricina e principalmente a ricina
(Anandan, 2005; Jones, 1947).

Muitos trabalhos vém sendo relatados na finalidade de eliminar os compostos
téxicos da torta, como adicdo de hidréxido de sédio ou pelo processo de autoclavagem
(Gowda, 2009; Anandan, 2005).

A fermentacdo em estado sdlido também apresenta sucesso na detoxificagdo da
torta, como na inoculagdo do fungo Penicillium simplicissimum em torta de mamona
incubada em condi¢Oes Otimas para seu crescimento, que acabam conseqiientemente
hidrolisando os compostos toxicos, tornando-os detoxificados (Godoy, 2009).

O presente trabalho visou avaliar a producdo simultanea de tanase e fitase na torta
de mamona em fermentagdo em estado sélido com Paecilomyces variotii, bem como
determinar a concentracdo de fendis, taninos e ricina (detoxificacdo) antes e apds o

processo fermentativo.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Obtencao da Torta de Mamona

A torta de mamona foi doada pela industria produtora de 6leos vegetais A. Azevedo
Industria e Comércio de Oleos Ltda — Itupeva — SP. O residuo foi triturado e submetido a
um processo de separacdo granulométrica em tamis de 10 mesh, com 1,68 mm (Bertel

Indistria Metalirgica LTDA).

3.2. Caracterizacao do residuo

3.2.1. Determinacao do pH

Foram adicionados 5 mL de dgua deionizada a 0,5 g de amostra, a mistura foi
vigorosamente agitada. Apds 10 minutos, o pH do sobrenadante foi medido em
potencidmetro (Marte®-MB-10).

3.2.2. Porcentagem de Agua (Karl-Fischer)

Metodologia utilizada para amostras com baixa quantidade de 4agua livre, como
cereais, casca de frutas, residuos vegetais e graos. Baseia-se na oxidacdo de SO; pelo I,
que constituem o reagente de Karl Fischer, na presenca de dgua, conforme ilustrado na
equacdo quimica a seguir (Laitinen, 1975).

L, + SO, + H,O - 2HI + H>SO,

Esta metodologia foi realizada por titulacdo volumétrica através do aparelho de Karl

Fischer KF-1000 (Analyser). Este aparelho fornece diretamente a porcentagem de dgua da

amostra, sendo necessario fornecer a massa de amostra adicionada no frasco de titulacao.
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3.2.3. Umidade

Foi postada 0,5 g de amostra em placas de Petri previamente taradas e pesadas em
balanca analitica. Apds a incubacdo de 24 horas em estufa a 105°C, as mesmas foram

pesadas até atingir peso constante.
3.3. Processo Fermentativo
3.3.1. Microrganismo

O microrganismo Paecilomyces variotii foi selecionado dentre 400 linhagens
fingicas pertencentes ao laboratério de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp. Este fungo apresentou melhor capacidade de sintese
de tanase conforme descrito por Macedo e colaboradores (2005). O microrganismo foi
mantido em meio Potato Dextrose Agar (PDA — OXOID - CM0139) em tubos de ensaios
com suplemento de 0,2% de 4cido tanico (Tanal B — Prozyn - BioSolutions) e incubados
em estufa a 30°C (Estufa de Cultura Modelo 002 CB - FANEM-LTDA) durante 72 horas.
A cultura vém sendo conservada a 4°C sob camada de vaselina esterilizada e repicadas a

cada trés ou quatro meses de armazenamento.
3.3.2. Preparo do Pré-inéculo

O microrganismo foi repicado em meio de cultura PDA com 0,2% de 4cido tanico
em placas de Petri onde, depois de 72 horas de crescimento a 30°C, 10 areas circulares de
1,54 cm? (d = 1,4 cm) foram retiradas da placa contendo o microrganismo e transferidas
para um Erlenmeyer contendo 50 mL de dgua destilada estéril. Em seguida foi realizada
uma suspensdo celular com um homogeneizador do tipo Turrax (Ultra-Turrax® T50),
obtendo no final uma concentraco de 9 x 10° células/mL, em que a contagem foi realizada

em camara de Neubauer, adaptado por Battestin (2007b).
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3.3.3. Meio de Fermentaciao

Em Erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 5 g do residuo (torta de mamona); 5
mL da solugdo salina (g/L) composto por: 1,0 de KH,PO4; 2,0 de NH4NOs; 0,2 de
MgS04.7H,0; 0,02 de CaCl,.2H,0; 0,004 de MnCl,.4H,0; 0,002 de Na,M00O,4.2H,0 e
0,0025 de FeSO4.7H,0; e 10% de é&cido tanico (Battestin, 2007b). Em seguida os
Erlenmeyers foram esterilizados em autoclave a temperatura de 121°C durante 15 minutos.
Ap6s resfriar a temperatura ambiente, foi adicionada 1 mL da suspensdo de esporos do
Paecilomyces variotii, como descrito no item 3.3.2. Apds a inoculacdo, os Erlenmeyers

foram incubados em estufa a 30°C durante 120 horas.

3.3.4. Extracao Enzimatica

Apds a fermentacdo procedeu-se a extracdo da enzima adicionando 4 partes de
tampao acetato pH 5,5 — 0,02 M para 1 parte do meio de fermentacdo em cada Erlenmeyer.
Os frascos foram agitados a 200 rpm por 1 hora (Battestin, 2007b). A solug¢do foi filtrada
em gaze e o extrato retido na filtracdo foi denominado extrato s6lido bruto. O filtrado foi
centrifugado (Beckman Coulter — Allegra™ X-22R Centrifuge) a 7100 x g por 30 minutos
a 4°C, sendo entdo chamado de extrato enzimatico bruto (Lekha, 1997). O extrato
enzimatico foi utilizado para determinacdo da atividade das enzimas tanase e fitase. O
extrato sOlido bruto foi utilizado para determinagdes analiticas de fendis totais, taninos

condensados, taninos hidrolisados e detoxifica¢do, conforme descrito no item 3.4.

3.3.5. Determinacao da Atividade Enzimatica da Tanase

A medida da atividade da enzima tanase foi realizada empregando-se 0,3 mL de
substrato [solucdo de dcido tanico 0,7% (p/v) em tampao acetato pH 5,5 — 0,2 M]; 0,5 mL
de solucdo enzimatica, incubando a 60°C por 10 minutos, paralisando a reagcao pela adi¢ao
de 3 mL de solucdo de albumina de soro bovino (BSA) na concentragdo de 1 mg/mL
(solugdo preparada em tampao acetato pH 5,0 — 0,2 M, contendo 0,17 M de cloreto de

sd6dio), sendo em seguida centrifugada a 7100 x g durante 15 minutos a temperatura de 4°C.
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O precipitado contendo o acido tanico que a enzima ndo hidrolisou foi ressuspenso em 3
mL de solucdo SDS-Trietanolamina [SDS 1% (p/v) adicionando 5% (v/v) de
Trietanolamina em dgua destilada] acrescido 1 mL de solu¢ao de FeCLs (0,01 M de FeCl;
em 0,01 M de 4cido cloridrico), apds 15 minutos de repouso procedeu a leitura da
absorbancia a 530 nm em espectrofotdmetro (Beckman Coulter DU 640), o resultado foi
chamado de Absse. O branco foi efetuado com um teste que contém todos os reagentes
usados na determinacdo, com dgua destilada no lugar do extrato enzimdtico. O teste
controle foi feito com o extrato enzimatico desnaturado previamente incubado em banho de
dgua em ebuli¢do durante 15 minutos, que foi chamado de Absconiole- A absorbancia final
obteu-se da seguinte forma:
Abs = AbS¢ontrole — AbSteste

Uma unidade de atividade da enzima foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para liberar um pmol de 4cido tanico por minuto de reacdo nas condigdes
testadas. O curso da reagcdo foi acompanhado por uma curva de calibracio com 4cido

tanico, conforme metodologia descrita por Mondal e colaboradores (2001).

3.3.6. Determinacio da Atividade Enzimatica da Fitase

Empregou-se o substrato sintético para fosfatase para medida da atividade de fitase.
A 1000 pL de solucdo 5 mM 4-nitrofenilfosfato dissédico hexahidratado (Sigma) foram
adicionados 500 uL de acido acético pH 5,0 - 0,8 M e 500 uL do extrato enzimético bruto.
Ap06s 10 minutos de reacdo em banho com aquecimento a 37°C, a reacdo foi paralisada com
2 mL da solug¢ao de hidréxido de sédio 0,1 M, a liberagdo de p-nitrofenol foi lida a 410 nm
em espectrofotometro, o qual foi chamado de Abs,g.. O teste controle efetuou-se com
solucdo enzimdtica incubada em tubo de ensaio em banho sob aquecimento da dgua em
ebulicdo durante 15 minutos, o qual foi denominado de Absconmole- A absorbancia final foi
obtida da seguinte forma:

Abs = AbScontrole — AbSteste
No branco, substituiu a solucido enzimdtica por dgua destilada. O curso da reagdo foi

acompanhado por uma curva de calibragdo de p-nitrofenol. Uma unidade de atividade da
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enzima foi definida como a quantidade de enzima necessdria para liberar um pmol de p-

nitrofenol por minuto de reacao nas condi¢des testadas (Stockmann, 2003).

3.3.7. Cinética de Fermentacao

Com o objetivo de definir a cinética de fermentacdo, a atividade enzimatica da
tanase e fitase foram determinadas em diferentes tempos: 24, 48, 72 e 96 horas. Definindo
assim o melhor tempo de fermentagdo do meio para producdo das enzimas, sendo este

tempo utilizado na etapa de delineamento experimental.

3.3.8. Delineamento Experimental

Com objetivo principal de otimizar a producdo das enzimas tanase e fitase na torta
de mamona, foram analisados a influéncia da concentracdo do 4cido tanico e volume da
solucdo salina no meio de producdo enzimatica. Utilizou-se a técnica do delineamento
composto central rotacional (DCCR), apresentando 8 pontos fatoriais (p.f.), 6 pontos axiais
(p-a.) e 3 pontos centrais (p.c.) totalizando 17 ensaios 2 pf.+6p.a +3pc.=17). As3
varidveis independentes foram: umidade relativa do ar (%) em Camara Climatica (Nova
Etica-Modelo 420/CLDTS 300); concentracdo de dcido tinico, que foi expresso em
porcentagem em relacdo ao peso total do meio (p/p); € o volume da solugdo salina, que foi
expresso em porcentagem em relacio ao peso total do meio (v/p). As varidveis dependentes
(respostas) foram atividade enzimatica da tanase e fitase.

A concentracdo de 4cido tanico (%) utilizada nesse estudo foi determinada de
acordo com Battestin e colaboradores (2007b), onde a produ¢do méxima de tanase foi
obtida utilizando 8 a 15% de 4cido tanico. Para o presente trabalho, foram testadas
concentracdes menores de dcido tanico a fim de reduzir os custos do meio de producao.

A quantidade de sal adicionado no meio de fermentacdo esta descrito no item 3.3.3.
Nesse estudo foi avaliado o volume de 4gua adicionado ao meio de fermentagdo. A faixa de
volume de 4gua adicionada foi determinada de acordo com a capacidade maxima de

absor¢do do substrato, sem apresentar dgua livre no meio, conforme Tabela 1. Os valores
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reais utilizados nos ensaios do planejamento estdo apresentados na Tabela 2 e a matriz dos

ensaios na Tabela 3.

Tabela 1. Capacidade de Absorc¢ao de Agua da Torta de Mamona.

Capacidade de Absorcao de Agua

Massa da Amostra* Volume de Agua Absorvida Umidade (%)
10g 11 mL 55

*Peso da torta de mamona postado para avaliar a capacidade de absor¢@o de 4gua em seu meio.

De acordo com a tabela 1, a capacidade méaxima de dgua que a torta de mamona
absorveu em 10 gramas foram 11 mL de 4gua, ou seja, em um meio com torta de mamona e

agua, 55% do peso do meio estd representado por dgua.

Tabela 2. Valores utilizados no DCCR para trés fatores.

Niveis
Variaveis* -1,68 -1 0 1 1,68
UR (%) 60 66 75 84 90
volume SS (%) 25 31 40 49 55
AT (%) 4,6 6 8 10 11,4

* AT (%) = Concentracdo de Acido Tanico (p/p); volume SS (%) = volume da Solucdo Salina
(v/p); UR (%) = Porcentagem da Umidade Relativa do Ar.
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Tabela 3. Matriz do delineamento contendo valores codificados das variaveis.

Ensaios Niveis Codificados das  Niveis Nao-Codificados das Variaveis
Variaveis Independentes* Independentes*
X1 X2 x3 UR (%) volumeSS (%) AT (%)
1 -1 -1 -1 66 31 6
2 +1 -1 -1 84 31 6
3 -1 +1 -1 66 49 6
4 +1 +1 -1 84 49 6
5 -1 -1 +1 66 31 10
6 +1 -1 +1 84 31 10
7 -1 +1 +1 66 49 10
8 +1 +1 +1 84 49 10
9 -1.68 0 0 60 40 8
10 +1,68 0 0 90 40 8
11 0 -1,68 0 75 25 8
12 0 +1,68 0 75 55 8
13 0 0 -1,68 75 40 4,6
14 0 0 +1,68 75 40 11,4
15 0 0 0 75 40 8
16 0 0 0 75 40 8
17 0 0 0 75 40 8
18 0 0 0 75 40 8

* x1= UR (%) = % umidade relativa do ar; X, = volume SS (%) = % do volume da solucdo salina em

relacdo ao peso total (v/p); x3 = AT (%) = % do peso do 4cido tanico em relacio ao peso total (p/p).

Com os resultados do planejamento foi possivel no software STATISTCA 7.0 a
determinacdo dos coeficientes de regressdo para a resposta de interesse, calculou a
ANOVA para analisar a possibilidade de construir a equacdo da resposta em fun¢ao dos
coeficientes de regressdo estatisticamente significativo e também a superficie de resposta,

com nivel de significancia de 10% (p-valor<0,1).
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3.4. Determinacdes Analiticas

O objetivo principal desta etapa foi avaliar as concentra¢des de compostos de valor
nutricional no meio pré-fermentado e pds-fermentado como compostos fendlicos, taninos
hidrolisaveis, condensados, avaliacdo da presencga de ricina e determina¢do do processo de

detoxificagdo.

3.4.1. Extracao de Fendis Totais

Foram utilizadas os seguintes solventes para o processo de extragdo, na propor¢ao
de 50% do solvente e 50% de 4gua: Acetato de Etila, Acetona e Metanol. Também foi
testado com o solvente Hexano em sua forma anidra (100%). Foram pesados 200 mg da
amostra em 10 mL do solvente, em seguida foram incubados a temperatura ambiente com
agitacdo de 150 rpm durante 120 minutos. Ap6s a homogeneizag¢do foram centrifugados a
1320 x g a 5°C durante 15 minutos e analisados por determina¢do de Fendis Totais (Naczk,

2004; Schons, 2009).

3.4.2. Determinacao de Fenéis Totais

Foi utilizada a técnica de Follin-Ciocaulteau (Singleton, 1965) para determinacao de
fendis presentes na amostra. Este método baseia-se na redugdo do dcido fosfomolibdico e
fosfotungstico pelas hidroxilas dos fendis produzindo uma coloragdo azul, quantificada por
espectrofotometria a 760 nm.

Em um Erlenmeyer de 50 mL foram adicionados 1 mL do reagente Follin-
Ciocaulteau, 10 mL de 4gua destilada, 1 mL da amostra e deixou-se em repouso durante 3
minutos. Foram adicionados 8 mL de carbonato de sddio (7,5%) e a reac@o ocorreu por 2
horas em local escuro. Apdés 2 horas, foi realizada a leitura da amostra em
espectrofotometro a absorbancia de 760 nm. O branco foi composto por todos os
constituintes da reacdo, com exce¢ao da amostra. O curso da rea¢do foi acompanhado por

uma curva de calibracdo com 4cido gédlico, conforme metodologia descrita.
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3.4.3. Determinacio de Taninos Hidrolisaveis

Foi empregada a metodologia de Brune e colaboradores (1991) sendo que a
extracdo das amostras foi realizada como indicado para os fendis totais. Utilizou-se uma
solugdo de sulfato de ferro (III) e amonio, denominada FAS. A solucdo era constituida por:
89% de solucao tampao acetato 0,1 M — pH 4.,4; 10% de solucdo de goma ardbica a 1%; 1%
de soluc¢do de sulfato de ferro (III) e amdnio a 5%.

Em um tubo de ensaio adicionou-se 2 mL da amostra em estudo e 8 mL da solucdo
FAS. Apo6s 15 minutos de reacdo, foi lida a absorbancia em 578 nm. O branco foi realizado
substituindo a amostra por dgua destilada. O curso da reagdo foi acompanhado por uma

curva de calibragao com 4cido tanico, conforme metodologia descrita.

3.4.4. Determinacao de Taninos Condensados

Empregou-se a metodologia de Prince e colaboradores (1978), sendo especifica para
flavondides e dihidroxichalconas que possuem ligagdo simples na posicdo 2 e 3 e uma
hidroxila livre no anel beta. A vanilina € protonada em uma solugdo 4cida, resultando em
um carbocdtion eletrofilico fraco, o qual reage com o anel aromético nas posi¢des 6 ou 8,
este composto € imediatamente desidratado formando um composto vermelho.

A extracdo da amostra foi realizada como nos fendis e taninos hidrolisaveis.
Utilizou uma solucdo de vanilina contendo: 1 parte para a solucdo de vanilina (1% de
vanilina dissolvido em metanol) e 1 parte para solu¢do de HCl (8% de HCl em metanol).

O método foi realizado com a adi¢do de 1 mL da amostra em estudo e 5 mL da
solucdo de vanilina durante 5 minutos, sendo que a cada 1 minuto foi colocado 1 mL da
solucdo de vanilina. O branco foi constituido por 1 mL de dgua destilada e 5 mL da solucdo
de vanilina, em seguida a reacdo foi conduzida durante 20 minutos e por fim foi feita a
leitura em espectrofotdmetro a 500 nm. O curso da reacdo foi acompanhado por uma curva

de calibragdao com catequina, conforme metodologia descrita.
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3.4.5. Avaliacao da Detoxificacido da Torta de Mamona por Fermentacio em
Estado Sélido

3.4.5.1. Deteccao de ricina por SDS-PAGE

Esta técnica foi utilizada somente para o residuo da torta de mamona como descrito
por Anandan e colaboradores (2005). Primeiro, efetuou-se a extracdo com adicdo de
tampao fosfato salino (PBS) pH 7,2 na propor¢ao 1:4 (1 g de residuo sélido para 4 mL de
tampao) no residuo que foi mantido em agitacdo durante 3 horas, em seguida submetido a
centrifugacdo a 14000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para determinacio
de ricina presente na amostra, foi realizada a quantificacdo de proteinas (Bradford, 1976)
para obter uma concentracdo padrdo para todas as amostras. Adicionou 80 pL do
sobrenadante a 40 pL de tampao contendo Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e B-
mercaptoetanol, totalizando 120 uL. Deste total, foram aplicados 25 puL para correr o gel de
SDS-PAGE 12% (10x10x0,1cm). Ap6s a corrida, as proteinas foram fixadas e coradas por
1 hora com solu¢do de Coomassie-Brilliant-Blue 0,1% em metanol/acido acético/dgua
(45/10/45, viviv). Apds esse tempo, o gel foi descorado com uma solu¢do contendo

metanol/acido acético/dgua (45/10/45, v/vIv).

3.4.5.2. Teste de Atividade Toxica em Cultura de Células

O teste foi realizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) no Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas e Peptideos com o auxilio da
Professora Olga Lima Tavares Machado. Foram utilizadas células Vero (provenientes do
rim de Cercopithecus aethiops) para o ensaio. Este tipo de célula apresenta uma
caracteristica de aderir ao substrato enquanto vivas, ao morrerem se desprendem,
facilitando assim a contagem dessas células em microscopia. Estas células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado
com 5% de soro fetal bovino, a 37°C e na presenca de 5% de CO,.

O biofilme de células foi desprendido da parede de uma garrafa de 25 cm’

(TPP/90025) contendo uma cultura em monocamada. Para isso foi utilizado uma solugdo de
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tripsina 0,5 mg/mL e EDTA 0,2 mg/mL, durante 5 minutos a 37°C. As células em
suspensdo foram contadas em microscopia Optica, e esta suspensdo foi dividida em uma
placa de 24 pocos, na proporgdo de 2,0 x 10* células por poco. A cultura foi mantida a 37°C
por 48 horas, para atingir o estidgio de monocamada. O material teste filtrado foi entdo
incubado com as células, em duplicata, numa concentragcdo de 10 pg/mL (Fernandes,

2010).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao do Residuo

Os resultados do pH, quantidade de &4gua (porcentagem de &4gua presente na

amostra) e umidade relativa da torta de mamona in natura estio representados na Tabela 4.

Tabela 4. pH, quantidade de agua e umidade relativa da torta de

mamona in natura.

Torta de Mamona

Teste Média
pH 5,95 £0,04
Agua (%) 4,78 £ 0,07
Umidade (%) 6,7+0,16

A composicdo da torta pode variar de acordo com a variedade da semente usada na
extracdo do 6leo, da sua qualidade, condi¢des de crescimento, dos métodos de extracdo e
parametros de estocagem. Assim, a solu¢do com torta de mamona apresentou pH de 5,95.
Alguns trabalhos citam que a torta de mamona apresenta um pH bdsico, devido alguns
componentes alcaléides como a ricinina, albumina 2S, que pode representar cerca de 12,5%
do peso da torta (Fernandes, 2010).

A baixa quantidade de dgua presente na torta, em torno de 4,8% e umidade de 6,7
em relacdo ao peso total, se devem: a extragdo do dleo, secagem da torta e da presenca do
extrato etéreo, impedindo a 4gua em se ligar ao substrato. As baixas concentra¢des de fibras

presentes na torta também diminuem a concentracdo de dgua livre.
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4.2. Cinética de fermentacao

Utilizando a torta de mamona como substrato, o melhor tempo de fermentacao para

producdo enzimatica da tanase foi apds 48 horas, como indicada na Tabela 5.

Tabela 5. Avaliacio da cinética de fermentacdo para a atividade

tanasica em Torta de Mamona.

Tanase (U/mL)
Tempo de Incubacao (horas) Média*
24 162+ 10,2a
48 428 +10,1b
72 249+ 169 ¢
96 211£173 ¢

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) ao

nivel de 5% de probabilidade.

A partir de 48 horas de incubacgdo a atividade enzimdtica diminuiu para 249 U/mL
ap6s 72 horas e manteve-se estatisticamente constante.
Para enzima fitase, o melhor tempo de incubacdo para sua producdo foi apds 72

horas, apds 96 horas a atividade diminuiu para 13,89 U/mL, como indicados na Tabela 6.

Tabela 6. Avaliacao da cinética de fermentacio para a atividade

fitasica em Torta de Mamona.

Fitase (U/mL)
Tempo de Incubacao (horas) Média*
24 12,28 £ 0,28 a
48 9,19+0,03b
72 49,79 £ 0,16 ¢
96 13,89+ 1,53 a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) ao

nivel de 5% de probabilidade.
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4.3. Delineamento Experimental

Foram realizados dois delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR), com
as varidveis independentes umidade relativa do ar (%), volume da solucdo salina (%) e
concentracdo de 4cido tanico (%), o primeiro delineamento foi realizado com a varidvel
dependente atividade enzimdtica da tanase apos 48 horas de fermentacdo, o segundo
delineamento para varidvel dependente atividade enzimdtica da fitase apds 72 horas de

fermentacao.

4.3.1. DCCR para Produciao de Tanase

A Tabela 7 demonstra a matriz das varidveis independentes em estudo, com valores

reais, codificados e a varidvel dependente tanase apds 48 horas de fermentacgdo.
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Tabela 7. Matriz DCCR 2’ e a resposta da atividade enzimatica da tanase apés 48

horas de fermentacao.

Valores Codificados Valores Reais Resposta
Ensaios X1 X3 X3 UR (%) volume SS (%) AT (%) Tanase
(U/mL)
1 -1 -1 -1 66 31 6 384
2 1 -1 -1 84 31 6 573
3 -1 1 -1 66 49 6 124
4 1 1 -1 84 49 6 216
5 -1 -1 1 66 31 10 199
6 1 -1 1 84 31 10 206
7 -1 1 1 66 49 10 218
8 1 1 1 84 49 10 204
9 -1,68 0 0 60 40 8 120
10 1,68 0 0 90 40 8 430
11 0 -1,68 0 75 25 8 358
12 0 1,68 0 75 55 8 104
13 0 0 -1,68 75 40 4,6 386
14 0 0 1,68 75 40 11,4 172
15 0 0 0 75 40 8 326
16 0 0 0 75 40 8 302
17 0 0 0 75 40 8 288

x; = UR (%) = umidade relativa do ar (%); x, = volume SS (%) = % do volume da Solu¢do Salina em

relacdo ao peso total (v/p) ; x3 = AT (%) = % do peso do 4cido tAnico em relacdo ao peso total (p/p).
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Analisando-se os valores de atividade tanasica obtidos. Na Tabela 7, verifica-se um

aumento na atividade, variando de 104 U/mL no ensaio 12 (75% de umidade relativa do ar,

55% do volume da solugdo salina adicionado em relagdo ao peso total do meio e 8% de

acido tanico suplementado no meio) para 573 U/mL no ensaio 2 (84% de umidade relativa

do ar, 31% do volume da solu¢do salina e 6% de 4cido tanico).

A Tabela 8 apresenta os coeficientes de regressao, erro padrao, t, p-valor e limite de

confianca das varidveis e suas interagdes, em resposta a atividade da tanase com limite de

confiancga estatistica de 90% (p<0,10).

Tabela 8. Resultados do Coeficiente de Regressao, Erro Padrao, t, p e Limite de

Confianca na otimizacao dos componentes do meio de cultivo (umidade relativa do ar,

volume da Solucao Salina e acido tanico) na atividade de tanase.

Coeficiente Erro Limite de Limite de
de . t(7) p-valor Confianca Confianca
Regressao Padrao -90, % +90, %
Média* 305 25 12,4 0,000005 258 352
(1)UR (%)(L)* 58 12 5,0  0,001504 36 80
UR (%)(Q) -9 13 -0,7  0,489433 -33 15
(2)volume SS (% )(L)* -75 12 -6,5 0,000333 -97 -53
volume SS (%)(Q)* -25 13 -1,9  0,091974 -49 -0,7
3)AT (%)(L)* -61 12 -5,3  0,001181 -83 -39
AT (%)(Q) -8 13 -0,6  0,555943 -32 16
1L x 2L -15 15 -1,0  0,361548 -43 14
1L x 3L* -36 15 2,4 0,048719 -65 -7
2L x 3L* 79 15 5,2 0,001194 51 108

* parametros estatisticamente significativos a 90% de nivel de confianga.

L = parAmetro linear; Q = parametro quadratico.
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Com os resultados da Tabela 6, as varidveis UR (%) quadrético (umidade relativa do
ar), AT (%) quadratico (concentracdo de dcido tinico) e interagdo UR (%) e volume SS (%)
nao foram significativos, apresentando p-valor igual a 0,48, 0,55 e 0,36, respectivamente.
Assim, somente as variaveis UR (%) (L), volume SS (%) (L), volume SS (%) (Q), AT (%)
(L), interacdo UR (%) com AT (%) e interacdo volume SS (%) com AT (%) foram
avaliados para Regressdao na Fonte de Variagdo no ANOVA.

A andlise de variancia (ANOVA) estd representada na Tabela 9.

Tabela 9. Analise de Variancia no estudo do efeito dos componentes do meio de

cultivo (UR (%), volume SS (%) e AT (%)) na atividade de tanase.

Fonte de Soma Graus de Média

Variac¢ao Quadratica Liberdade Quadratica Fea P
Regressao 240329 6 40055 25,3 0,00001
Residuos 15826 10 1583

Falta de Ajuste 15086,9 8 1886 5,11

Erro Puro 738,7 2 369

Total 256154,5 16

R*=0,94 Fiab(0,1;6;10=2,46  Fiap(0,1;8;2=9,37

Para o coeficiente de correlacdo (R) o valor obtido foi de 0,97, para o coeficiente de
determinac¢do (R?) foi de 0,94, indicando uma boa correlagcdo entre os valores obtidos pelo
experimento e os preditos pelo modelo. O valor F da Falta de Ajuste obtido a partir da
ANOVA foi de 5,11 (1,83 vezes menor do que o valor de Fipelago=9,37), resultando em uma
falta de ajuste do modelo menor que o indicado pelo valor tabelado. O valor de F da
Regressdo obtido foi de 25,3 (10,2 vezes maior do que o valor de Fiapead0=2,46), indicando
que o modelo para a atividade de tanase pode ser considerado estatisticamente significativo

a 90% de nivel de confianca.
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Estes resultados podem ser obtidos por um modelo codificado que descreve as
respostas em funcdo das varidveis analisadas. A partir da validacdo dos pardmetros de
estudo, foi obtido o modelo polinomial quadrdtico que representa o comportamento da

atividade enzimatica (3):

Tanase (U/mL) = 288 + 58,24*(UR) -75,21*(volume SS) -20,93*(volume SS)2 -
60,77*(AT) -36*(UR)*(AT) +79,25*(volume SS)*(AT) (3)

O modelo polinomial quadréitico foi utilizado para construir as superficies de
resposta e curvas de contorno. As Figuras 1(a), 1(b) e 1(c) ilustram os efeitos dos
componentes umidade relativa do ar, concentracdo de acido tdnico e porcentagem do
volume da solucdo salina em relacdo ao peso total do meio, na producao de tanase pelo

Paecilomyces variotii.

97



- H 700
Il <700
M < 500
Il <500
[ < 400
[]<300
<200 8
B < 100

o SRR

Bl - 500
Bl - 500
[ <400
I < 200
B = 200

]
=
:

(b)

60 66 75 84
UR (%)

114

Bl - oo
Il - c00
I < 600
=400
B - 200

AT (%)

(c)

R

25 31 40 49 55
volume SS (%)

Figura 1. Superficie de Resposta e Curva de Contorno Atividade da Tanase (U/mL):

&
=
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A Figura 1 indica que para varidvel UR (%) a faixa em que se obteria a maior
atividade enzimdtica seria entre 84 a 90%, com porcentagem de umidade 6tima de 90%.
Valores acima de 90% provocam desequilibrio entre umidade e temperatura na Camara
Climatica, tornando a temperatura como uma varidvel independente. Condi¢des de umidade
do ar menores a 84% diminuiria a atividade enzimadtica supostamente pela perda de
equilibrio que a faixa de 90% traz entre a umidade relativa do ar e a umidade presente no
meio, que consequentemente diminuiria o crescimento do microrganismo.

A atividade da enzima tanase seria maior em concentragdes entre 4,6 a 6% de acido
tanico, com atividade enzimadtica 6tima em 4,6%. Concentragdes maiores de dcido tanico
poderiam diminuir a atividade tandsica, devido supostamente a inibicdo que o composto
exerceria sobre a enzima. Concentragdes menores poderiam aumentar a atividade, devido
supostamente a utiliza¢do da torta de mamona como fonte de carbono e outros nutrientes
para crescimento do microrganismo. O resultado obtido foi satisfatério pela baixa
concentracdo necessdria do indutor para producdo da tanase. Outros trabalhos publicaram a
necessidade de se utilizar concentragdes de 10% do 4cido tanico no meio otimizado para
producdo da enzima (Battestin, 2007).

Para a concentracao do volume da solucdo salina em relagdo ao peso total do meio,
a faixa de 25 a 33% estimularia a producio da enzima, com concentragdo 6tima de 25%.

De acordo com a melhor faixa do volume da solu¢do salina adicionada no meio para
producdo de tanase, que foi de 25%, foi quantificada a umidade antes e apds 48 horas de
incubagcdo na camara climética sem a inoculagdo do microrganismo. O objetivo dessa
andlise foi relacionar o volume da solucdo salina adicionada, a umidade presente no meio
de cultivo e também para avaliar o desempenho da umidade durante a incubacdo na camara

climética. Os resultados estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Umidade relativa do meio de cultivo antes e apés incubac¢io na camara
climatica para o meio otimizado para producio de tanase em torta de mamona.

Umidade Relativa do Meio de Cultivo (%)

Amostra* Tempo de Incubaciao** Umidade Inicial Umidade Final

TM 48h 48 horas 25% 27%

* TM 48h = meio de cultivo de torta de mamona com 4,6% do peso do dcido tnico em relagéio ao peso
total do meio (p/p) e 25% do volume da solugdo salina em rela¢do ao peso total do meio (v/p).

** Incubacdo em Camara Climdtica a 90% de Umidade Relativa do Ar a temperatura de 30°C.

A umidade relativa do meio presente antes da fermentacdo foi de 25% e apds
incubacdo na Camara houve um pequeno aumento de 2%, resultando em 27%. Entretanto a
Camara quando utilizada a 90% de umidade relativa do ar, conseguiu manter a umidade
presente no meio de cultivo, ndo havendo perda de d4gua do meio para o ar, resultando em
um equilibrio da dgua presente no meio com o ar.

Concentracdes menores da solucdo salina iriam impedir o crescimento do
microrganismo no meio, supostamente pela baixa quantidade de dgua presente. O aumento
da solugdo salina no meio de cultivo diminuiu a atividade tandsica, apresentando uma
possibilidade de que os sais poderiam limitar a produg@o enzimatica. Portanto foi realizado
um estudo comparativo entre um meio de cultivo de torta de mamona composto de solu¢ao
salina e um outro com 4gua destilada, sem adicao de sais. O resultado estd representado na

Tabela 11.

Tabela 11. Estudo Comparativo da Dependéncia de Sais no Meio de

Cultivo na Torta de Mamona.

Atividade Enzimatica da Tanase (U/mL)

Amostra* Média
T™M 4,6 % F48h 523 +335
T™ 4,6 % F48h H,O 655 +49,5

* TM 4,6% F48h = Meio de Cultivo de Torta de Mamona com 4,6% de Acido Tanico €
25% de Solucdo Salina; TM 4,6% F48h H,O = Meio de Cultivo de Torta de Mamona com
4,6% de Acido Tanico e 25% de Agua Destilada.
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De acordo com os resultados o meio de cultivo suplementado com 4dgua destilada
somente, apresentou maior atividade enzimatica, em torno de 655 U/mL, em comparacdo
ao meio suplementado com solug¢do salina, com uma atividade de apenas 523 U/mlL.
Confirmando assim que em meio de cultivo utilizando torta de mamona como substrato, a
solucdo salina limita a producdo da enzima tanase, sendo necessdrio a utilizacdo de dgua
destilada apenas, tornando um meio mais simples e vidvel financeiramente.

Utilizando o processo de otimizacdo, as melhores condicdes para a produgdo da
tanase, em 10 g de meio, seriam: 3 mL de SS (%); 0,46 g de AT (%); 6,54 g de torta de
mamona, incubados a 90% de UR. Obtendo-se dessa forma uma atividade de 700 U/mL ou
2800 U/g de substrato na fermenta¢do pela linhagem P. variotii.

Mahapatra e colaboradores (2009) utilizaram o microrganismo Rhizopus oryzae
para producdo de tanase em fermentacdo em estado s6lido com meio de cultivo
apresentando farelo de trigo, dcido tanico e solucdo salina, incubados a 32°C durante 72
horas, a atividade enzimética obtida foi de 320 U/g de substrato.

Sabu e colaboradores (2006) publicaram a produgao de tanase via fermentacdo em
estado sélido com Lactobacillus sp. ASR1, utilizando torta de dendé como substrato e 44%
do peso do meio representado por umidade. Foi obtida uma atividade enzimatica de 550
UA/g de matéria seca, apds 48 horas de fermentacdo a 30°C de temperatura.

Outro trabalho utilizando como substrato torta de dendé, umidade inicial de 54%
(v/p) e inéculo de 3 x 10° esporos em 5 gramas de substrato para fermentacdo em estado
sOlido. Foi utilizado o fungo Aspergillus niger ATCC 16620 com periodo de fermentacdo
de 96 horas a 30°C. O rendimento maximo adquirido foi de 13 UA/g de substrato seco
(Sabu, 2005).

Raaman e colaboradores (2009) publicaram a fermentacdo em estado s6lido como o
melhor processo biotecnoldgico para producdo de tanase extracelular por Paecilomyces
variotii, apresentando 167 UA/mL de amostra em apenas 60 horas de incubacdo, em
comparacdo ao processo submerso que obteve apenas 123 UA/mL apdés 72 horas.
Entretanto os resultados obtidos ndo foram superiores ao presente trabalho que também
obteve um menor periodo de incuba¢@o do meio para producdo da enzima.

Battestin e colaboradores (2007b) estudaram a otimiza¢dao do meio de cultivo com

residuos para producgdo de tanase pelo Paecilomyces variotii. O meio otimizado apresentou
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como substrato de suporte farelo de trigo com residuo de café, suplementado com
aproximadamente 10% do peso em 4cido tanico a temperatura de 30°C durante 120 horas
de incubagdo. A atividade méaxima foi de 1200 UA/mL de amostra, resultando em uma
atividade maior, entretanto o tempo de incubagdo do presente trabalho foi menor,

produzindo a enzima em menor tempo.

4.3.2. DCCR para Producao de Fitase

O delineamento composto central rotacional foi também utilizado para avaliar a
resposta ou varidvel dependente atividade enzimatica da fitase. Os ensaios foram incubados
com o microrganismo durante 72 horas, que foi o tempo que apresentou atividade fitdsica
mais alta. As varidveis independentes estudadas foram: a umidade relativa do ar,
concentracdo do dcido tanico e a porcentagem do volume da solugdo salina adicionada em
relacdo ao meio.

Apresenta-se na Tabela 12 a matriz das varidveis independentes em estudo, com

valores reais e codificados, e a varidvel dependente fitase durante 72 horas de incubacao.
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Tabela 12. Matriz DCCR 2’ e a resposta da atividade enzimatica da fitase apos 72

horas de incubacio.

Valores Codificados Valores Reais Resposta
Ensaios X1 X2 X3 UR (%) volumeSS (%) AT (%) Fitase
(U/mL)

1 -1 -1 -1 66 31 6 17,4
2 1 -1 -1 84 31 6 42,01
3 -1 1 -1 66 49 6 1,97

4 1 1 -1 84 49 6 8.8

5 -1 -1 1 66 31 10 10,69
6 1 -1 1 84 31 10 28,32
7 -1 1 1 66 49 10 2,51

8 1 1 1 84 49 10 4,96
9 -1,68 0 0 60 40 8 2,41

10 1,68 0 0 90 40 8 37,84
11 0 -1,68 0 75 25 8 29,19
12 0 1,68 0 75 55 8 5,38
13 0 0 -1,68 75 40 4,6 6,91

14 0 0 1,68 75 40 11,4 7,18
15 0 0 0 75 40 8 4,81

16 0 0 0 75 40 8 5,58
17 0 0 0 75 40 8 4,62

x; = UR (%) = porcentagem da umidade relativa do ar; X, = volume SS (%) = % do volume da Solucao

Salina em relacdo ao peso total (v/p); x3 = AT (%) = % do peso do 4cido tanico em relagdo ao peso total

(p/p).

Analisando-se os valores de atividade obtidos na Tabela 12, verifica-se um aumento
na de atividade enzimadtica, variando-se de 1,97 U/mL para o ensaio 3 (66% de umidade
relativa do ar, 49% do volume da Solucdo Salina em relagdo ao peso total e 6% de acido
tanico) até uma atividade maxima de 42,01 U/mL, para o ensaio 2 (84% de umidade

relativa do ar, 31% do volume da Solu¢do Salina e 6% de 4cido tanico).
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A Tabela 13 apresenta os valores dos coeficientes de regressdo, t e p-valor para
avaliar quais sdo as varidveis e suas interacdes, estatisticamente significativo, acima de

90% (p<0,10).

Tabela 13. Resultados do Coeficiente de Regressao, Erro Padrao, t, p e Limite de
Confianca na otimizacao dos componentes do meio de cultivo (umidade relativa do ar,

volume da solucio salina e acido tinico) na atividade de fitase.

Coeficiente Limite de Limite de
de Err(~) t(7) p-valor Confianca Confianca
Regressao Padrao -90,% +90, %
Média* 5,06 2,37 2,13 0,0703 0,56 9,54
(1)UR (%)(L)* 8,14 1,11 7,31 0,0001 6,02 10,24
UR (%)(Q)* 5,16 1,23 4,21 0,0039 2,84 7,48
(2)volume SS (% )(L)* -8,80 1,11 -791  0,0001 -10,91 -6,69
volume SS (%)(Q)* 4,16 1,23 3,39 0,0115 1,83 6,47
(3)AT (%)(L) -1,70 L1t -1,53  0,1701 -3,81 0,40
AT (%)(Q) 0,54 1,23 0,44  0,6742 -1,78 2,85
1L x 2L* -4,12 1,46  -2,83  0,0253 -6,87 -1,36
1L x 3L -1,42 1,46  -098 0,3614 -4,17 1,33
2L x 3L 2,14 1,46 1,47  0,1851 -0,61 4,89

* parametros estatisticamente significativos a 90% de nivel de confianga.

L = pardmetro linear; Q = parametro quadratico.

Com os resultados da Tabela 13, as varidveis linear e quadritica de AT (%)
(concentragdo de dcido tanico) e interagdo UR (%) com AT (%) e UR (%) com AT (%) nao
foram significativos, sendo avaliados para Residuos na Fonte de Variacao, apresentando p-
valor igual a 0,17, 0,67, 0,36 e 0,18, respectivamente. Assim, somente as varidveis Média,
UR (%) (L) e (Q), volume SS (%) (L) e (Q) e interagdo UR (%) e volume SS (%) foram
avaliados para Regressdao na Fonte de Variacio no ANOVA.

A andlise de variancia (ANOVA) esta representada na Tabela 14.
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Tabela 14. Analise de Variancia no estudo do efeito dos componentes do meio de

cultivo (UR (%), volume SS (%) e AT (%)) na atividade de fitase.

Fonte de Soma Graus de Média

Variac¢ao Quadratica Liberdade Quadratica Fea P
Regressao 2514 5 503 25,8  0,00001
Residuos 214 11 20

Falta de Ajuste 213,5 9 23,72 91,2

Erro Puro 0,517 2 0,26

Total 2727,6 16

R*=0,92 Fiab0,1;5,10=2,45  Fiap0,1;92=9,38

Para o coeficiente de correlacdo (R) o valor obtido foi de 0,96, para o coeficiente de
determinac¢do (Rz) foi de 0,92, indicando uma correlagcdo satisfatoria entre os valores
obtidos pelo experimento e os preditos pelo modelo. O valor F da Falta de Ajuste obtido a
partir da ANOVA foi de 91,2 (9,72 vezes maior do que o valor de Fipeado=9,38) € indicou
uma falta de ajuste do modelo maior que o indicado pelo valor tabelado. O valor de F da
Regresdo obtido foi de 25,8 (10,53 vezes maior do que o valor de Fiapeado=2,45), indicando
que o modelo para a atividade de fitase pode ser considerado estatisticamente significativo
a 90% de nivel de confianca.

Estes resultados podem ser considerados satisfatorio e suficientes, permitindo obter
um modelo codificado que descreve as respostas em fun¢do das varidveis analisadas. A
partir da validagdo dos parametros de estudo, foi obtido o modelo polinomial quadrético

que representa o comportamento da atividade enzimaética (4):

Fitase (U/mL) = 5,74 +8,14*(UR) +5>"(UR)2 -8,8*(volume SS) +4*(volume SS)2 -
4,12*(UR)*(volume SS) (4)

O modelo polinomial quadritico foi utilizado para construir as superficies de
resposta e curvas de contorno. A Figura 2 mostra os efeitos dos componentes umidade
relativa do ar e porcentagem do volume da solugdo salina em relag@o ao peso total do meio,

na producao de tanase pelo Paecilomyces variotii.
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Figura 2. Superficie de Resposta e Curva de Contorno para Atividade da Fitase

(U/mL)

A Figura 2 indica que para varidvel UR (%) a faixa em que se obteria a maior
atividade enzimdtica seria entre 85 a 90% de umidade presente no local de incubacdo do
meio, com porcentagem Otima de 90%. Valores acima de 90% provocariam desequilibrio
entre temperatura e umidade na Camara Climatica, desfavorecendo ao ambiente 6timo para
producdo enzimatica pelo Paecilomyces variotii. Concentracdes menores de umidade em
relacdo a faixa dita anteriormente produziriam menos fitase, devido supostamente pela
perda do equilibrio entre a umidade relativa do ar e a umidade presente no meio de cultivo,
trazendo possivel perda de umidade do meio e conseqiiente diminui¢do do crescimento do
microrganismo.

A varidvel 4cido tanico ndo interferiu na producdo da enzima fitase, sendo
desnecessario sua suplementacdo ao meio de cultura com torta de mamona. Também nio
foi necessdria a suplementacdo do acido fitico, que geralmente se usa para produ¢do da
fitase, resultando em uma produc¢ao com maior viabilidade econdmica.

Para a porcentagem do volume da solugdo salina em relagdo ao peso total do meio, a
faixa de 25 a 28% estimularia a producdo da enzima, com concentracdo 6tima de 25%.
Porcentagens menores do volume da solug@o inibiriam o crescimento do microrganismo,
provavelmente devido a falta de dgua livre presente no meio.

De acordo com a melhor faixa do volume da solugdo salina adicionada no meio para

producdo de fitase, que foi de 25%, foi quantificada a umidade antes de incubd-lo e apds 72
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horas na camara climdtica sem a inocula¢do do microrganismo, para relacionar o volume da
solucdo salina adicionada e a umidade presente no meio de cultivo. Também para avaliar o
desempenho da umidade durante a incubac@o na camara climatica. Os resultados estao

apresentados na tabela 15.

Tabela 15. Umidade relativa do meio de cultivo antes e apés incubac¢io na camara
climatica para o meio 6timo para producao de fitase em torta de mamona.

Umidade Relativa do Meio de Cultivo (%)

Amostra* Tempo de Incubacao** Umidade Inicial Umidade Final

TM 72h 72 horas 27% 27%

* TM 72h = meio de cultivo de torta de mamona com 25% do volume da solucdo salina em relagdo ao
peso total do meio (v/p).

** Incubacdo em Camara Climatica a 90% de Umidade Relativa do Ar a temperatura de 30°C.

A umidade relativa do meio presente antes e apds a fermentacdo foi de 27%,
encontrando um equilibrio entre a umidade presente no meio de cultivo e a relativa do ar,
nao havendo perda de d4gua do meio para o ar.

Concentracdes menores da solucdo salina iriam impedir o crescimento do
microrganismo no meio, supostamente por falta de dgua livre presente. O aumento da
solucdo salina no meio de cultivo diminuiu a atividade fitdsica, apresentando uma
possibilidade de que os sais poderiam limitar a produ¢@o enzimatica. Portanto foi realizado
um estudo comparativo entre um meio de cultivo de torta de mamona composto de solucdo
salina e um outro com 4gua destilada, sem adicao de sais. O resultado estd representado na

Tabela 16.
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Tabela 16. Estudo Comparativo da Dependéncia de Sais no Meio de Cultivo na Torta

de Mamona.

Atividade Enzimatica da Fitase (U/mL)
Amostra* Média
TM F72h 60,13 + 2,83

T™ F72h H,0 66,35 + 3,03

* BL F72h = Meio de Cultivo de Torta de Mamona com 25% de Solugdo Salina; BL F72h H,0 =
Meio de Cultivo de Torta de Mamona com 25% de Agua Destilada.

De acordo com os resultados o meio de cultivo suplementado com 4dgua destilada
apresentou maior atividade fitdsica, em torno de 66 U/mL, em comparacio ao meio
suplementado com solugdo salina, com uma atividade de apenas 60 U/mL. Confirmando
assim que em meio de cultivo utilizando torta de mamona como substrato, a soluc¢do salina
limita a producdo da enzima, sendo necessdrio a utilizacdo de dgua destilada apenas,
tornando um meio mais simples e barato.

Utilizando o processo de otimizacdo, as melhores condicdes para a produgdo da
fitase, em 10 g de meio, seriam: 2,5 mL de SS (%); 7,5 g de torta de mamona, incubados a
90% de UR. Obtendo-se dessa forma uma atividade de 70 U/mL ou 280 U/g de substrato
na fermentacdo pela linhagem P. variotii. Nao existem estudos cientificos relacionando a
producdo de fitase por este microrganismo, representando este estudo uma inovacao quanto
a producao de fitase por fermentacao em estado soélido.

Ries e colaboradores (2009) promoveram uma selecio de microrganismos com
intuito de identificar produtores de fitase em meios de cultura com dacido fitico, que
hidrolisam e formam halo transparente ao redor da colonia estudada. Para os
microrganismos selecionados, foi realizada a atividade enzimatica para encontrar o
microrganismo que produzia mais a enzima. De acordo com os resultados a levedura
Saccharomyces cerevisiae apresentou maior rendimento enzimadtico, com valor de 0,07
UA/mL de amostra, incubado a 35°C apds 72 horas do meio de cultivo composto por: fitato
de sédio, sucrose e sais minerais como sulfato de magnésio e cloreto de potéssio.

Foi realizado um estudo comparativo entre fermentacdo em estado sélido e

submersa para analisar qual processo obtém maior rendimento de fitase e também foi
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realizado um estudo utilizando alguns substratos como torta de canola, coco e farelo de
trigo para producdo enzimatica, utilizando os géneros Mucor € Rhizopus como indculos. Os
resultados mostraram que a fermentacdo em estado sélido produziu maior quantidade de
fitase, apresentando interesse para a industria de ragdo animal, ja que se pode ser usado de
forma direta, diferente do processo submerso em que a enzima estd diluida no meio e ha
necessidade de varias etapas de purificacdo, que acaba aumentando seu valor comercial.
Entre os substratos testados, a torta de coco com 71% de umidade do meio, suplementado
com glicose, caseina e sulfato de amonio apresentou maior atividade, com 26 UA/g de
matéria seca a 25°C de incubacdo apds 72 horas (Bogar, 2003).

Ramachandran e colaboradores (2005) publicaram o estudo de varias tortas de
sementes oleaginosas para uso como substrato para fermentacdo em estado sélido para
producdo de fitase com linhagens do género Rhizopus. O rendimento maximo de fitase
produzida foi de 64 UA/g de matéria seca, utilizando torta de coco suplementado com 1%
de glicose e 0,5% de nitrato de amonio apds 72 horas de incubacdo.

Foi utilizada torta de gergelim como substrato para fermentacdo sélida com o fungo
Sporotrichum thermophile TLR50. A producdo enzimatica foi de 180 UA/g de substrato
seco que em seguida foi suplementada com glicose e sulfato de amoénio, umidade de 71,5%,
temperatura de incubacdo de 45°C apds 120 horas, resultando em uma atividade de 282
UA/g de substrato seco (Singh, 2006).

Roopesh e colaboradores (2006) compararam a produgdo de fitase usando farelo de
trigo, torta de sementes oleaginosas e interac@o entre eles como substratos para fermentagcao
em estado solido pelo fungo Mucor racemosus NRRL 1994. Dentre as oleaginosas foram
testados o gergelim e amendoim. Foi reportado que a torta de gergelim serviu como a
melhor fonte de carbono para o microrganismo produzir a fitase, traduzindo em uma
atividade de 30,6 UA/g de substrato. A interacao entre torta de gergelim e farelo de trigo na

proporcdo de 1:1 apresentou atividade enzimatica de 32,2 UA/g de substrato.
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4.4. Determinacoes Analiticas

4.4.1. Determinacao de Fendis Totais, Taninos Hidrolisaveis e Condensados na

Torta de Mamona

Foi realizada inicialmente a escolha do solvente para extracdo de Fendis Totais nas
amostras em estudo. Na Tabela 17 estao representadas as concentracdes de Fendis Totais
em cada grama de amostra extraida por quatro diferentes solventes diluidos a 1:1 com dgua
destilada, com excecdo ao Hexano: Acetato de Etila, Acetona e Metanol, em torta de

mamona nao fermentada.

Tabela 17. Concentrac¢ao de Fendis Totais em torta de mamona nao

fermentada em diferentes tipos de solventes.

Fenois Totais (mg/g de amostra)

Solvente* Média
Acetato de Etila 42,93 + 1,75
Acetona 46,99 + 1,55
Metanol 32,25+2.41
Hexano 3,28 0,37

*Acetato = 1:1 de Acetato de Etila e Agua destilada; Acetona = 1:1 de Acetona e Agua

destilada; Metanol = 1:1 de Metanol e Agua destilada; Hexano = somente Hexano.

Os resultados mostram que o solvente Acetona diluido a 1:1 com &4gua destilada
apresentou maior concentraciao de fendis, com uma média de 47 miligramas por grama de
amostra.

Como jéa discutido no capitulo do bagagco de laranja, nio hd um consenso para
utilizacdo de um solvente para extragdo dos compostos fendlicos na maioria das amostras
na area de alimentos, principalmente em vegetais. Mas os resultados acima indicam que o
melhor solvente para extracdo de compostos fendlicos sdo aqueles que apresentam
polaridade, o que ndo ocorre com o Hexano por ser um solvente apolar e ndo interage com

compostos polares, somente com apolares.
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Para melhor extragdo de Fenodis Totais e também para Taninos Hidrolisdveis e
Condensados, foi utilizada a solu¢ido de Acetona para analisar os seus teores antes e apds a
fermentagao da torta de mamona.

Os teores de Fendis Totais e Taninos Hidrolisaveis das amostras, torta de mamona
in natura e meio de cultivo otimizado e fermentado para producdo de fitase (apds 72 horas

de fermentacdo), estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Concentracio de Fendis Totais e Taninos Hidrolisaveis antes e apds

fermentacao.

Fenois Totais e Taninos Hidrolisaveis (mg/g de amostra)

Amostras® FT TH
™ 28,14+ 2,16 3,34 +£ 0,19
TM F72h 14,03+ 5,4 0,52 +0,18

*TM = Torta de Mamona in natura; TM F72h = meio de cultivo otimizado e fermentado para produgado

de fitase (apds 72 horas de fermentacio).

Os resultados mostraram que a fermentac¢do da torta de mamona por Paecilomyces
variotii apés 72 horas de incuba¢@o diminuiu a concentragdo de fendis totais e também de
taninos hidrolisdveis. Provavelmente o microrganismo produziu enzimas que hidrolisaram
estes compostos, como a tanase, que tem capacidade de clivar taninos hidrolisaveis. Para
estas amostras, nao foram detectados concentracdes suficientes de taninos condensados,
provavelmente nao foram postados quantidades suficientes das amostras no processo de
extragdo para determinar os taninos condensados.

Nao foram encontradas na literatura recente, pesquisas que envolvessem a
determinacdo de compostos fendlicos em torta de mamona, ji que estes residuos nao
apresentam ainda interesse na producdo de racdo animal e consequentemente ndao ha
estudos para andlises de compostos de interesse funcional ao animal.

Xu e colaboradores (1998) quantificaram a presenca de compostos fendlicos em
canola, uma semente utilizada para extracdo de seu 6leo para o setor de biocombustiveis.
Foi realizado uma etapa de extracdo em que a amostra passou por uma extracdo dcida de

acetona em seguida por uma hidrdlise alcalina, depois passou por uma acidificag¢do, depois
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por uma extracdo de éter etilico com acetato de etila e finalmente por uma evaporacgdo e
dissolu¢do em metanol. Essa extracdo foi realizada para que se obtive-se trés tipos de
fendis: os livres, os esterificados e os insoldveis, favorecendo um maior amplo de
compostos identificados na anélise colorimétrica. De acordo com os resultados, a canola
apresentou 1683 miligramas de compostos fendlicos a cada 100 gramas de amostra.

Segundo Kozlowska e colaboradores (1991) a concentracdo de dcidos fendlicos em
farelo de canola estd na ordem de 6,4 a 12,8 gramas por kg de amostra.

A partir destes resultados a torta de mamona apresentou uma composi¢ao de
compostos fendlicos mais expressivos em relacdo a canola, apresentando vantagem em
relac@o a sua composicao fendlica para um futuro uso como rag@o animal.

Foi publicado também que taninos hidrolisdveis estdo presentes em algumas
espécies vegetais de interesse econdmico como: castanha de caju, pistache, aveld, manga,
caqui, goiaba, roma, damasco, pé€ssego, morango, framboesa, amora e uva, sendo na
maioria das vezes encontrada em folhas (Clifford, 2000).

Aguilar e colaboradores (2008) quantificaram taninos hidrolisdveis em folhas de
Larrea tridentata durante processo fermentativo em estado sélido utilizando Aspergillus
niger GHI. O substrato foi hidrolisado pelo microrganismo para acido géilico e acido
eldgico apds 96 horas de fermentagdo. Mostrando que o microrganismo utilizou estes
compostos como fonte de carbono para seu crescimento.

Foi determinada a concentra¢do de taninos hidrolisdveis antes e apds fermentacao
por Paecilomyces variotii em farinha de sorgo e suplementagdo de tanase e fitase. A farinha
de sorgo apresentava 64 miligramas de taninos hidrolisdveis em 100 gramas de amostra,
depois da aplicagdo das enzimas e/ou microrganismo a concentra¢do caiu 90%. Entre as
amostras ndo houve diferenca estatistica, demonstrando possivel hidrélise por tratamento
enzimatico ou bioldgico (microrganismo). Entretanto ndo podemos afirmar com certeza,
pois a diminuicdo pode ter ocorrido pelo tratamento fisico, que foram maceracdo e

aquecimento (Schons, 2009).
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4.4.2. Avaliacao da detoxificacio da torta de mamona por fermentacio em

estado sélido
4.4.2.1. Deteccao de Ricina por SDS-PAGE

Para avaliar a detoxificacdo da torta de mamona via fermentacdo em estado solido
por Paecilomyces variotii, foi identificada a presen¢a da ricina por SDS-PAGE. A ricina
apresentavam 2 cadeias que quando clivados pelo SDS e corridos no gel de poliacrilamida
apresentam duas bandas, uma chamada de cadeia A com 32 kDa e outra de cadeia B com
34 kDa (Anandan, 2005).

Foi avaliado o extrato protéico do produto fermentado em diferentes tempos de
incubacdo, entre 24 a 72 horas, comparando com a ricina purificada, a torta de mamona in

natura e a autoclavada (Figura 3).
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* M = Marcador; R = Ricina purificada; IN = Torta de Mamona in natura; Au = Torta de
Mamona Autoclavada; 24 = Torta de Mamona Fermentada durante 24 horas; 48 = Torta de
Mamona Fermentada durante 48 horas; 72 = Torta de Mamona Fermentada durante 72 horas.

** Massa Molecular de cada cadeia do Marcador.

Figura 3. SDS-PAGE 12% do extrato protéico de cada amostra testada.
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De acordo com a Figura 3 as bandas em que a ricina aparecem no gel estdo na faixa
entre 31,3 e 38,2 kDa, sendo também visualizadas na corrida com a ricina purificada. As
amostras torta de mamona in natura e torta de mamona autoclavada apresentaram as duas
bandas da ricina no gel, mostrando que a metodologia € valida para identificacdo deste
composto em amostras de extrato protéico. O processo de autoclavagem, a 121°C durante
15 minutos, ndo destruiu as cadeias da ricina. Na amostra de extrato protéico fermentado
apoés 24 horas, a presenca de ricina € fracamente visivel, demonstrando uma provavel
inicializa¢do da hidrélise do composto. Nas amostras de 48 e 72 horas de fermentacgao, as
bandas onde a ricina se localizam estdo completamente ausentes, mostrando possivelmente
que o microrganismo Paecilomyces variotii hidrolisou a ricina, tornando possivel uma torta
detoxificada e vidvel para uso em ragao animal. A detec¢do minima de proteinas em SDS-
PAGE por Coomassie Blue é de 10 ug/mL de amostra, concentracdes mais baixas
dificilmente sdo detectdveis pelo método (Anandan, 2005; Godoy, 2009; Schigger, 2006).
Uma alternativa seria a utilizagdo do corante de prata para uma detec¢do de compostos com
menores concentragdes.

Marsden e colaboradores (2004) publicaram a insercao de um peptideo na cadeia A
da ricina para redugdo de sua atividade citotoxica. Foi realizada com ajuda do
microrganismo E. coli JM101 que induziu a inserc¢do e foi produzida para sintetizacdo na
forma de vacina e injetada em ratos. De acordo com os resultados, a atividade reduziu em
aproximadamente 300 vezes, sendo que o0s ratos apresentaram resisténcia completa a
toxina, sugerindo uma possivel produ¢do de vacina.

Foram realizados vérios tratamentos quimicos e fisicos como autoclavagem,
aquecimento por ebulicdo e vapor, adi¢do de amonia, solucdo de hidréxido de célcio,
formaldeido, cloreto de sodio, acido tinico e hidréxido de sd6dio. De acordo com os
resultados a autoclavagem ap6s 60 minutos a 15 psi ou adi¢do da solug¢do de hidréxido de
s6dio na concentracdo de 40 g/kg de torta de mamona destruiram completamente a ricina
presente, apresentando uma alternativa para o processo de detoxificacao da torta (Anandan,
2005).

Godoy e colaboradores (2009) publicaram a fermentagdo da torta de mamona do

tipo estado solido pelo fungo Penicillium simplicissimum, que apresentou atividade lipdsica
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de 44,8 UA/g de substrato e também o microrganismo conseguiu reduzir a quantidade de

ricina presente na amostras em concentragdes nao detectaveis no gel SDS-PAGE.
4.4.2.2. Teste de Atividade Toxica em Cultura de Células
Através dos resultados obtidos pela andlise em eletroforese, as amostras foram

testadas em culturas de células vivas para verificacdo da viabilidade da mesma em presenca

da torta de mamona in natura e fermentada. Os resultados estao representados na Figura 4.
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* Controle PBS = cultura celular incubado em soluc¢io tampdo PBS; Controle In Natura = cultura celular
incubado em solugdo tampdo PBS e extrato protéico de torta de mamona in natura; Autoclavada = cultura
celular incubado em solucao tampao PBS e extrato protéico da torta de mamona autoclavada; Fermentada 24
h = cultura celular incubado em solucio tampao PBS e extrato protéico da torta de mamona fermentada apds
24 horas; Fermentada 48 h = cultura celular incubado em solu¢do tampao PBS e extrato protéico da torta de
mamona fermentada apds 48 horas; Fermentada 72 h = cultura celular incubado em solu¢do tampdo PBS e

extrato protéico da torta de mamona fermentada apds 72 horas.
Figura 4. Comportamento celular (quanto a sobrevivéncia) apds tratamento com as

amostras em estudo.
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De acordo com a Figura 4 o controle PBS foi quem apresentou crescimento
continuo no nimero de células durante as 36 horas de incubag¢do. As amostras da torta de
mamona in natura e autoclavadas apresentaram declinio no nimero de células vivas
durante as 36 horas de incubacdo e ja sendo observado nas primeiras 12 horas. Estes
extratos como avaliado no item 5.4.4.1 apresentaram ricina, que promoveu sua atividade
téxica nas células. As amostras dos extratos protéicos de torta de mamona fermentada entre
24 a 72 horas também apresentaram declinio na viabilidade celular durante o periodo de 36
horas de incubagdo. Entretanto, ndo se pode confirmar que a ricina atuou nessas culturas
celulares, ja que no item 5.4.4.1 foi demonstrado que a ricina ndo foi detectada nas
amostras fermentadas em concentracdes de 10 pg/mL. Provavelmente existam pequenas
concentracdoes de ricina na amostra em que o corante Coomassie-Brilliant-Blue nao
detectou, mas que sdo suficientes para atuagdo toxica nas células. Um trabalho publicado
mostrou que a concentracado minima de ricina para que a célula fosse induzida a morte era
de 10 ng/mL de amostra (Fernandes, 2010). Outra possibilidade é que o microrganismo
tenha conseguido hidrolisar a ricina presente na torta, mas que tenha sintetizado outros
compostos toxicos que inviabilizaram o crescimento das células Vero. Uma alternativa
para esta questdo seria a utilizagdo de anticorpo IgG anti-cadeia A da ricina, para avaliar a
viabilidade das células Vero. Caso as células apresentem o mesmo desempenho das
amostras anteriores, provavelmente o P. variotii produziu toxinas fingicas, que nao foram
avaliadas e por fim, induziram a morte das células. Se as células mantiverem vivas durante
o periodo de incubagdo com a inoculagdo do IgG anti-ricina, provavelmente exista uma
quantidade de ricina em que o corante Coomassie-Brilliant-Blue ndo detectou e que esta

sendo suficiente para indu¢ao da morte celular.
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5. Conclusoes Parciais

Foi obtido pela primeira vez uma producio simultanea das enzimas tanase e fitase
utilizando o processo de fermentacdo em estado sélido. Estas enzimas sdo de grande
interesse para inddstria de racdo animal e foram obtidas a partir de um tnico

microrganismo, o fungo filamentoso Paecilomyces variotii.

Foi possivel produzir as enzimas tanase e fitase a partir da torta de mamona,
utilizando um sub-produto do setor de biodiesel. Foi observado que houve um decréscimo
na concentracdo do indutor 4cido tanico para producdo da enzima tanase, podendo diminuir

o custo de producao.

Através do processo fermentativo, foi possivel diminuir a concentrag@o de ricina na
torta. Entretanto ndo se pode confirmar sua total hidrélise no sub-produto, pois o material
fermentado apresentou atividade citotéxica. Assim, a torta provavelmente apresentou
quantidades minimas de ricina que ndo foram detectidveis no SDS-PAGE ou o

microrganismo, durante a fermenta¢do, produziu compostos toxicos, como micotoxinas.
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Conclusao Final

Foi obtida pela primeira vez uma producao simultanea de tanase e fitase interessante
para industria de ra¢do animal a partir de um dnico microrganismo, o fungo filamentoso
Paecilomyces variotii.

Foi possivel obter as enzimas tanase e fitase a partir do bagaco de laranja e torta de
mamona, subprodutos do setor agroindustrial, o que podem ser mais vidveis
financeiramente. Foi observado que houve decréscimo na concentracdo do indutor dcido
tanico para produgdo da enzima tanase, podendo baratear o custo de produgdo.

O processo fermentativo conseguiu aumentar a capacidade antioxidativa do bagaco
de laranja, tornando um produto de maior interesse na sua utilizacdo como ra¢do animal.
Ao mesmo tempo, houve um decréscimo na quantidade de fibras presentes no bagago apds
a sua fermentacdo, prejudicando sua utilizagdo em relacdo ao processo de digestibilidade
durante a passagem do trato gastrointestinal.

Apbs o processo fermentativo, a torta de mamona apresentou menor concentra¢ao
de ricina, entretanto ndo podemos confirmar sua total hidrdlise no residuo, pois ela
apresentou atividade citotoxica durante sua incubacdo. Assim a torta provavelmente
apresentou quantidades minimas de ricina que ndo foram detectaveis no SDS-PAGE ou o

microrganismo durante a fermentagao produziu compostos téxicos, como micotoxinas.
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Trabalhos Futuros

Caracterizagdo da fitase produzida pelo Paecilomyces variotii.

Producdo enzimatica e detoxificacdo de outros substratos como torta de Crambe,

Pinhdo-Manso, Tung e outros.

Teste de citotoxicidade das células Vero com a utilizacdo de anticorpo IgG anti-

cadeia A da ricina.

Testar os substratos fermentados para nutricao animal.
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