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RESUMO

Processos biotecnoldgicos para produgédo de enzimas apresentam acentuado crescimento
devido a necessidade de maximizagdo dos processos biolégicos industriais e a
contribuigcdo para reduzir impactos ambientais. Entretanto, a utilizagdo e purificacdo das
enzimas envolve inUmeras variaveis e custo de producdo relativamente alto. A fitase
hidrolisa o acido fitico, acido orgéanico componente natural das sementes e oleaginosas,
em inositol e fosfato inorganico disponibilizando o fésforo antes nao disponivel e
resultando melhor aproveitamento destes alimentos. O uso da fitase como aditivo em
racbes animais é obrigatério na Europa, Sudoeste Asiatico, Coréia do Sul, Japao e
Taiwan para reduzir o efeito ambiental provocado pelo excesso de fosforo excretado pelos
animais. Nos utimos anos, além da adicdo em racdes animais, a aplicagdo da fitase na
dieta humana surgiu como alternativa potencial, pois estudos demonstram seus
beneficios a saude. O potencial de mercado mundial para fitase é de U$ 500 milhdes,
onde a China se destaca como o maior produtor chegando a U$ 200 milhées de acordo
com estudo da Industria de Ragdes da China (2008). Entretanto, essa enzima ainda nao é
produzida no Brasil. Este estudo tem por objetivo estudar o processo fermentativo para
producéo de fitase determinando parédmetros que auxiliardo na identificagdo da melhor
condi¢éo de cultivo para sua producdo. Propfs-se ainda a utilizagdo de farelo de arroz
como substrato a fim de agregar valor a esse subproduto da industria de beneficiamento
do arroz. Foram realizados ensaios de producdo por Aspergillus niger e Aspergillus
oryzae em frascos Erlenmeyer e usando de planejamento experimental para verificar a
influéncia da adicao de fontes de nitrogénio e sais minerais na fermentacéo. Foi feita a
caracterizagao da atividade enzimética em fungédo do pH e da temperatura, bem como a
escolha da melhor cepa para producao de fitase.

Palavras-chave: fermentacéo, Aspergillus, acido fitico, fitase, fésforo e farelo de arroz.

Xiv



1. INTRODUCAO

A produgdo mundial de enzimas € um crescente dominio da biotecnologia, com
vendas anuais de aproximadamente 2 bilhées de délares. Nos ultimos 40 a 50 anos o0 uso
de fungos filamentosos para producao industrial de enzimas cresceu rapidamente. Entre
esses, os fungos do género Aspergillus sao os mais empregados na producao de enzimas

extracelulares.

A fermentagdo submersa era o método mais comumente utilizado para este fim,
entretanto a fermentacdo em estado sélido vem despertando o interesse, uma vez que
este tipo de processo apresenta vantagens sobre a fermentacdo submersa. Entre as
vantagens da fermentacdo submersa estdo a obtencdo de produtos concentrados, que
necessitam de menor quantidade de solvente para extracédo, a reducéo dos problemas de
contaminacdo e o0 uso de substratos de baixo custo. Esse tipo de fermentacdo
caracteriza-se pelo crescimento microbiano sobre material organico solido que funciona

como substrato.

A fitase (mio-inositol hexafosfato fosfohidrolase) hidrolisa o acido fitico em inositol
e fosfato inorgénico reduzindo a afinidade do acido fitico por certos minerais. Esta enzima
esta distribuida nos tecidos animais e vegetais, em varias espécies de fungos e em
algumas bactérias. Entretanto, a sintese da fitase efetuada pela membrana celular de

micro-organismos é a forma mais promissora para sua producao.

A adicdo de fitase em racdes animais tem sido muito utilizada porque dispensa a
adicao de fontes inorgéanicas de fésforo reduzindo os custos de producdo. Associada a
economia, existe ainda a vantagem ambiental, pois a adicdo desta enzima altera a
absorcéo de nutrientes pelo organismo, reduzindo a poluicdo provocada pelo excesso de

fosforo no meio ambiente.

A utilizacdo de substratos de baixo custo reduz os custos de producéo da fitase e
torna o processo ainda mais atrativo a aplicagéao industrial. O farelo de arroz possui baixo
valor comercial devido a toxicidade atribuida e a indisponibilidade de alguns nutrientes,
sendo assim um promissor substrato para produgdo de fitase considerando-se ainda a

alta produgéo nacional desse grao. Além da adicdo em ragdes animais, essa enzima pode



ser aplicada na alimentacdo humana, pois estudos recentes demonstram o efeito positivo

do mio-inositol fosfato na dieta.



2. JUSTIFICATIVA

A adigdo de enzimas, como a fitase, na nutricdo animal tem se tornado cada vez
mais comum devido as vantagens para o animal e para 0 meio ambiente. A fitase permite
que os nutrientes inorganicos que os animais tem dificuldade em absorver e gastam
energia para eliminar do organismo sejam fornecidos em menor quantidade, auxiliando na
digestdao. Assim, utilizando-se essa enzima como suplemento em racées animais, €
possivel diminuir a adigdo de fontes de fésforo inorgéanico, alterando o fluxo biolégico e
interferindo na absorcao de outros componentes, como zinco, calcio e cobre. Absorvendo
mais nutrientes, a excrecao destes elementos minerais nas fezes diminui em até 20%. Os
animais que nao ingerem racoes tratadas com fitase para absorcéo do fosforo excretam
este elemento. Se nao forem corretamente tratadas, as fezes seguem para 0s cursos
d’agua onde a poluicdo com o foésforo é prejudicial, podendo acarretar na eutrofizacéo
(excesso de nutrientes) de rios e lagos, gerando assim o crescimento de algas e
causando a mortalidade de peixes.

Além da possibilidade de se adicionar a fitase na producdo de ragdes animais,
sabe-se que grande parte dos cereais e leguminosas sao ricos em acido fitico, que devido
a sua capacidade de formar complexos com os cations bivalentes (Ca, Zn, Mg, etc) pode
gerar desequilibrio no balangco mineral. Assim, a fitase seria uma alternativa para
aumentar a bio-disponibilidade desses minerais na dieta humana. Estudos recentes
demonstram ainda que isdmeros do mio-inositol fosfato sédo benéficos a saude, atuando
na prevencgao de diabetes, tendo efeito antinflamatério, protegendo contra vérios tipos de
cancer (em especial cancer do célon), controlando o colesterol e prevenindo da formagéo

de pedras renais.

Segundo a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) 2009, a safra de
arroz no Brasil nos anos de 2008 e 2009 foi de 12.602,6 mil toneladas. O farelo de arroz é
um subproduto do beneficiamento do arroz que apresenta baixo valor comercial, sendo
muitas vezes descartado. Entretando, o farelo de arroz apresenta alto teor de acido fitico
(aproximadamente 20%), podendo ser um promissor substrato para a producao de fitase.



Assim, tendo-se em vista as vantagens associadas ao uso da fitase na nutricao
animal, na dieta humana e ainda a importante contribuicdo ambiental, verifica-se a
importancia de determinar as melhores condicbes de cultivo para sua producao,
avaliando-se a influéncia da adigéo de nitrogénio e de sais minerais ao substrato sélido da
fermentacdo, a fim de satisfazer as exigéncias nutricionais dos micro-organismos e
aumentar a producado da enzima. O baixo custo e a disponibilidade das matérias-primas

tornam o Brasil um potencial produtor competitivo de fitase no contexto internacional.



3. OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo produzir fitase em escala laboratorial por
fermentacdo em estado solido em frascos Erlenmeyer utilizando farelo de arroz como

substrato e Aspergillus niger e Aspergillus oryzae.

3.1 Objetivos especificos
- Avaliar o desempenho das linhagens das duas espécies de Aspergillus na
producéo da fitase;

- Avaliar a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio (agua de maceragao de

milho, uréia e extrato de levedura) no meio de fermentagéo;

- Avaliar a influencia da adicdo de sais minerais (KCl, MgSO,, CaCl,.2H,0,
ZnS0,47. H,0) no meio de fermentagéao;

- Caracterizar a atividade e a estabilidade enzimatica em funcdo do pH e da

temperatura;

- Aplicar a enzima fitase em diferentes ingredientes utilizados no preparo de

racdes animais.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Enzimas

Segundo Lenhninger et al. (1993), enzimas atuam como catalisadores biol6gicos,
diminuindo a energia de ativacdo e acelerando a velocidade das reacées sem serem
consumidas durante o processo. As enzimas sdo muito especificas quanto ao tipo de
reacao catalisada. Entre os fatores que interferem na atividade catalitica das enzimas
estdo o pH e a temperatura étimos, condicdo em que a atividade enzimatica sera maxima.
Com respeito a concentracdo de substrato, quanto maior a concentracdo de substrato
maior a velocidade da reagéo, até que a enzima esteja saturada.

De acordo com o tipo de reacdo que catalisam, as enzimas podem ser
classificadas em: 6xido-redutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases
(LENHINGER et al., 1993). As aplicagbes das enzimas estdo vinculadas ao mercado
mundial e podem ser divididas em aplicacdes industriais, enzimas para uso médico e para
uso analitico e cientifico (SHIMIDELL et al., 2001).

4.2 Fitase

A enzima mio inositol-hexafosfato fosfohidrolase (fitase, mostrada na Figura 1) é
uma monoester fosfatase especifica que catalisa a reacao de hidrolise do acido fitico em
inositol e fosfato inorganico e pode ser encontrada em cereais, legumes, oleaginosas e
tecidos animais. De acordo com a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada e a
Uniao Internacional de Bioquimica, a fitase pode ser reconhecida em duas categorias
diferentes conforme a posicdo onde a hidrolise do fitato € iniciada: 3-fitase, que inicia
removendo um grupo ortofosfato na posicao C3 e a 6-fitase que faz a remogao na posicao
C6 da molécula de mioinositol hexafosfato (PANDEY et al., 2001).



Figura 1: Molécula de fitase

Fonte: SILVA (2010)

A Figura 2 mostra a reagao catalisada pela fitase.

1: Mio-inositol hexafosfato + H.O = D-mio - inositol 1,2,3,4,5,6 — pentafosfato +
ortofosfato

2: Mio-inositol hexafosfato + H,O = D-mio - inositol 1,2,3,4,5 — pentafosfate
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Figura 2: Reacao catalisada pela fitase

Fonte: SILVA (2002)

A fitase catalisa a hidrdlise de fosfomonoésteres de acido fitico (mio inositol
hexaquisfosfato) retirando o grupo fosfato e formando, sequencialmente, mio-inositol
pentaquis-, tetraquis-, tris-, bis-, e mono-fosfatos, assim como fosfato inorganico
(PANDEY et al., 2001).

O fitato possui 6 grupos fosfatos que podem ser liberados, dependendo da fitase
utilizada, em velocidades e ordem diferentes. Na conformagéo energética mais favoravel
do fitato, cinco dos grupos fosfatos estdo em posicdo equatorial, enquanto o outro esta
em posi¢ao axial. As fitases fungicas e de E. coli conseguem liberar somente cinco dos
seis grupos (somente os que estdo em posi¢cao equatorial), sendo que os produtos finais
sao fosfato e mio-inositol 2-monofosfato. A Figura 3 mostra a conformacao energética
mais favoravel do acido fitico (PANDEY et al., 2001).



Figura 3: Conformagéo energética mais favoravel do acido fitico

Mitchell et al (2008) estudaram a retirada dos fosfatos e observaram que a retirada
dos grupos fosfato equatoriais ocorre rapidamente, enquanto a hidrélise do grupo axial
acontece tao lentamente que a conversao total do fitato a mio-inositol monofosfato estava
completa antes do aparecimento do mio-inositol livre. A especificidade da enzima pelos

intermediarios da reagdo também muda.

A fitase é uma enzima termoestavel, com maxima atividade préximo a 60 °C e pH
6timo ente 5 e 6,5 (mas permanece estavel entre 2 e 7) (Silva et al., 2010). Pode ser
produzida por micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos. A fitase de origem
vegetal geralmente se encontra em menores concentragdes. Além disso, a fitase obtida a
partir de vegetais caracteriza-se por atuar em faixa de pH menor que a da fitase fungica e
ser menos estavel que essa (FIREMAN E FIREMAN, 1998).

As fitases contribuem para melhor digestdo de alguns componentes de ragdes em
animais monogastricos devido a reducao da afinidade do acido fitico por certos minerais
pela hidrélise dos residuos deste (FENNEMA, 1993). Além disso, a acao da fitase diminui
os niveis de fosforo excretados por esses animais, possibilitando a reducdo da poluicao
gerada pelo fésforo depositado no solo e nos recursos hidricos subterraneos
(NOUREDDINI E DANG, 2009).

Segundo Noureddini e Dang (2009), a hidrélise do acido fitico pela agao da fitase
produzida por fungos do género Aspergillus liberou entre 66% e 90% do fosforo presente
em graos de milho. Silva (2010) produziu fitase a partir de fungos de Aspergillus niger
utilizando diferentes substratos agroindustriais, tais como farelos de trigo e soja, casca de
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café, polpa citrica e residuos de mandioca e derivados do milho, obtendo valores de
atividade catalitica de até 7,75 FIT.

Greiner et al. (2009) purificaram a fitase produzida por Aspergillus niger por
precipitagdo com sulfato de aménio, cromatografia i6nica e filtragdo com gel obtendo

20,3% de enzima recuperada em relagdo ao extrato enzimatico bruto.

Para processar a fitase em escala industrial, € necessario que 0 micro-organismo
a produza extracelularmente (FIREMAN E FIREMAN, 1998). A fitase ja foi produzida por
bactérias como Klebsiella aerogenes, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Saccharomyces
cerevisiae, mas a maior produgdo de fitase extracelular é por fungos do género
Aspergillus (GARGOVA E SARIYSKA, 2003). A maioria dos micro-organismos produz
fitase intracelularmente. A atividade extracelular da fitase foi observada em apenas 30
organismos, sempre em fungos filamentosos. Desses, 28 pertenciam ao género

Aspergillus, 21 ao grupo Aspergillus niger.

4.3 Acido fitico

O &cido fitico (CeH15024Ps) (&cido mio-inositol 1,2,3,4,5,6 hexafosférico) € um acido
organico, componente natural das sementes de leguminosas e cereais, que se forma
durante a maturagéo, sendo encontrado nas mais diversas formas isoméricas (PANDEY
et al.,, 2001). A quantidade de acido fitico presente em alimentos de origem vegetal
depende do tipo de planta, parte da planta usada, tipo de adubacéo e grau de maturidade.
Entre 70 e 80% do fésforo mineral presente nas matérias primas de origem vegetal esta
na forma de acido fitico (FENNEMA, 1993). Entretanto, o acido fitico ndo é degradado
pelos animais monogastricos, como porcos, galinhas e peixes (0os complexos cation-acido
fitico, normalmente sollveis em pH acido, tornam-se insollveis no pH neutro do intestino
delgado dos animais) gerando efeito negativo no balanco mineral e atuando também
como inibidor de protease. Devido ainda a capacidade do acido fitico de formar
complexos com cations bivalentes como o calcio, cobre, magnésio, ferro, manganés e
zinco, ele impede a absorgcdo desses nutrientes no intestino do animal (LEHNINGER et
al., 1993).

Métodos quimicos e fisicos, como extracdo, precipitacdo, tostagem e

autoclavagem podem ser utilizados para reduzir a porcentagem de acido fitico presente
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em alguns produtos, porém a aplicacao destes métodos provoca perda parcial de alguns

nutrientes, como as proteinas e os minerais (Silva et al., 2010).

Assim, 0 uso da enzima fitase exdgena pode auxiliar a solucionar o problema
associado ao uso de ragdes fabricadas a partir de cereais usados na dieta de animais
monogastricos (Silva et al., 2010). Lopez et al. (1997) recomenda a inclusdo da fitase a
fim de promover a hidrolise de grande parte do fitato presente na racao.

No Tabela 1, observa-se o conteldo de &cido fitico (fitato-P em ¢g/100 g) e a
ocorréncia de acido fitico sobre o total de fésforo em diferentes ingredientes utilizados
para a formulagéo de ragdes:
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Tabela 1: Conteudo de fitato em diferentes ingredientes utilizados na fabricagcao de ragbes

Ingrediente Fitato-P (g/100g MS) Fitato-P (%) (%)
Farelo de Milho 0,24 72
Cevada 0,27 64
Trigo 0,27 69
Aveia 0,29 67
Sorgo 0,24 66
Milheto 0,19 70
Arroz 0,27 77
Arroz polido 0,09 51
Farinha de arroz 10,31 80
Farinha de trigo 0,92 71
Farelo de arroz 20,42 89
Farelo de soja 0,39 60
Farelo de trigo 0,92 71

(*) Teor de acido fitico sobre o total de fésforo do ingrediente

Fonte: COUSINS (1999)

4.4 Fésforo

A medida da quantidade total de um elemento mineral em um alimento ou dieta é
apenas uma indicacao de seu valor nutritivo. O maior significado esta na disponibilidade
desse elemento para o organismo. Fatores quimicos, fisiolégicos e individuais determinam

a utilizacao global de um determinado elemento ingerido (FENNEMA, 1993).

Os sais minerais tem grande importancia para o organismo e sao classificados em

dois grupos:

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

selénio, cromo, estanho, niquel, vanadio e silicio (ANDRIGUETTO et al., 1982).

O fosforo, particularmente, tem alta demanda pelo organismo, pois & constituinte
dos acidos nucléicos DNA e RNA, participa da transferéncia e utilizacdo da energia
necessaria ao metabolismo celular, como componente do ATP, ADP e AMP, compde
membranas na forma de fosfolipidios, participa do metabolismo das proteinas, participa
da construcao do esqueleto de animais (suporte do crescimento de érgaos e musculos) e
nos animais ruminantes exerce papel fundamental no metabolismo de manutencao e
crescimento dos micro-organismos ruminais. Apds a ingestao do fésforo uma boa parte
desse mineral pode permanecer sem ser absorvida, podendo ser eliminada nos
excrementos causando poluicdo do solo e das aguas e eutrofizacdo dos mananciais
(ANDRIGUETTO et al., 1982).

O fosforo que faz parte da molécula do &cido fitico (hexa fosfato inositol) é
chamado fitato ou fésforo fitico (ANDRIGUETTO et al., 1982).

4.5 Fermentacao em Estado Sélido (FES)

A Fermentagdo em Estado Sélido possui emergente potencial biotecnoldgico para
producdo de alimentos, combustiveis, produtos quimicos e farmacos. A utilizagdo de
residuos agroindustriais como substratos para FES é uma alternativa econémica e que
apresenta a vantagem de agregar valor em residuos que normalmente sao descartados
pelas industrias. Com a evolugédo da engenharia bioquimica, dos modelos matematicos e
dos biorreatores, é possivel o aumento de escala e producao industrial de insumos por
FES (PANDEY et al., 2001).

A Fermentacdo em Estado Sélido ocorre na superficie ou interior de materiais
sblidos os quais possuem a capacidade de absorver agua, podendo ou nao conter
nutrientes solUveis e ser ou ndo biodegradaveis, sobre 0s quais 0s micro-organismos irao
crescer. O suporte sélido pode atuar como fonte de nutrientes ou os nutrientes podem ser
sollveis em agua e os micro-organismos estarem aderidos a uma matriz sélida, que ira
absorver o meio de cultura liquido (DEL BIANCHI et al., 2001).
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4.5.1 Fatores que interferem na Fermentacao em Estado Sélido

° Umidade

Os micro-organismos possiveis de se desenvolverem na Fermentacdo em Estado
Solido sdo aqueles capazes de crescer em meios com baixo teor de agua. Na FES a
guantidade de agua presente no meio € funcao da capacidade de retencéo da fase soélida
(Silva et al., 2010).

. Temperatura

A temperatura 6tima para fermentagéo depende do tipo de micro-organismo, mas
geralmente o intervalo de temperatura permanece entre 25 e 35 °C. Durante o
metabolismo dos microrganimos h& geragcdo de calor. A cada mol de CO, produzido
durante a oxidacao sao liberadas 673 Kcal. Por isso, em alguns processos de FES é
necessario remover o calor a fim de controlar a temperatura do processo (Silva et al.,
2010).

. Micro-organismo

Nos processos de FES aproximadamente 50% dos micro-organismos utilizados
sao fungos filamentosos, jA que esses micro-organismos crescem ao natural em
substratos sélidos e possuem propriedades fisioldgicas, enzimoldgicas e bioquimicas
adequadas ao processo (Silva et al., 2010).

o Aeracéao

A aeracdo faz-se necessaria para manter a aerobiose do processo, facilitar a

dessorcao de CO. e regular a temperatura e a umidade do substrato (Silva et al., 2010).
° pH

O pH da fermentacao pode afetar tanto o crescimento do micro-organismo quanto
a producéo e estabilidade dos metabdlitos produzidos (Silva et al., 2010).
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4.6 Caracteristicas do substrato para FES

Para fermentacdo em estado sélido (FES) o substrato pode estar na forma natural
ou ser um meio quimicamente conhecido, dependendo do processo que se deseja
realizar, da facilidade de se obter determinadas matéria — primas ou dos resultados que
se deseja produzir. De forma geral, os materiais utilizados sdo provenientes de matérias —
primas ou residuos agroindustriais, devido ao seu baixo ou nenhum valor comercial. E
possivel incorporar solugdo nutriente ao substrato sélido para torna-lo melhor as
condigdes nutricionais do micro-organismo para a fermentacdo desejada. A matriz sélida
(substrato) deve ter caracteristicas que possibilitem o maior rendimento do processo,
como elevado grau de acessibilidade do micro-organismo a todo meio e, para tanto, de
suas caracteristicas mais importantes destacam-se a porosidade, o tamanho e o formato
das particulas. O tamanho da particula deve ser pequeno o suficiente para manter boa
area superficial e consequentemente maior grau de transformacdo, mas com
granulometria prépria, que permita a circulacdo de ar entre a massa e a dissipacao de
gases e calor produzidos. Quanto a porosidade, a principal qualidade desta caracteristica
€ a capacidade de absor¢do de agua, que facilita o transporte de enzimas e metabdlitos
por entre 0 meio e os micro-organismos (DEL BIANCHI et al., 2001).

4.7 Fungos filamentosos

Os fungos sao seres eucarioticos, heterotroficos, que nao sintetizam clorofila,
armazenam glicogénio como material de reserva e ndo possuem celulose na parede
celular. Sao seres quimiotroficos, obtendo energia a partir de reagdes quimicas, onde 0s
substratos adequados sao oxidados (DEL BIANCHI et al., 2001). A presenca de
substancias quitinosas na parede da maior parte das espécies flungicas e a capacidade de
armazenar glicogénio os assemelham as células animais (PELCZAR et al., 1996). Sao
constituidos por elementos multicelulares em forma de tubo denominados hifas, e ainda
formam esporos. Ao conjunto de hifas d4-se o nome de micélio. Nos fungos, os esporos
sao a forma mais freqliente de reproducao, podendo ser de origem tanto sexuada quanto
assexuada (DEL BIANCHI et al., 2001).

Os fungos filamentosos sdo constituidos, fundamentalmente, por elementos
multicelulares na forma de tubo — as hifas que podem ser continuas, ndo septadas ou

cenociticas e septadas, e ainda podem conter esporos (LIMA et al., 1987).
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Cerca de 50% dos micro-organismos utilizados nos processos de FES sao fungos
filamentosos, pois esses micro-organismos tem facilidade de crescer ao natural em

substrato sélido e absorvem os nutrientes dissolvidos no meio (PELCZAR et al., 1996).

4.7.1 Aspergillus
Mais de 200 espécies de fungos do género Aspergillus podem ser encontradas na

natureza. Sao fungos aerodbicos, amplamente utilizados na produgado de alimentos e
produtos como acidos glucénico, citrico e galico.

Aspergillus niger € uma das espécies mais comuns do género Aspergillus. Tem a
capacidade de produzir até 19 tipos diferentes de enzimas, dependendo da indug&o ou do
substrato. Segundo GARGOVA E SARIYSKA (2003) e DVORAKOVA et al. (1997) os
fungos desse género apresentam elevado potencial para produgéo de fitase extracelular.

Aspergillus oryzae € um fungo filamentoso utilizado na culinaria e na producao de
bebidas alcodlicas.

4.8 Animais monogastricos

O uso de dietas vegetais na alimentagdo de monogastricos aumentou
significativamente com a incidéncia de BSE (encefalopatia espongiforme bovina), também
conhecida como doencga da vaca louca, quando Brasil e paises da Comunidade Européia
restringiram a utilizacdo de produtos de origem animal, como farinhas de carne e 0ssos,

na alimentagdo de ruminantes e monogastricos (SA, 2005).

As racOes padrao para monogastricos tem como ingredientes principais o milho e
o farelo de soja, ingredientes que mais contribuem na composicédo dos custos das racoes.
Assim, tem-se utilizado enzimas adicionadas as ragbes a fim de permitir melhor
aproveitamento dos nutrientes presentes nos ingredientes. No entanto, o uso de enzimas
exogenas na formulacado de dietas requer cuidados para a garantia da eficiéncia e da
acao desejadas, como, por exemplo, a toleréncia ao calor. A termoestabilidade da enzima
indica se o produto deve ser adicionado apds a peletizagcdo por meio de pulverizagédo, ou

se por aplicagao direta na ragéo (REMUS, 2008)

Um processo alternativo a adi¢cdo de fitases em dietas vegetais com ingredientes
ricos em fitato é o tratamento do cereal antes da inclusdo na ragao nas condi¢des 6timas

da enzima (RIES E MACEDO, 2010).
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A razdo pela qual os animais monogastricos ndao podem utilizar o fésforo
proveniente do acido fitico presente na racao é porque nao possuem, ou possuem nivel
muito baixo de atividade da fitase em seu trato intestinal. Assim, esses animais
necessitam de adicdo suplementar de fosforo inorganico na sua dieta (GARGOVA E
SARIYSKA, 20083).

No sistema gastrointestinal dos animais monogastricos, o acido fitico se liga com
minerais, proteinas e enzimas, como a amilase, formando o fitato. O fitato impede que
componentes importantes para o desenvolvimento dos animais se unam ao bolo
alimentar, sendo entdo eliminados pelas fezes. Além de reduzir a disponibilidade de
fésforo, o fitato aumenta a secre¢do de muco no intestino destes animais, interferindo nos
sistemas de absorcado de nutrientes. Dessa forma, a fitase age de forma a impedir que o
fésforo seja eliminado nas fezes sem ser aproveitado pelo organismo. Simultaneamente,
a interacao do acido fitico com minerais essenciais na dieta (Fe, Zn, Ca, etc.), proteinas e
vitaminas limita a disponibilidade desses nutrientes, formando um fator anti-nutricional
(GARGOVA E SARIYSKA, 2003).

4.9 Farelo de arroz

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de arroz, ocupando a sexta
posi¢cdo no mercado mundial, com 11,4 milhdes de toneladas beneficiadas do grao (base
casca) na safra 2009/2010 e estimativa de 12,35 milhées de tonaledas beneficiadas na
safra 2010/2011 (http://www.deere.com.br/pt_BR/ag/veja_mais/info_mercado/rice.html).

O farelo, um dos subprodutos resultantes do beneficiamento do arroz, representa
de 8 a 11% do peso total do grao, sendo obtido a partir do seu polimento (PARRADO et
al., 2006). As caracteristicas fisico-quimicas do farelo de arroz dependem de fatores
como: cultivar, tratamento do grdo antes do beneficiamento, sistema de beneficiamento

empregado e grau de polimento ao qual o grao foi submetido (BERMUDES, 1994).

A Tabela 2 apresenta a composi¢ao do farelo de arroz desengordurado.
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Tabela 2: Composic¢éo do farelo de arroz desengordurado.

(%) Farelo de arroz desengordurado
Umidade 9,2
Proteinas 19,2
Lipidios 57
Carboidratos 47,1
Fibras 11,7
Cinzas 7.1

Fonte: SILVEIRA E FURLONG (2007)

O farelo de arroz é frequentemente utilizado como substrato para Fermentacdo em
Estado Sélido visando a producdo de insumos para industria de alimentos devido a sua
abundancia (BERMUDES, 1994).

4.10 Aplicacao da fitase

Desde 1968, quando foi descoberta a disponibilidade do fésforo presente no acido
fitico, a fitase vem sendo pesquisada. A fitase foi a primeira enzima a ser adicionada em
racdes a base de soja (PANDEY et al., 2001).

A fitase microbiana tornou-se disponivel comercialmente em 1991, quando a
legislacao obrigou seu uso nos Paises Baixos para controlar a poluicdo por fosfatos em
unidades de criacao de suinos e aves, amplificando seu desenvolvimento e aceitacdo. O
que antes era mais restrito aos paises que adotavam essa legislacdo, tornou-se
globalmente utilizado com o reconhecimento do perigo ecolégico da eutrofitizagdo. A
proliferagéo de fitases no mercado gerou redugé@o de custos e a proibicao da adicdo de
farelos de carne e ossos de animais na criacdo de monogastricos gerou aumento na
demanda de fésforo de 26 mil toneladas. Entretanto, o elevado custo do processo

continua sendo obstaculo para a produgdo dessa enzima (PANDEY et al., 2001). Van
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Beilen e Li (2002) estimaram que no fim do século XX 65% da dieta de aves e 20% da
dieta de suinos seriam de rac6es adicionadas de fitase.

Atualmente, no Brasil, existem algumas industrias de ragao animal, como o Grupo
Guabi, que importam a fitase para adiciona-la em seus produtos a fim de disponibilizar o
fésforo na dieta dispensando a adicdao de uma fonte de fésforo (a mais utilizada pelos
produtores € o fosfato bicalcio). Entretanto, embora o Brasil seja um dos maiores
produtores mundiais de graos e de residuos agroindustriais que poderiam ser utilizados

como matérias primas para producao de fitase, o pais ainda ndo produz essa enzima.

Outra aplicagdo seria em cereais e oleaginosas, a fim de se aumentar a
disponibilidade de minerais, reduzindo o efeito anti-nutricional do acido fitico e
aproveitando o potencial descrito em artigos para sadde humana a partir do consumo dos
produtos da hidrélise do acido fitico. O mio-inositol fosfato pode diminuir a incidéncia de
doencas cardiacas e diabetes, inibir a producdo de radicais livres e atuar como
antioxidante e reduzir o nivel de colesterol, além de prevenir diversos tipos de cancer
(GREINER et al., 2009). Esteres trifosfatados de inositol tem demonstrado também acao
inibitéria significativa contra infecgdes retrovirais como HIV (KEROVUO J., 2000).

Em 2008, uma empresa de agrobiotecnologia da China anunciou a producéao de
milho transgénico adicionado com fitase para ser vendido comercialmente no mercado
doméstico. Neste pais o mercado da fitase é de aproximadamente U$ 200 milhdes e seu
emprego em rag0es animais ja € obrigatorio devido aos beneficios ambientais associados

(http://www.portaldoagronegocio.com.br/conteudo.php?id=26707).
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5. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Processos Fermentativos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas,
UNICAMP.

5.1 Micro-organismo

Os micro-organismos utilizados foram o Aspergillus niger e o Aspergillus oryzae.
As culturas foram cedidas pela NRLL — US Department of Agriculture. As culturas foram
mantidas em 8 ml de meio PDA inclinado (agar batata dextrose) em tubos de ensaio
previamente esterilizados na temperatura de 121 °C por 15 minutos.

5.2 Preparo do in6culo

Os esporos das culturas em manutengéo foram incubados por 30 °C por 10 dias
em Erlenmeyers inclinados contendo PDA estéril. A coleta dos esporos foi feita atraves da
adicao de solugao Tween 80 (0,1%) e raspagem dos esporos da superficie do meio.

A contagem de esporos da suspenséo foi feita e padronizada por contagem direta
em camara de Neubauer. A suspensio, padronizada a 10’ esporos/mL, foi adicionada ao

meio de cultura no valor de 5 % (v/m) do volume total.

5.3 Substrato para FES

O substrato utilizado para fermentacao foi o farelo de arroz. A umidade inicial do
farelo de arroz foi previamente determinada e entdo corrigida para 75%. O substrato
passou por processo de esterilizagdo a 121 °C por 15 minutos e 1 atm.

5.4 Fermentacao

O método de fermentacdo empregado foi FES (Fermentacdo em Estado Sdélido)
utilizando como biorreator frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 g do substrato com
as caracteristicas previamente descritas, como pode ser visto na Figura 4. As cepas de
Aspergillus niger foram inoculadas na razdo de 10’ esporos por grama de substrato. A
temperatura adotada para fermentagéo foi 30 °C. O tempo de fermentagao foi definido

posteriormente para cada um dos microrganismos utilizados.
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Figura 4: Fermentacdo em Erlenmeyer

5.4.1 Avaliacao da influéncia da suplementacao com diferentes fontes de nitrogénio

Para producédo de fitase foram avaliadas trés fontes de nitrogénio (N;: extrato de
levedura, N.: 4gua de maceracao de milho e Ns: uréia) utilizando planejamento fatorial
completo 2° com triplicata do ponto central a fim de estudar o efeito das variaveis na
producéo de fitase. O 12° ensaio foi feito utilizando-se agua estéril (sem adi¢cdo das fontes

de nitrogénio) na fermentagéo.

A Tabela 3 apresenta as diferentes concentragcées das fontes de nitrogénio. Para
extrato de levedura (N,) e uréia (N3) foram preparadas solugdes nas concentragdes de 2,
3 e 4 g/g de substrato. Agua de maceracdo de milho (N,) foi adicionada aos meios
fermentativos nas concentragbes de 2, 3 e 4 mL/g de substrato. A Tabela 4 apresenta a
matriz do planejamento experimental com os niveis das trés fontes nitrogenadas que
foram adicionados em cada ensaio. Foram adicionados 2 mL de cada uma das fontes de
nitrogénio, a fim de se manter a umidade do meio fermentativo em 75% (5% provenientes
do inéculo, 10% do farelo de arroz/ substrato e 60% das solugdes contendo as fontes de

nitrogénio).
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Tabela 3. Tabela de niveis do Planejamento Experimental inicial para avaliagao do efeito
da adicao de fontes nitrogenadas na fermentacao

VARIAVEIS -1 0 +1
Extrato de Levedura (g.g™") 2 3
Agua de Maceragao (mL.g™) 3
Uréia (9.9 2 3 4
Tabela 4. Matriz do planejamento experimental inicial
Matriz Extrato de Levedura Agua de Maceracao Uréia
Q) (N2) (Na)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

5.4.2 Avaliacao da influéncia da adicao de sais minerais

Foram feitos ensaios para otimizagdo do processo envolvendo 4 variaveis: KCI,
MgSO,, CaCl,.2H,O e ZnS0,.7H,O (sais inorganicos) sendo testadas em diferentes

niveis através de planejamento experimental Plackett-Burmann de 8 ensaios mais 3
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pontos centrais, para selecionar as variaveis significativas na producédo de fitase. Os
planejamentos seguintes foram definidos de acordo com os resultados obtidos.

A Tabela 5 apresenta as diferentes concentragdes dos sais minerais. Para os sais
minerais KCIl, MgSO,, CaCl,.2H,O e ZnS0,.7H,O foram preparadas solugcdes nas
concentragdes 2, 25 e 3 mM. A Tabela 6 apresenta a matriz do Planejamento
Experimental com os niveis dos cinco sais que foram adicionados em cada ensaio. Foram
adicionados 2 mL de cada uma das solucbes de sais minerais, a fim de se manter a
umidade do meio fermentativo em 75% (5% provenientes do inéculo, 10% do farelo de

arroz e 60% das solugbes contendo os sais minerais).

Tabela 5. Tabela de niveis do planejamento experimental inicial (Plackett — Burmann)

COMPONENTE 1 0 1
KCI (mM) 2 2,5 3
MgSO, - 7H,0 (mM) 2 2,5 3
CaCl,.2 H,0 (mM) 2 2,5 3
ZnS04.7H.0 (mM) 2 2,5 3

Tabela 6: Matriz do planejamento experimental inicial (Plackett-Burmann de 8 ensaios)

ENSAIO KCI MgSO,7H,0 CaCl,2H,0 ZnS0,.7H;0
1 1 K X 1
2 1 1 -1 -1
3 1 1 1 -1
4 1 1 1 1
5 1 -1 1 1
6 -1 1 1 1
7 -1 -1 1 -1
8 -1 -1 -1 -1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0

11 0 0 0 0
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5.5 Metodologias analiticas

5.5.1 Analises fisico-quimicas do substrato

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

foram feitas em triplicata e expressas em porcentagem.

5.5.1.1 Determinacao da umidade

Foi feita por método termogravimétrico. Primeiramente, as amostras foram
pesadas em placas de Petri previamente secas por 2 h em estufa a 105 °C até peso
constante e mantidas secas em dessecador. As amostras foram levadas a estufa por 2h a
105 °C ou até peso constante.

5.5.1.2 Determinacao do teor de proteinas -Kjeldahl

O teor de proteinas foi determinado pela metodologia de Kjeldahl. Foi pesado 0,2 g
de farelo de arroz (amostra) em papel filiro livre de nitrogénio e adicionou-se 2 g de
mistura catalitica (Na,SO, e CuSO,4H-0) no tubo digestor. Foi adicionado 5 mL de &cido
sulfarico no tubo seguido de agitacdo. O tubo foi levado a digestdo em bloco digestor a
450 °C até o conteudo do tubo ficar limpido e transparente. Esfriou-se o tubo. A etapa
seguinte consistiu na destilacado da aménia. Foram colocados 15 mL de agua no tubo até
dissolver a amostra e esfriou-se o tubo em banho de gelo ou agua corrente. O tubo com a
amostra digerida foi entdo levado ao destilador e colocou-se 20 mL de NaOH. O vapor foi
borbulhado em 10 mL de acido bérico 3% em Erlenmeyer com 3 gotas de indicador misto
(vermelho de metila 0,2% e azul de metileno 0,2%). A destilacdo ocorreu até o
aparecimento da cor verde ou até que o volume coletado fosse de 50 mL para garantir o
término da evaporacao e a condensacao de toda amoénia presente na amostra. A etapa
final consistiu na titulagdo do borato de aménio com HCI 0,1N. O fator de correcao usado
foi 6,25.

5.5.1.3 Determinacao do teor de lipideos —Bligh Dyer

Foram pesados 10 g de farelo de arroz (amostra), em Erlenmeyer de 250 M,
foram adicionados 50 mL de metanol, 25 mL de cloroférmio e 10 mL de agua sobre a
amostra. Homogeneizou-se e adicionou-se mais 1 mL de agua, seguido de agitacao por
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mais 1 minuto. A mistura foi filtrada a vacuo e o residuo foi re-homogeneizado com 10 mL
de cloroférmio. O filtrado foi entdo agitado por mais 20 minutos e adicionaram-se mais 25
mL de cloroférmio e 25 mL de solucao sulfato de sodio 1%. Agitou-se a mistura por mais 2
minutos. Transferiu-se a solucdo com a amostra para um funil de separacdo e
adicionaram-se uma parte de agua e outra parte de cloroférmio, formando 2 fases, uma
de cloroférmio rica em lipideos (inferior) e outra de agua, contendo os outros
componentes da amostra. Apos a separagao das camadas, a por¢ao lipidica foi colocada
em baldo de fundo chato previamente seco em estufa a 105 °C com um filtro de Na,SO,
para reter a dgua que poderia ter vindo junto na separagao. O solvente foi evaporado com
auxilio de rotaevaporador e o balédo foi levado a estufa a 100 °C para eliminar qualquer
traco de solvente. O baldo foi resfriado em dessecador e posteriormente pesado. O teor
de lipidios foi entdo calculado pela diferenga de massa.

5.5.2 Caracterizacao das fontes nitrogenadas

O teor de nitrogénio presente nas fontes de nitrogénio adicionadas aos meios
fermentativos foi determinado conforme o item 5.5.1.2.

5.5.3 Extracao da enzima (fitase)

Foram adicionados 50 mL de agua deionizada a cada frasco contendo o substrato-
suporte fermentado. Os frascos foram agitados em shaker a 150 rpm e 30 °C por um
periodo de 30 minutos. O conteudo de cada frasco foi filtrado para obtengdo do extrato
aquoso da enzima. O extrato foi centrifugado a 2335 g por 8 minutos e o sobrenadante
recolhido para posterior dosagem enzimatica. A Figura 5 apresenta a etapa de agitacao
dos frascos contendo o substrato suporte fermentado e a Figura 6 apresenta a filtracdo do

extrato enzimatico.
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Figura 6: Extragdo enzimatica - filtracdo do substrato suporte fermentado

5.5.4 Determinacéao da atividade enzimatica (FIT)

A atividade da fitase (FIT) foi determinada pela mensuragédo da quantidade de
fosfato inorganico liberado, sendo definida como a quantidade de enzima necessaria para
liberar um micromol de fosfato inorganico a partir de um mililitro de solugao de fitato de
sodio 1,5 mM, por minuto e por mL de extrato enzimético cru, nas condigbes de
temperatura e pH dados. Em tubo de ensaio de 20 mL foi adicionado 1 mL de fitato de
sédio (1,5 mM) preparado em tampéao acetato 0,2 M (pH 4,8) e 0,5 mL de extrato cru de
enzima na diluicdo 1:1 em agua deionizada, seguido da incubagdo em banho-maria a 60
°C por 10 minutos. A enzima foi inativada levando-se as amostras em banho-maria a

100°C por 5 minutos.
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5.5.5 Determinacao de fosfato total

Para determinar o fosfato liberado foram adicionados 1 mL de acido tricloroacético
10% e 1,5 mL de agua destilada em cada tubo de ensaio contendo as amostras. Foram
entdo acrescentados 5 mL de reativo Taussky-Schoor, preparado segundo a metodologia
de Harland e Harland (1980) e quantificada a densidade oOptica a 660 nm em
espectrofotdmetro, determinando entdo a concentragdo de fésforo através de curva
padrao.

5.5.6 Curva padrao de fosfato

A curva padrao foi feita pesando-se 0,7165g de fosfato de potassio (KH,PO,),
previamente seco em estufa a 105 °C durante 2 h e diluindo-se o fosfato em 100 mL de
agua destilada. Essa solucao contém 0,5 mg de PO, por ml e foi chamada de Solucéo I.
Tomou-se 20 ml da Solucéo | e diluiram-se a 1000 mL de agua destilada, sendo essa a
Solucéo Il, contendo 0,01 mg de PO, por mL. Foram tomados 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9¢e 10
mL da Solugéo Il e levados a baldes volumétricos de 100 mL com agua destilada. Foram
medidos 3 mL de amostra ap6s agitacao e transferiu-se para Erlenmeyers de 125 mL com
2 mL de éacido sulfurico 0,1 N. Os Erlenmeyers com as amostras foram levados para
chapa de aquecimento (ou banho-maria em ebulicdo) por 90 minutos, mantendo-se o
volume constante em 50 mL. Depois de frias, as amostras foram recolhidas em balbes
volumétricos de 100 mL e foram adicionadas 3 gotas de indicador fenolftaleina e NaOH
até ligeira coloracdo résea e completou-se o volume do baldo com 100 mL com agua
destilada. Homogeneizou-se. Transferiram-se 50 mL e adicionou-se 0,5 mL de solu¢ao de
molibdato de aménio, seguido de agitagdo. Foi adicionado 0,5 mL de acido amino naftol
sulfénico e tornou-se a agitar. Apds 5 minutos as densidades dpticas das amostras foram
determinadas utilizando-se espectrofotdmetro a 690 nm.

5.5.7 Avaliacao do efeito da adicao de fontes de nitrogénio e de sais na producao de
fitase

Para avaliar o efeito da adicao das diferentes fontes de nitrogénio nas diferentes
concentracdes e a influéncia dos sais minerais na atividade da fitase, os extratos crus da
enzima foram diluidos 1:10 (v/v) e foi determinada a atividade enzimatica (conforme o

item 5.5.4). A Figura 7 apresenta o substrato suporte fermentado.
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Figura 7: Substrato suporte fermentado

5.6 Caracterizacao da fitase

A fitase produzida foi caracterizada quanto a sua estabilidade em diferentes
valores de pH e de temperatura de pré-incubacao.

5.6.1 Estabilidade enzimatica no pH

O extrato enzimatico foi obtido a partir de fermentagdes realizadas conforme o item
5.4 e foi, posteriormente, pré-incubado durante 120 minutos em diferentes tampdes de pH
(os valores de pH estudados foram: 1.6, 2, 2.6, 3, 4, 4.6, 5, 6, 7 e 8) Foram retiradas
aliquotas a cada 30 minutos para determinacéao da atividade enzimatica conforme o item
5.5.3.

5.6.2 Estabilidade enzimatica na temperatura

O extrato enzimatico foi obtido a partir de fermentagdes realizadas conforme o item
5.4 e foi, posteriormente, pré-incubado durante 120 minutos em banho-maria em
diferentes temperaturas (as temperaturas estudadas foram 50, 60, 70, 80 e 90 °C). Foram
retiradas aliquotas a cada 30 minutos para determinacdo da atividade enzimatica
conforme o item 5.5.3.
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5.7 Aplicacao da fitase em ingredientes para racées animais

A fim de se avaliar o aumento da disponibilidade de fésforo nos cereais utilizados
para fabricagdo de ragbes apds o tratamento com fitases, o extrato enzimatico bruto
obtido a partir das fermentagdes foi aplicado em farelo de arroz, farelo de soja, farelo de
trigo e farelo de milho.

5.7.1 Producao do indculo e fermentacao para producao do extrato enzimatico

O preparo do inéculo foi realizado de acordo com o item 5.3.

5.7.2 Producao do extrato enzimatico

Para producao do extrato enzimatico bruto que foi aplicado nos ingredientes das
racdes foram realizadas fermentagbes utilizando Aspergillus oryzae. As fermentacdes
foram conduzidas a 30 °C, durante 96 horas com umidade inicial de 75%. O substrato

utilizado na fermentacéo foi o farelo de arroz.

5.7.3 Extracao do extrato enzimatico bruto

A cada frasco contendo o substrato fermentado foram adicionados 50 ml de
solucdo tampao pH 6 (pH 6timo) e os frascos foram agitados em shaker durante 30
minutos. O conteudo de cada frasco foi entdo filtrado e as amostras foram levadas a
centrifugacao por 10 minutos a 2335 g, obtendo-se assim o extrato enzimatico bruto.

5.7.4 Tratamento do ingrediente vegetal

O ingrediente foi incubado com extrato enzimatico na proporg¢éo 1:5 (p/v), pH 6
(6timo), com agitacéo a fim de facilitar a acao da enzima. A agitacao foi feita em shaker a
150 rpm a 40 °C durante 30 minutos.

5.7.5 Analise do teor de fosforo

A acao enzimatica foi determinada mensurando-se o teor de fésforo liberado nos
ingredientes das ragdes apds o tratamento com a fitase obtida. O teor de fésforo foi
medido utilizando-se a metodologia de Taussky-Shoor proposta por Harland e Harland
(1980), descrita no item 5.5.5.
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A atividade enzimatica (FIT,) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar um pmol de fosforo por ml de extrato enzimético por minuto por grama do

ingrediente vegetal.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados referem-se as fermentagbes utilizando Aspergillus

niger e Aspergillus oryzae.

6.1 Caracterizacao do Substrato

A tabela 7 mostra os resultados da determinagédo da umidade, do teor de proteinas

e do teor de lipideos do farelo de arroz.

Tabela 7: Composicao do farelo de arroz utilizado como substrato no presente trabalho

Amostra Umidade (%) * Proteina (%)* Lipideos (%)*

Farelo de arroz 10,96 + 0,22 17,16 £ 1,82 4,67 £ 0,28

* médias de triplicatas

6.2 Caracterizacao das fontes nitrogenadas

A Tabela 8 apresenta os resultados do teor de nitrogénio das fontes nitrogenadas
adicionadas as fermentagbes: extrato de levedura (N,), agua de maceragado de milho (N,)

e uréia (Ns).

Tabela 8: Teor de nitrogénio das fontes nitrogenadas utilizadas no presente estudo

Extrato de levedura  Agua de maceracéao Uréia
de milho
12,5 42 46

6.3 Efeito da adicao de fontes nitrogenadas na fermentacao em estado sélido para
producao de fitase por Aspergillus niger e determinacao do melhor tempo de

fermentacao

As Tabelas 9, 11 e 13 apresentam os valores de atividade fitésica (fosfato
liberado) obtidos a partir do Planejamento Fatorial 2° completo com triplicata do ponto
central nos diferentes tempos de fermentagao (36, 72 e 96 horas). As fermentacdes foram
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realizadas em meios suplementados de fontes nitrogenadas, conforme o item 5.4.1 de
Material e Métodos.

Tabela 9: Atividade da fitase produzida por Aspergillus niger (extragcdo enzimatica ap6s 36
horas de fermentagao)

Ensaio Extrato de Agua de Uréia Atividade da fitase
Levedura Maceracao p (FIT)
(mL.g™) (9.97)
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36,24
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28,80
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34,71

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software “Statistica” 7.0.

A Tabela 10 mostra os coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N> e N3
(agua de maceracao de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interacoes e a Figura 8
mostra o Grafico de Pareto dos principais efeitos, tendo como resposta a atividade da
fitase produzida em 36 horas de fermentacéo.
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Tabela 10: Coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N, e N3 (dgua de maceragao
de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interacoes

Coef. de Erro t(4) p valor Lim. Lim.
regressao padrao conf.- conf.+85%
85%

Média 29,93 1,48 20,17 0,00 27,29 32,57
N4 -9,35 3,48 -2,68 0,05 -15,54 -3,16
N3 -6,78 3,48 -1,94 0,12 -12,97 -0,59

2X3 -6,45 3,48 -1,85 0,13 -12,64 -0,26
(1)Extrato de levedura "/ ; / /'/ /ﬁ/ ; / /'/ /—2,687
(3)Uréia fr £ rrr -1,94868

o

(%]

//%’/’/ e X%ﬁ*ﬁ/’/ %jmam

S

1,273501

:

(2)Agua de maceragio de miho / ,2205103

p=,15
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 8: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitasica durante as 36 h de fermentagéo do farelo de arroz por Aspergillus niger.

Os resultados apresentados na Tabela 10 indicam que a variavel N, (dgua de
maceragdo de milho) ndo foi significativa dentro do limite de confianca de 85%. A
interagcao entre as variaveis N; e N> e Ny e N3 também néo apresentou efeito significativo.
Melhores atividades fitdsicas sdo obtidas quando se utiliza os menores niveis das
variaveis Ny e N3 ou a interacao entre as variaveis N, e N3. Como o efeito da interacao foi
negativo, sugere-se utilizar N, e N3 em niveis opostos. Logo, deve-se utilizar N, no maior

nivel e N3 no menor nivel.

O modelo empirico deste planejamento é:
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FIT = 29,93 -9,35(N;) -6,78(N3) -6,45(N5*N3)

Substituindo-se Ni= -1, No= 1 e N3= -1 obtém-se a maxima resposta esperada,
dentro do campo estudado. Assim, utilizando-se N1 e N3 nos memores niveis e N2 no
maior nivel, é possivel alcancgar atividade enzimatica de 52,51 FIT.

Tabela 11: Atividade da fitase produzida por Aspergillus niger (extragdo enzimatica apds
72 horas de fermentacao)

Ensaio Extrato de Agua de Uréia Atividade da fitase
Levedura Maceracao (FIT)
(997
(9.9 (mL.g™)

1 2 2 2 5,19
2 4 2 2 1,88
3 2 4 2 2,76
4 4 4 2 2,19
5 2 2 4 1,80
6 4 2 4 1,69
7 2 4 4 1,42
8 4 4 4 1,38
9 3 3 3 1,62
10 3 3 3 4,36
11 3 3 3 4,62
12 0 0 0 4,05

As anélises estatisticas foram feitas utilizando o software “Statistica” 7.0.

A Tabela 12 mostra os coeficientes de regressédo para as variaveis N, N2 € N3
(agua de maceracao de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interagfes e a Figura 9
mostra o Grafico de Pareto dos principais efeitos, tendo como resposta a atividade da
fitase produzida em 72 horas de fermentagéao.
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Tabela 12: Coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N, e N3 (dgua de maceragao
de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interagoes

Coef. de Erro t(4) p valor Lim. Lim.
regressao padrdo conf.- conf.+85%
85%
Média 2,62 0,47 5,57 0,00 1,78 3,46
(3)Uréia /ﬂ:/? / ./ ?ﬁ/ -1,29455
(1)Extrato de levedura . /?fjj/ ;__,.J /" -,91048
3 /ﬁ, e 8427022
12 j;";"j? 6348507
(2)Agua de maceragéo de milho i ﬁ;" -,634851
s [ A 3230735

Efeito Estimado (Valores Absolutos)

Figura 9: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitasica durante as 72 h de fermentagéo do farelo de arroz por Aspergillus niger.

Os resultados apresentados na Tabela 12 indicam que nenhuma das variaveis

estudadas, ou a interacdo entre elas, apresentou efeito significativo dentro do limite de

confianca de 85% na atividade da fitase produzida em 72 h por A. niger. Assim, o modelo

empirico que apresenta a maxima resposta esperada é:

FIT = 2,62
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Tabela 13: Atividade da fitase produzida por Aspergillus niger (extragdo enzimatica apés
96 horas de fermentacéo)

Ensaio Extrato de Agua de Uréia Atividade da fitase
Levedura Maceracao (FIT)
(mL.g™) (9.9
(9-9”

1 2 2 2 1,21
2 4 2 2 0,96
3 2 4 2 1,99
4 4 4 2 0,79
5 2 2 4 2,19
6 4 2 4 2,71
7 2 4 4 2,74
8 4 4 4 1,27
9 3 3 3 2,54
10 3 3 3 2,08
11 3 3 3 3,02
12 0 0 0 2,01

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software “Statistica” 7.0.

A Tabela 14 mostra os coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N> € N3
(agua de maceragao de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interagdes e a Figura
10 mostra o Gréfico de Pareto dos principais efeitos, tendo como resposta a atividade da
fitase produzida em 96 horas de fermentagéo.

36



Tabela 14: Coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N, e N3 (dgua de maceragao
de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interacoes

Coef. de Erro t(4) p valor Lim. Lim.
regressao padrao conf.- conf.+85%
85%
Média 1,95 0,21 9,11 0,00 1,57 2,33
N 0,99 0,50 1,96 0,12 -0,09 1,88
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1)Extrato de levedura M W’fmmfﬂ" -1,19306
" i

23 e - 45665

13 s /,248555

(2)Agua de maceragzo de miho ;/!7;2:2/{: -,139191

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 10: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitasica durante as 96 h de fermentagao do farelo de arroz por Aspergillus niger.

Os resultados apresentados na Tabela 14 mostram que Nj foi a Unica variavel que
apresentou efeito significativo na atividade da fitase produzida em 96 horas de
fermentagéo, dentro do limite de confianca de 85%. Mehores respostas na atividade da
enzima sao esperadas quando Nj é utilizada no maior nivel. Assim, o modelo empirico

para este planejamento é:
FIT = 1,95 + 0,99(Na3)

A partir do modelo, conclui-se que é possivel produzir fitase com atividade de até

2,94 FIT utilizando N3 (uréia) no maior nivel empregado.

Se os valores da razao “p” forem menores que o nivel de significancia escolhido,
no caso 15% ou 0,15 ha diferenga significativa em relagéo ao fator estudado, e quanto
menor o valor de p, maior a influéncia desse fator com relagcdo aos demais. Assim,
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observou-se que em 36 h de fermentacdo o extrato de levedura e a uréia apresentaram
efeito significativo, assim como a interagdo entre as variaveis agua de maceracao de
milho e uréia, ao nivel de 85% de confianca (Figura 8). A melhor atividade da fitase é
obtida quando sdo adicionados na fermentagéo extrato de levedura ou uréia na menor
concentracdo (2 g.g"') ou 4gua de maceracéo de milho na maxima concentragéo (4 mL.g"
"), juntamente com uréia na menor (2 g.g"'). Nessas condigdes, a atividade fitasica é de
52,5 FIT.

Em 72 h de fermentacdo, nenhuma das variaveis estudadas apresentou efeito
significativo (Figura 9), no limite de 85% de confianga, na atividade da fitase produzida. A
maxima atividade enzimatica nesse tempo foi de 2,72 FIT. Em 96 h de fermentacao
apenas a adicdo de uréia apresentou efeito significativo (Figura 10). Quando uréia é
adicionada no maximo nivel (4 g.g”') a melhor resposta para atividade fitasica produzida é
2,94 FIT.

Assim, comparando-se a atividade da enzima produzida nos diferentes tempos de
fermentacéo, observa-se que o melhor resultado (52,5 FIT) foi obtido em 36 h, tendo a
atividade da enzima diminuido nos tempos de 72 e 96 h. Considerando-se ainda que o
tempo € um dos fatores econébmicos a serem levados em consideracdo na producao
industrial da enzima, adotou-se 96 h como o tempo de fermentacdo para producédo de
fitase por Aspergillus niger nos ensaios seguintes.

SOCCOL et al (2002) produziram fitase por Fermentacdo em Estado Sdélido
utilizando também Aspergillus niger e obtiveram uma atividade enzimatica de 70 FIT em
48 horas. SILVA et al (2010) em processo de fermentacdo em estado sélido semelhante,
utilizando Aspergillus japonicus e bagago de mandioca como substrato, durante 96 horas
produziu fitase com atividade enzimatica maxima de 26,41 FIT. PESSOA et al. (2010)
produziram fitase com atividade maxima de 26 FIT a partir de processo de fermentacao
em estado sélido semelhante ao feito neste trabalho, utilizando como substrato diferentes
tipos de sementes.

A partir dos resultados encontrados, observa-se que a concentragdo de fosforo
liberado pela fitase produzida nesse trabalho foi alta, pois os processos fermentativos

descritos na literatura tiveram maior duragao.
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6.4 Efeito da adicao de sais minerais na fermentacao em estado soélido para
producao de fitase por Aspergillus niger

A Tabela 15 apresenta os valores da atividade fitasica (fosfato liberado) ap6s 36
horas de fermentacao obtidos a partir do planejamento experimental Placket Burmman de
8 ensaios com triplicata do ponto central, cujos meios foram suplementados com adicéao
de sais, conforme item 5.4.2 de materiais e métodos.

Tabela 15: Atividade da fitase produzida por Aspergillus niger (extragdo enzimatica apés
36 horas de fermentacéo)

Ensaio KCI  MgSO4.7H,O CaCl,2H,O ZnS04.7H.0 Atividade da
(mM) (mM) (mM) (mM) fitase (FIT)
1 3 2 2 3 19,94
2 3 3 2 2 19,94
3 3 3 3 2 18,74
4 2 3 3 3 22,02
5 3 2 3 3 22,68
6 2 3 2 3 21,58
7 2 2 3 2 22,13
8 2 2 2 2 27,38
9 2,5 2,5 2,5 2,5 15,45
10 2,5 2,5 2,5 2,5 17,86
11 2,5 2,5 2,5 2,5 17,86

As analises dos efeitos foram feitas utilizando o programa “Statistica” versao 7.0.

A Tabela 16 mostra os coeficientes de regressao para as variaveis 1, 2, 3, 4 (KCl,
MgSQ,, CaCl, e ZnSO,) e suas interacdes e a Figura 11 mostra o Gréafico de Pareto dos
principais efeitos, tendo como resposta a atividade da fitase produzida em 36 horas de

fermentacéo.
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Tabela 16: Coeficientes de regressao para as variaveis 1, 2, 3 e 4 (KCl, MgSO,, CaCl, e
ZnSQ,) e suas interacdes

Coef. de Erro t(4) p valor Lim. Lim.
regressao padrao conf.- conf.+85%
85%
Média 20,50 1,02 19,91 0,00 18,80 22,20

W
e

(2MgsO4 (//% /f//// -1,01955

e A b b

(3)cack ?j//f// /f/f_: -,338471

v /
(4ZnSO4 %’ﬁ,; -,203911

p=.15
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 11: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitdsica durante as 36 h de fermentag&o do farelo de arroz por Aspergillus niger
utilizando sais minerais.

Para avaliagdo da adi¢cdo de sais minerais na fermentagédo em estado sélido para
producdo de fitase ndo houve efeito significativo de nenhuma das varidveis estudas, ou
mesmo da interagéo entre elas, dentro do limite de confianga de 85%. O modelo empirico

do planejamento experimental é:
FIT = 20,50

Se os valores da razao “p” forem menores que o nivel de significancia escolhido,
no caso 15% ou 0,15 ha diferencga significativa em relagéo ao fator estudado, e quanto
menor o valor de p, maior a influéncia desse fator com relagcdo aos demais. Assim,
observou-se que em 36 h de fermentagdo nenhum dos 4 sais adicionados ao processo
fermentativo apresentou efeito significativo, ou mesmo a interagcéao entre estes, ao nivel de

85% de confianga (Figura 11).
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Na literatura foram encontradas poucas referéncias de avaliagdo da
suplementacao de sais minerais na fermentacao para producao de fitase.

RIES e MACEDO (2010) avaliaram o efeito da adicdo de sais minerais na
atividade fitdsica da enzima produzida por fermentagdo em estado sélido por
Saccharomyces cerevisiae e observaram que a adicdo ou Mg? e Ca®* também nao
apresentou efeito significativo na atividade da enzima.

6.5 Efeito da adicao de fontes nitrogenadas na Fermentacao em Estado
Sdlido para producao de fitase por Aspergillus oryzae e determinacao do
melhor tempo de fermentacao

As Tabelas 17, 19 e 21 apresentam os valores de atividade fitasica (fosfato
liberado) obtidos a partir do planejamento fatorial 2° completo com triplicata do ponto
central nos diferentes tempos de fermentacao (36, 72 e 96 horas). As fermentacdes foram
realizadas em meios suplementados com adigao de fontes nitrogenas, conform item 5.4.1
de Material e Métodos.
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Tabela 17: Atividade da fitase produzida por Aspergillus oryzae (extragdo enzimatica apos
36 horas de fermentacao)

Ensaio Extrato de Agua de Uréia Atividade da fitase
Levedura Maceracao ; (FIT)
(mL.g™) (9.97)
(9-97)

1 2 2 2 8,19
2 4 2 2 8,01
3 2 4 2 7,69
4 4 4 2 8,19
5 2 2 4 7,81
6 4 2 4 8,06
7 2 4 4 8,28
8 4 4 4 7,85
9 3 3 3 7,96
10 3 3 3 7,98
11 3 3 3 8,15
12 0 0 0 6,07

As analises dos efeitos foram feitas utilizando o programa “Statistica” verséo 7.0.

A Tabela 18 mostra os coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N> e N3
(extrato de levedura, agua de maceracao de milho e uréia) e suas interacdes e a Figura
12 mostra o Grafico de Pareto dos principais efeitos, tendo como resposta a atividade da
fitase produzida em 36 horas de fermentagéao.
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Tabela 18: Coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N> e N3 (dgua de maceragao
de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interacoes

Coef. de Erro t(4) p valor Lim. conf.- Lim.
regressao padrao 85% conf.+85%
Média 8,01 0,07 105,52 0,00 7,88 8,15

213 ::/V /// ; 18139636

13 /Vg///// -,701693

(1)Extrato de levedura

/f' i 1196474

(3)Uréia /;:: -, 112271

(2)Agua de maceragzo de miho -,084203

" %Ov

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 12: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitasica durante as 36 h de fermentacao do farelo de arroz por Aspergillus oryzae
utilizando fontes nitrogenadas.

Os resultados apresentados na Tabela 18 indicam que nenhuma das variaveis
estudadas, ou a interacdo entre elas, sdo significativas dentro do limite de confianca de
85% (Figura 12). Assim, a maior resposta prevista para atividade da fitase produzida por
Aspergillus oryzae é 8,01 FIT.
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Tabela 19: Atividade da fitase produzida por Aspergillus oryzae (extragdo enzimatica ap6s
72 horas de fermentacao)

Ensaio Extrato de Agua de Uréia Atividade da fitase
Levedura Maceracao ; (FIT)
(mL.g™) (9.97)
(9-97)

1 2 2 2 31,83
2 4 2 2 30,70
3 2 4 2 32,16
4 4 4 2 33,23
5 2 2 4 31,09
6 4 2 4 31,77
7 2 4 4 32,61
8 4 4 4 31,80
9 3 3 3 30,79
10 3 3 3 33,08
11 3 3 3 31,77
12 0 0 0 31,80

As analises dos efeitos foram feitas utilizando o programa “Statistica” verséo 7.0.

A Tabela 20 mostra os coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N> e N3
(extrato de levedura, agua de maceracao de milho e uréia) e suas interacoes e a Figura
13 mostra o Grafico de Pareto dos principais efeitos, tendo como resposta a atividade da
fitase produzida em 72 horas de fermentagéao.
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Tabela 20: Coeficientes de regressao para as variaveis N;, N, e N3 (dgua de maceragao
de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interagoes

Coef. de Erro t(4) p valor Lim. conf.- Lim.
regressao padrao 85% conf.+85%
Média 31,89 0,31 101,51 0,00 31,33 32,45

(2)Agua de maceragéo de milho / /'/ 1,496338
e / G

e
g e

12 y / 1240907

(3)Uréia e -,220549

(1)Extrato de levedura = -,064468

13 % -,023751

p=.15
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 13: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitasica durante as 72 h de fermentagéo do farelo de arroz por Aspergillus oryzae
utilizando fontes nitrogenadas.

A Tabela 20 indica que nenhuma das variaveis, ou a sua interacao, teve efeito
significativo na atividade enzimatica da fitase produzida por Aspergillus oryzae com limite
de confianga de 85% (Figura 13). A maxima atividade enzimatica prevista € de 31,89 FIT.

45



Tabela 21: Atividade da fitase produzida por Aspergillus oryzae (extragdo enzimatica ap6s
96 horas de fermentacao)

Ensaio Extrato de Agua de Uréia Atividade da fitase
Levedura Maceracao ; (FIT)
(mL.g™) (9.97)
(9-97)

1 2 2 2 31,60
2 4 2 2 35,16
3 2 4 2 32,87
4 4 4 2 38,16
5 2 2 4 36,59
6 4 2 4 32,72
7 2 4 4 35,64
8 4 4 4 36,73
9 3 3 3 36,38
10 3 3 3 39,29
11 3 3 3 34,42
12 0 0 0 41,13

As analises dos efeitos foram feitas utilizando o programa “Statistica” verséo 7.0.

A Tabela 22 mostra os coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N> e N3
(extrato de levedura, agua de maceracao de milho e uréia) e suas interacoes e a Figura
12 mostra o Grafico de Pareto dos principais efeitos, tendo como resposta a atividade da
fitase produzida em 96 horas de fermentacao.
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Tabela 22: Coeficientes de regressao para as variaveis Ny, N> e N3 (dgua de maceragao
de milho, extrato de levedura e uréia) e suas interagoes

Coef. de Erro t(4) p valor Lim. conf.- Lim.

regressao padrao 85% conf.+85%
Média 35,41 0,67 52,40 0,00 34,21 36,61
1X3 -2,90 1,58 -1,83 0,14 -5,72 -0,08

:

(2)Agua de maceragdo de milho [ /W:/// Z% j? 1,156267

n

1,05531

e
(1)Extrato de levedura j M?{W% ,9575086

(3)Uréia /ﬁﬁj/ 6136258
23 "?; -,190871

p=,15
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 14: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitasica durante as 96 h de fermentacao do farelo de arroz por Aspergillus oryzae
utilizando fontes nitrogenadas.

A Tabela 22 apresenta que nenhuma das varidveis estudadas apresentou efeito
significativo na atividade enzimética da fitase produzida por Aspergillus oryzae. Apenas a
interaca@o entre as variaveis Ny e N3 apresentou efeito significativo no limite de confianga
de 85% (Figura 14). O efeito da interacao é negativo, indicando que as variaveis devem
ser utilizadas uma no maior e outra no menor nivel para obtencao da melhor resposta. O

modelo previsto a partir do planejamento experimento é:
FIT = 35,41 — 2,90(N*N3)

Assim, o maior valor de atividade fitasica apds 96 h de fermentagao utilizando
Aspergillus oryzae e a interacdo entre as variaveis N1 e N3 (em niveis opostos) é 38,31
FIT.
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Se os valores da razao “p” forem menores que o nivel de significancia escolhido,
no caso 15% ou 0,15 ha diferenca significativa em relagéo ao fator estudado, e quanto
menor o valor de p, maior a influéncia desse fator com relagcdo aos demais. Assim,
observou-se que em 36 h e 72 h de fermentacdo nenhum dos 4 sais adicionados ao
processo fermentativo apresentou efeito significativo, ou mesmo a interagéo entre estes,
ao nivel de 85% de confianca (Figuras 12 e 13). Nesses tempos de fermentacado, a

maxima atividade esperada da enzima seria 8,01 e 31,89 FIT.

Em 96 h de fermentacao, a interacdo entre os sais KCl e CaCl,.2H,0, adicionados
um no menor (2 mM) e outro no maior (3 mM) niveis apresentou efeito na atividade da
enzima produzida. Nessa condicdo, a maxima atividade enzimatica esperada é de 38,31
FIT.

Considerando-se que a atividade da enzima produzida por Aspergillus oryzae
aumentou conforme foi aumentado o tempo de fermentacdo para sua producao, foi
definido como 96 h o tempo de fermentacdo para os proximos ensaios utilizando esse

micro-organismo.

Os valores de atividade da fitase produzida nas condicbes de fermentagao
testadas foram satisfatérios. Considerando-se ainda baixa toxicidade da fitase produzida
por Aspergillus oryzae (LICHTENBERG et al. 2011), o fato de que a aplicagéo da enzima
produzida a partir deste micro-organismo nao requer custos dispendiosos com processos
de purificacéo e aos valores de atividade enzimatica encontrados terem sido semelhantes
aos para Aspergillus niger, a fitase de Aspergillus oryzae apresenta-se como uma

alternativa viavel para adicdo em ragdes animais e até mesmo alimentagédo humana.

6.6 Efeito da adicao de sais minerais na fermentacao em estado soélido para
producao de fitase por Aspergillus oryzae

A Tabela 23 apresenta os valores da atividade fitasica (fosfato liberado) ap6s 96
horas de fermentagao obtidos a partir do planejamento experimental Placket Burmman de
8 ensaios com triplicata do ponto central, cujos meios foram suplementados com adigéo

de sais, conforme item 5.4.2 de Material e Métodos.
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Tabela 23: Atividade da fitase produzida por Aspergillus oryzae (extragdo enzimatica ap6s
96 horas de fermentacao)

Ensaio KCI (mM) MgSO,.7H,0 CaCls. ZnS04.7H.0 Atividade da
(mM) 2H,0 (mM) (mM) fitase (FIT)
1 3 2 2 3 31,89
2 3 3 2 2 29,81
3 3 3 3 2 32,19
4 2 3 3 3 33,32
5 3 2 3 3 29,72
6 2 3 2 3 31,18
7 2 2 3 2 34,15
8 2 2 2 2 32,34
9 2,5 2,5 2,5 2,5 32,70
10 2,5 2,5 2,5 2,5 32,70
11 2,5 2,5 2,5 2,5 34,33

As analises dos efeitos foram feitas utilizando o programa “Statistica” verséo 7.0.

A Tabela 24 mostra os coeficientes de regressao para as variaveis 1, 2, 3, 4 (KCl,
MgSQO,, CaCl, e ZnSO,) e suas interacdes e a Figura 15 mostra o Gréafico de Pareto dos
principais efeitos, tendo como resposta a atividade da fitase produzida em 96 horas de

fermentagéo.
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Tabela 24: Coeficientes de regressao para as variaveis 1, 2, 3 e 4 (KCl, MgSO,, CaCl, e
ZnSQ,) e suas interacdes

Coef. de Erro t(6) p valor Lim. conf.- Lim.
regressao padrao 85% conf.+85%
Média 32,21 0,4457 72,27 0,00 31,47 32,94
1 -1,84 1,04 -1,76 0,12 -3,56 -0,12

Wl

e S

(3)CaCl2 / / ,9949358

- / -

(4ZnsO4 f/ / 1569218

(2MgsO4 %ﬁéf-’f// -,382668

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 15: Grafico de Pareto dos efeitos principais, tendo como variavel resposta a
atividade fitdsica durante as 96 h de fermentacgéo do farelo de arroz por Aspergillus oryzae
utilizando sais minerais.

Os resultados apresentados na Tabela 24 indicam que apenas o efeito principal da
variavel 1 (KCI) teve efeito significativo na atividade enzimatica da fitase produzida por
Aspergillus oryzae em 96 horas, no nivel de confiangca de 85% (Figura 15). Melhores
atividades enzimaticas sao esperadas quando se utiliza o KCl no menor nivel. O modelo
empirico que apresenta a maxima resposta esperada é:

FIT = 32,21 — 1,84(1)

Assim, a maxima atividade enzimatica esperada para a fitase produzida nessas
condigcdes é 34,05 FIT.
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6.7 Caracterizacao da fitase produzida por Aspergillus niger

A Tabela 25 mostra a atividade remanescente da fitase de Aspergilllus niger em
relacao ao pH de pré-incubacgéo.

6.7.1 Efeito do pH de pré-incubacao na estabilidade enzimatica

Tabela 25: Efeito do pH na estabilidade enzimatica de fitase produzida por A. niger

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

As propriedades das enzimas sa&o importantes na determinagdo de seu uso
potencial nas aplicacdes industriais. As fitases ideais, de acordo com Andlid e Sandberg
(2004) devem apresentar: pH e temperatura 6timos desejaveis; estabilidade a baixos
valores de pH; estabilidade a altas temperaturas; resisténcia a enzimas proteoliticas; alta
atividade especifica; atividade extracelular; facil cultivo e purificacdo; elevado nivel de

expressao; auséncia de capacidade alergénica e auséncia de toxicidade.

Observa-se que fitase de Aspergillus niger apresentou atividade em ampla faixa de

pH, com maxima atividade em pH 6. Observou-se também, que para substrato fitato de
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sédio, a fitase manteve-se estavel por até 60 minutos, sendo sua atividade diminuida em

aproximadamente 1 FIT a partir desse tempo, mas ainda assim mantendo a sua atividade.

Existem dois tipos de fosfatases: acidas e alcalinas. A sintese de fosfatases acidas
€ regulada pela concentracao de fésforo no meio de cultivo. A sintese de fosfatases
alcalinas se da por mecanismos semelhantes, porém é detectada apds permeabilizacao
do substrato nas células.

A maioria das fitases esta ativa em faixa de pH de 4,5 a 6 e sua estabilidade
enzimatica decresce em valores de pH abaixo de 3 ou acima de 7,5. Fitases de fungos
mostram pH 6timo entre 4,5 e 6,5 e as fitases de origem bacteriana tem pH 6timo entre
6,5 e 7,5. A linhagem mesdfila de A. niger produz 2 tipos de fitase: phytA e phytB, com
valores de pH étimos de 5,5 e 2, respectivamente (HOWSON & DAVIS, 1983).

A Figura 16 apresenta o efeito do pH de pré-incubagéo na estabilidade da fitase
produzida por Aspergillus niger no pH. Os graficos da atividade fitasica normatizados
(relacionando a atividade enzimatica inicial com a atividade remanescente apds a
incubacao) ficaram remontados e nao serdo apresentados.

—®—pH 1,6

38,0 —0O—pH 2.0
—W%—pH 2,6
—®—pH 3,0
—%—pH 4,0
37,5 _——" P
= s —A—pH 4.6
- E —%—pH 5,0
= —B—pH 6,0
LL 37,0 o —O—pH 7.0
b ] / —8—pH 8,0
2 o—° =
& 36,5 - -
i s " S —
] % —
g A i:&
< 36,0 ———
= § * o -
= i = '/47 153
P B
35,5 %\A
| ——
vV———Vv
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Tempo (min)

Figura 16: Efeito do pH de pré-incubagéo na estabilidade de fitase de A. niger .
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6.7.2 Efeito da temperatura de pré-incubacao na estabilidade enzimatica

A Tabela 26 mostra a atividade remanescente da fitase de Aspertgillus niger em
relacao a temperatura de pré-incubacao.

Tabela 26: Efeito da temperatura na estabilidade enzimatica de fitase produzida por A.

niger
Tempoeratura Minutos
© 0 30 60 90 120
50 31,86 31,83 30,38 30,23 30,17
60 43,92 31,92 30,65 30,59 30,38
70 41,73 40,98 40,57 40,89 37,33
80 31,7 39,1 38,91 38,08 35,1
90 36,17 36,38 34,89 34,6 34,48

Durante os 120 minutos de pré-incubagéao a fitase produzida por Aspergillus niger
manteve-se estavel na temperatura, tendo atividade na faixa de 50 a 80 °C.

Howson e Davis (1983) concluiram que a fitase de A. fumigatus é termo-resistente,
mantendo até 90% de sua atividade inicial apds ser aquecida a 100° por 20 minutos. A
fitase de A. niger possui muito menos resisténcia térmica, mas maior atividade especifica
e melhor perfil de pH. Essas duas fitases apresentam homologia em 6% de suas

sequéncias, além de estruturas cristalinas muito semelhantes.

A temperatura 6tima para fitase estd na faixa entre 25-80 °C. Fitases de fungos
mesofilos como Aspergillus tem atividade étima em temperatura entre 55 e 70 °C. Nota-se

que fungos mesdfilos apresentam temperatura étima na faixa termdéfila.

A termoestabilidade da fitase é considerada industrialmente atil e € uma
caracteristica importante desta enzima. A Figura 17 apresenta o efeito da temperatura de

pré-incubacao na estabilidade da fitase de Aspergillus niger.
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Figura 17: Efeito da temperatura de pré-incubagao na estabilidade da fitase de A. niger.

6.8 Caracterizacao da fitase produzida por Aspergillus oryzae

6.8.1 Efeito do pH de pré-incubacao na estabilidade enzimatica

A Tabela 27 mostra a atividade remanescente da fitase de Aspergillus oryzae em
relacéo ao pH de pré-incubacao.
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Tabela 27: Efeito do pH na estabilidade enzimética de fitase produzida por A. oryzae

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

A fitase de A. oryzae possui boa estabilidade na faixa de pH de pré-incubacao de
1,6 a 8 durante os 120 minutos. O pH observado como 6timo para atividade da enzima foi
6. Provavelmente os ions presentes no tampdo agiram na estrutura mudando a

conformagéo da enzima e proporcionando maior atividade catalitica.

A Figura 18 mostra o efeito do pH de pré-incubacao na estabilidade da fitase
produzida por Aspergillus oryzae.
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Figura 18: Efeito do pH de pré-incubacao na estabilidade da fitase de A. oryzae.

6.8.2 Efeito da temperatura de pré-incubacao na estabilidade enzimatica

A Tabela 28 mostra a atividade remanescente da fitase de Aspergillus oryzae em

relagéo ao pH de pré-incubagéo.

Tabela 28: Efeito da temperatura na estabilidade enzimatica da fitase produzida por A.

oryzae

Temeeratura Minutos
© 0 30 60 90 120
50 33,29 33,44 32,55 31,71 31,60
60 31,60 31,60 31,39 31,39 31,30
70 33,32 32,67 32,73 32,08 31,87
80 33,34 32,31 31,32 31,79 31,30
90 43,03 422 41,04 40,09 32,67
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A fitase de A. oryzae também mostrou-se termicamente estavel na faixa de 50 a
80 °C durante os 120 minutos de tratamento térmico. As enzimas de origem vegetal ndo
resistem ao tratamento térmico, sendo a maioria inativada irreversivelmente em
temperaturas superiores a 70 °C. Ja as microbianas retém atividade significativa apés
periodos prolongados de incubacdo, dependendo do micro-organismo produtor e da
linhagem (GREINER, 2009).

A Figura 19 apresenta o efeito da temperatura de pré-incubagdo na estabilidade
enzimatica da fitase produzida por Aspergillus oryzae.
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Figura 19: Efeito da temperatura de pré-incubacao na estabilidade da fitase de A. oryzae

6.9 Aplicacao da fitase produzida por Aspergillus oryzae em diferentes

ingredientes vegetais utilizados no preparo de racoes animais

A fitase produzida por Aspergillus oryzae por fermentagcdo em estado sélido foi
adicionada em diferentes ingredientes vegetais normalmente utilizados na fabricacao de
ragbes animais, a fim de se avaliar a atividade da enzima pela correlagdo com o teor de
fésforo liberado em cada ingrediente. Os ingredientes utilizados foram: farelo de arroz,

farelo de soja, farelo de trigo e farelo de milho.
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6.9.1 Teor de fosforo liberado nos diferentes ingredientes de origem vegetal

A Tabela 29 apresenta a atividade enzimatica do extrato enzimatico bruto
produzido durante as 96 horas de fermentacao em estado sélido, utilizando-se Aspergillus
oryzae e como substratos da reagdo enzimatica os diferentes ingredientes de origem

vegetal.

FIT, é a atividade da enzima em pmol por ml de extrato enzimatico por minuto por

grama de ingrediente vegetal.

Tabela 29: Teor de fésforo liberado nos ingredientes de origem vegetal apds tratamento
com fitase produzida a partir de Fermentacao em Estado Solido por Aspergillus oryzae
utilizando farelo de arroz

Ingrediente Vegetal (%) P livre FIT* FIT, Fitato/g de
antes do ingrediente apos
tratamento tratamento
Farelo de Arroz 20 20,9 0,0092 0,2092
Farelo de Soja 40 20,9 0,0011 0,0039
Farelo de Trigo 29 20,9 0,0015 0,0092
Farelo de Milho 28 20,9 0,0051 0,0024

FIT,: umol de fosforo liberados por ml de extrato enzimatico por minuto por grama de

ingrediente vegetal.

*(atividade da fitase produzida por Aspergillus oryzae utilizando, como susbtrato da

reacao enzimatica, fitato de sédio puro).

A Tabela 29 mostra o baixo teor de fésforo disponivel antes do tratamento com a
enzima fitase e a quantidade de fitato presente inicialmente nos ingredientes vegetais
analisados. Observa-se que apds o tratamento dos ingredientes de origem vegetal com a
fitase produzida por A. oryzae ocorreu um aumento significativo na disponibilidade de
fosforo nos farelos.

O farelo de arroz é o ingrediente que possui 0 maior teor de fosforo total.
Entretanto, a maior parte deste fésforo esta na forma de acido fitico o que torna o fosforo
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indisponivel. Apés a adigéo da fitase, o farelo de arroz foi o ingrediente que mostrou maior
quantidade de fésforo livre, seguido dos farelos de milho, trigo e soja.

A fitase pode ser adicionada tanto nas ra¢des animais apds 0 seu preparo ou nos
ingredientes que serao utilizados no seu preparo (RIES E MACEDO, 2010). Essa opgao
reduziria os custos com adicdo de fontes inorgénias nas ragdes animais e otimizaria o
aproveitamente das ragfes. Para atingir os requerimentos nutricionais das aves e dos
suinos em dietas a base de milho e farelo de soja é necessario suplementar com outras
fontes de fésforo como, por exemplo, o fosfato bicélcico e a farinha de carne, devido a
indisponibilidade do fésforo fitico contido nos vegetais (Zhang et al., 1999).

A acgéao da fitase de micro-organismos sobre o fitato por ser influenciada por fatores
como a quantidade de substrato (fitato), a relacao entre calcio/fésforo, os niveis de Ca e a
suplementagao de vitamina D3 nas dietas. (RIES E MACEDO, 2010)

Optou-se por avaliar a adicdo nos ingredientes vegetais puros devido a
possibilidade de sua adigdo também nos cerais para dieta humana. E importante ainda
salientar, que a adigéo da fitase, além de aumentar a biodisponibilidade do fosforo, altera
a disponibilidade dos sais minerais na dieta devido a agdo complexante do &cido fitico
com cations bivalentes como o Calcio, Manganés, Ferro, Zinco, Cobre; assim como, com

proteinas e carboidratos reduzindo também a digestibilidade desses nutrientes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

e O presente trabalho mostrou que é possivel produzir a fitase exdgena a partir do
processo de Fermentacao em Estado Sélido utilizando o farelo de arroz como substrato. A
linhagem que produziu enzima com maior atividade (52,51 FIT) foi Aspergillus niger.
Entretanto, considerando-se a auséncia de toxinas na enzima produzida por Aspergillus
oryzae e a sua alta atividade (88,31 FIT) considerou-se este o micro-organismo

promissor para produgao de fitase.

e O melhor tempo de fermentacao definido para Aspergillus niger foi de 36 horas,
enquanto que o melhor tempo de fermentagao definido para o Aspergillus oryzae foi de 96

horas.

e A adicdo de diferentes fontes nitrogenadas (extrato de levedura, agua de
maceracao de milho e uréia) na fermentagao produziu efeitos significativos. Nas 36 h de
fermentagao para producéo de fitase por Aspergillus niger os melhores resultados foram
obtidos com adicao de extrato de levedura, uréia ou agua de maceragdao de milho
juntamente com uréia. Considerando-se o elevado custo do extrato de levadura, as outras
opcdes tornam-se mais atraentes. Nas 96 h de fermentacéo para producéo de fitase por
Aspergillus oryzae, os melhores resultados foram atingidos na fermentacéo adicionada de

extrato de levedura e uréia.

e A adicao de sais minerais (KCIl, MgSQ,, CaCl, e ZnSO,) nao apresentou efeito
significativo na fermentacdo em estado sélido para producédo de fitase por Aspergillus
niger. Utilizando-se Aspergillus oryzae a suplementagdo com KCI apresentou efeito

positivo na atividade da enzima produzida.

o A fitase produzida por Aspergillus niger utilizando farelo de arroz apresenta as

seguintes caracteristicas:
- € uma enzima termoestavel, com atividade na faixa de 50 a 80 °C;

- € uma enzima estavel em ampla faixa de pH com atividade em valores de 1,6 a 8 e

maior estabilidade em pH 6.
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e A fitase produzida por Aspergillus oryzae utilizando-se farelo de arroz apresenta

seguintes caracteristicas:
- € uma enzima termoestavel, com atividade na faixa de 50 a 80 °C;

- € uma enzima estavel em diversos pHs, na faixa de 1,6 a 8 e com maior estabiliade

em pH 6.

e A adicao de fitase produzida por A. oryzae em diferentes ingredientes de origem
vegetal utilizados na fabricagdo de racdes (farelo de arroz, farelo de milho, farelo de trigo
e farelo de soja) resultou no aumento da disponibilidade de fosforo livre e reducao do teor
de &cido fitico.
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ANEXO 1
Presidéncia da Republica

: Casa Civil
Subchefia para Assuntos Juridicos

DECRETO N° 76.986, DE 6 DE JANEIRO DE 1976.

Regulamenta a Lei n? 6.198, de 26 de

Vide Decreto de 5.9.1991 dezembro de 1974, que dispée sobre a
inspegdo e a fiscalizagdo obrigatoria dos
Revogado pelo Decreto n? 6.296, de 2007 produtos destinados a alimentagdo animal e da

outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA , usando da atribuicao que lhe confere o artigo 81, item Ill,
da Constituicao, e tendo em vista o disposto no artigo 72, da Lei n® 6.198, de 26 de dezembro de
1974,

DECRETA:
CAPITULO |
Dos Orgéos de Fiscalizagdo

Art 12 A Inspecéo e a fiscalizacdo dos produtos destinados a alimentagao animal sdo
regulados de conformidade com as normas previstas neste Regulamento.

Art 2° A execucgdo da inspecao e da fiscalizagdo de que trata este Regulamento é atribuido,
através da Divisdo de Nutricdo Animal e Agrostologia (DNAGRO), do Departamento Nacional de
Produgédo Animal (DNPA).

Art 32 O Ministério da Agricultura podera celebrar convénios com os Estados, Distrito Federal
e Territérios, para a execucgao de servicos relacionados com a inspecao e a fiscalizacao previstas
neste Regulamento, com atribuicdo de receita.

CAPITULO Il
Dos Produtos e Estabelecimentos

Art 42 Ficam sujeitos a inspecao e a fiscalizagao todos os produtos empregados ou
suscetiveis observadas as seguintes definigées:

| - alimento - toda substéncia que, consumida pelo animal, é capaz de contribuir para a
manutengéo de sua vida e sobrevivéncia da espécie a qual pertence;

II - Ingredientes - qualquer matéria-prima utilizavel na composi¢cao de uma ragéo, concentrado
ou suplemento;
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[l - ragdo animal - qualquer mistura de ingredientes capaz de suprir as necessidades
nutritivas para manutenc¢éo, desenvolvimento e produtividade dos animais a que se destine;

IV - concentrado - mistura de ingredientes, que adicionada a um ou mais alimentos, em
propor¢des adequadas e devidamente especificadas pelo fabricante do concentrado, constitua
uma ragao animal;

V - suplemento - ingrediente ou mistura de ingredientes capaz de suprir a racao ou
concentrado, em vitaminas, aminoacidos ou minerais, sendo permitida a inclusdo de aditivos;

VI - sal mineralizado - mistura de micro e macro-elementos minerais, com cloreto de sédio,
para ser administrada isolada e diretamente aos animais;

VII - aditivo - substancia intencionalmente adicionada ao alimento, com a finalidade de
conservar, intensificar ou modificar suas propriedades, desde que nao prejudique seu valor
nutritivo, como os antibiéticos, corantes, conservadores, antioxidantes e outros;

VIII - aditivo incidental - substancias residuais ou migradas, presentes no alimento como
decorréncia das fases de producao, beneficiamento, acondicionamento, estovagem e transporte do
alimento ou das matérias-primas nele empregadas, tais como defensivos agricolas e similares;

IX - ragdo medicamentosa - é a ragdo animal adicionada de substancias medicamentosas e
destinada exclusivamente ao tratamento de doentes;

X - componente grosseiro - ingredientes de baixo valor nutritivo, tais como: casca de arroz, de
amendoim, de aveia e de algodao, palha e sabugo de milho, bagago de cana e semelhantes.

§ 1° Para efeito deste Regulamento, entende-se como ragao balanceada, a ragcdo animal, o
concentrado e o suplemento, definidos nos itens lll, IV e V deste Artigo.

§ 22 Os graos e sementes destinados a alimentagao animal, quando expostos a venda "in
natura” , ficam dispensados das exigéncias de que trata este Artigo.

§ 32 Os fenos, quando expostos a venda, moidos, estao sujeitos as exigéncias deste Artigo.

§ 4° As matérias-primas dos suplementos, quando utilizados exclusivamente na elaboragao
dos mesmos, ficam dispensadas das exigéncias deste Regulamento, a critério da Divisao de
Nutricdo Animal e Agrostologia (DNAGRO).

Art 62 E proibida a adigdo de hormdnios em alimentos para animais, de conformidade com a
legislagdo em vigor.

Art 72 Os produtos definidos no Artigo 4, itens lll, IV, V e VI, s6 poderado ser importados,
quando devidamente comprovada a impossibilidade técnica ou econémica de sua fabricagao no
Territério Nacional ou na hipétese de atendimento insatisfatério do mercado consumidor, ouvida a
entidade de classe da industria respectiva. (Vide Decreto n? 78.987, de 1976)
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Paragrafo tnico. Os produtos previstos no Artigo 4 itens I, Ill, 1V, V, VI, e VII, quando
importados somente poderédo ser comercializados no Pais, apds serem registrados na Divisdo de
Nutricdo Animal e Agrostologia (DNAGRO), do DNPA.

Art 82 Os estabelecimentos abaixo classificados estao sujeitos ao prévio registro na
DNAGRO:

| - Fabrica de ingredientes - Estabelecimento cujos produtos ou subprodutos de sua operacao
sejam utilizados como ingredientes para alimentagcédo animal, compreendendo os de origem
vegetal, animal, mineral e outros;

Il - Fabrica de racgoes, concentrados, suplementos e sal mineralizado - Estabelecimento que
se destina a elaboracéo de ragdes, concentrados, ou mistura alimenticia de vitaminas ou sais
minerais;

[Il - Remisturador - Estabelecimento que dilui concentrado ou suplemento, produzidos em
firmas sob inspecéo federal, sendo o produto final igual aquele registrado pelo estabelecimento
produtor do concentrado ou suplemento;

IV - Importador - Estabelecimento que importa ingredientes, vitaminas, sais minerais, aditivos,
aminoacidos e outros para alimentagdo animal, para comercializagao em embalagem original ou
propria;

V - Remanipulador - Estabelecimento que fraciona produtos importados;

VI - Distribuidor, Atacadista ou Varejista - Estabelecimento que comercializa, no atacado ou a
varejo, em embalagem original, inviolada ou a granel, produtos para alimentagao animal, cujas
especificagdes de qualidade e garantias séo fornecidas pelos seus fabricantes, remisturadores ou
importadores.

Paragrafo tnico. Os estabelecimentos licenciados na DDSA ou registrados no Departamento
Nacional de Inspecao de Produtos de Origem Animal - DIPOA, que elaborem suplementos e
ingredientes de origem animal, ficam dispensados da exigéncia deste Artigo, devendo, entretanto,
os suplementos ou ingredientes elaborados nos mesmos terem seus roétulos registrados na
DNAGRO.

CAPITULO Il
Do Registro dos Estabelecimentos

Art 92 O pedido de registro dos estabelecimentos a que se refere o Artigo 8° deste
Regulamento, devera ser dirigido ao Diretor da DNAGRO e instruido com os seguintes
documentos:

| - copia da ata do contrato social da firma, devidamente registrada na Junta Comercial;

Il - planta baixa, em 3 (irés) vias, na escala 1/100, indicando instalagdes e outras
dependéncias, tais como: sanitarios, vestiarios e demais compartimentos;

Il - planta do terreno, em 3 (trés) vias, com indicagao da localizagdo em relagédo as
propriedades vizinhas na escala 1/1.000;
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IV - memorial descritivo da rotina de fabricacdo dos diferentes produtos que pretende
elaborar;

V - memorial descritivo do estabelecimento;

VI - declaragao de responsabilidade do técnico, diplomado em Engenharia Agronémica ou
Medicina Veterinaria ou Zootecnia, com o nimero de seu registro no 6rgdo competente da regido
em que estiver localizado o estabelecimento, em se tratando de fabricas de ragbes, concentrados,
suplementos e sal mineralizado.

§ 12 Os estabelecimentos distribuidores, atacadistas e varejistas, estao dispensados das
exigéncias a que se refere este Artigo, devendo, no entanto, ser cadastrados pelas Diretorias
Estaduais do Ministério da Agricultura, na respectiva Unidade da Federacéo.

§ 2° Os estabelecimentos remisturadores, para efeito de registro, estdo dispensados das
exigéncias constantes dos itens IV e VI deste Artigo, devendo, contudo, juntar autorizagdo do
fabricante para execugéo dessa operagao, cabendo a responsabilidade bromatolégica ao
fabricante, e as demais, previstas neste Regulamento, aos requerentes.

§ 32 Os estabelecimentos fabricantes, ja registrados na DNAGRO, poderao ser cadastrados
como remisturadores, mediante comprovacao da exigéncia a que alude o paragrafo anterior.

§ 4° Os estabelecimentos importadores estdo dispensados das exigéncias constantes dos
itens 11, Ill, IV, V e VI, deste Artigo.

§ 5°. Os estabelecimentos remanipuladores estao dispensados das exigéncias do item [V
deste Artigo.

Art 10. Os prédios em que se instalem as fabricas de alimento para animais devem reunir as
seguintes condicdes:

| - luz natural e artificial adequada e ventilagao suficiente em todas as dependéncias;

Il - pisos revestidos com material adequado, entre outros: cimento, ladrilhos hidraulicos, lajes
de granito, madeira e outros materiais que a tecnologia aconselhar;

[l - sanitarios e vestiarios, com capacidade proporcional ao nimero de operarios, instalados
em compartimentos sem acesso direto as se¢des de armazenamento, manipulagao e expedigao
dos produtos.

§ 12 As fabricas de alimento para animais terdo que possuir maquinaria adequada as suas
finalidades.

§ 22 Qualquer modificacao das dependéncias ou instalagbes dos estabelecimentos
industrializadores, a que alude este Artigo, somente podera ser feita mediante prévia comunicagao
ao 6rgao fiscalizador.

Art 11. Em caso de alienagao ou arrendamento dos estabelecimentos a que se referem os
itens I, Il, 1l e IV do Artigo 82, o adquirente ou arrendatario devera requerer a apostila da nova
situacao juridica ao érgao que efetivou o registro.
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§ 12 Os responsaveis por esses estabelecimentos devem notificar os interessados, por
ocasiao da compra ou arrendamento, da situacdo em que se encontram os referidos
estabelecimentos, face as exigéncias deste Regulamento.

§ 22 Enquanto nao concretizada a alienagéo ou arrendamento, as obrigacées, perante o érgao
fiscalizador, continuam com o responsavel pelo estabelecimento em cujo nome esteja registrado.

§ 32 O comprador ou arrendatario que nao apresentar, dentro de prazo maximo de 30 (trinta)
dias, os documentos necessarios, tera suspenso o registro, o qual sé podera ser restabelecido
depois de cumprida essa exigéncia.

§ 4°. Adquirido o estabelecimento, por compra ou arrendamento, obriga-se o adquirente ou
arrendatario a cumprir todas as exigéncias feitas ao responsavel anterior, sem prejuizo de outras
que venham a ser determinadas.

CAPITULO IV
Do Registro dos Rétulos ou Etiquetas

Art 12. Todos os alimentos destinados a animais, expostos a venda, devem estar
devidamente identificados, por meio de rétulos ou etiquetas, registrados na DNAGRO.

Paragrafo tnico. O registro do rétulo ou etiqueta implica na aprovacao do produto por ele
identificado.

Art 13. Os rétulos ou etiquetas a que se refere o Artigo anterior deverao indicar:
| - marca comercial do produto;

Il - nome da firma responsavel;

[l - carimbo oficial da Inspecéo Federal;

IV - data da fabricagcéo codificada ou nao;

V - finalidade do produto e espécie a que se destina;

VI - peso liquido do produto expresso em quilograma;

VIl - os dizeres "Rétulo Registrado na DNAGRO sob n®. ...";

VIII - localizagédo do estabelecimento fabricante especificado Municipio e Estado, facultando-
se declaracao de rua e nimero;

IX - nome de cada ingrediente e substitutivos que entram na composi¢ao do produto, sendo
obrigatéria a indicagao da percentagem do ingrediente que figurar na composi¢cdo em percentagem
superior a 50% (cinquienta por cento);

X - niveis de garantia de composicao, de acordo com o Artigo 20 deste Regulamento;
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XI - condi¢cbes de conservacgao;
XIl - nimero do C.G.C. e inscrigdes fiscais.

§ 12 Os rotulos ou etiquetas destinados a identificagao de ingredientes ficam dispensados das
exigéncias previstas nos itens V e IX deste Artigo.

§ 2° Os nomes de todos os ingredientes e substitutivos devem ser expressos em letras ou
tipos do mesmo tamanho.

§ 32 O carimbo de inspec¢éo, previsto no item Il deste Artigo, obedecera as seguintes
especificagdes: forma quadrada, indicando o numero de registro do estabelecimento isolado e
encimado das palavras: Inspecionado e Brasil, respectivamente com as seguintes dimensdes:
0,08m (trés centimetros), nos invélucros de até 5Kg: 0,06m (seis centimetros), nos invélucros de
até 30Kg: e 0,09m (nove centimetros), nos invélucros para mais de 30 Kg de produto.

Art 14. Além da indicagbes obrigatérias a que se refere o Artigo 13, os rétulos e etiquetas
deverao conter, quando for o caso, as demais exigéncias previstas no Capitulo V deste
Regulamento.

Art 15. O pedido de registro dos rotulos e etiquetas devera ser dirigido ao Diretor da
DNAGRO, mediante requerimento instruido com os seguintes documentos:

| - exemplares, em 3 (trés) vias, de rétulos ou etiquetas;
Il - relacdo, em 3 (trés) vias, da composicao basica do produto.

§ 1°. Os interessados poderao pedir exame prévio dos croquis dos rotulos e etiquetas que
pretendam utilizar, fazendo acompanhar os respectivos pedidos de clara indicacao das cores a
empregar a demais detalhes.

Art 16. Quando comercializarem produtos acabados, destinados a alimentagao anual, deverao
os importadores anexar, na embalagem original dos referidos produtos, etiquetas, em portugués,
contendo indices de garantia, finalidade do produto, nimero de registro na DNAGRO, nome e
enderec¢o do importador.

Art 17. O rétulo ou etiqueta s6 podera ser usado no produto para o qual tenha sido registrado
e nenhuma modificagcao podera ser feita sem prévia aprovagao do DNAGRO.

Art 18. Serdo permitidas modificagdes das féormulas de ragbes e concentrados aprovados, a
juizo do técnico responsavel, desde que nao resultem em prejuizo de sua eficiéncia nutritiva e que
nao sejam alterados os seus niveis de garantia.

Art 19. As embalagens dos produtos elaborados pelos estabelecimentos remisturadores serdo
as mesmas aprovadas para os produtos finais do fabricante, com adaptagbes dos dados relativos
aos itens Il, I, VII, Xll do artigo 13, que deveréo ser aqueles do estabelecimento remisturador.
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CAPITULO V
Das Garantias dos Produtos

Art 20. Os produtos para alimentagdo animal somente poderao ser expostos a venda, quando
contenham, em seus rotulos ou etiquetas, 0s niveis de garantia, observadas as especificagoes
abaixo:

| - Ragbes e Concentrados

Umidade Maximo
Proteina Bruta Minimo
Extrato Etéreo Minimo
Matéria Fibrosa Maximo
Matéria Mineral maximo
Calcio maximo
Fésforo minimo

II - Ingredientes de Origem Animal

Umidade maximo
Proteina Bruta minimo
Extrato Etéreo minimo
Célcio maximo
Fosforo minimo

Acidez - ml de NaOH N/10 por 100 gr. do produto (maximo)

[l - Ingredientes de Origem Vegetal

Umidade maximo
Proteina minimo
Extrato Etéreo minimo
Matéria Fibrosa maximo
Mineral maximo

§ 1°. Os suplementos minerais e sal mineralizado, com ou sem vitaminas, aminoacidos ou
aditivos, deverdo indicar as quantidades minimas de sua composigéo, expressas em percentagem,
grama miligrama ou p.p.m. de cada elemento, por quilograma do produto.
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§ 2°. Nos suplementos vitaminicos deverao ser indicadas as quantidades minimas em U.I.
para as vitaminas A e D, em micrograma, para a vitamina B-12 e, em miligramas, para as demais
vitaminas, por quilograma do produto.

§ 32. Os suplementos minerais deverao indicar a quantidade maxima de fldor.

Art 21. As farinhas protéicas de origem vegetal deveréao indicar o processo de extracdo
utilizado e o solvente empregado, quando for o caso, sendo que, para o farelo de soja, devera ser
indicado se o produto é ou nao tostado, e qual seu valor em atividade ureatica.

Art 22. Para os farelos suscetiveis ao ataque de micro-organismos toxinogénicos, devera
constar o respectivo teor de toxina, de acordo com instrugcbes a serem expedidas.

Art 23. Para o caso de ragdes destinadas a ruminante, é permitido declarar a proteina
digestivel, bem como os nutrientes digestiveis totais ou seus valores energéticos.

Art 24. Nas ragdes para aves e suinos, podera constar o valor energético, em energia
metabolizavel / quilo, facultando-se referéncia sobre a proteina animal empregada ou seu
equivalente em aminoacidos essenciais.

Art 25. S&o ingredientes aceitaveis, em ragdes para ruminantes, a uréia, biureto e sai de
aménio, derivados de acido carbénico e fosférico.

§ 12 A percentagem maxima do valor, equivalente ao nitrogénio ndo protéico dos ingredientes
de que trata este Artigo, deve aparecer na garantia quimica, logo abaixo da proteina bruta, € a
substancia nitrogenada nao protéica, constara da lista dos ingredientes.

§ 22 Os concentrados que contenham uréia, biureto e sais de amonio serdo permitidos, desde
que indiquem claramente seu uso apropriado.

Art 26. Nas racoes, devera constar a quantidade de componentes grosseiros, que nao podera
ultrapassar a percentagem de 10% (dez por cento), sendo proibido o0 seu emprego em
concentrado.

Art 27. Somente poderao ser declaradas, na composicdo de racoes e concentrados, as
quantidades de vitaminas, minerais menores e aminoacidos que tenham sido adicionados como
suplemento, sendo que, no caso de vitamina A, a declaracao podera fazer-se em miligrama de
caroteno, quando de fonte natural.

Art 28. Os aminoacidos, aditivos e medicamentos também deverao ter seus niveis de garantia
expressos em grama, miligrama ou p.p.m., por quilograma do produto.

Art 29. As ragdes medicamentosas deverdo conter, nos rétulos, o termo "medicamentosa”, em
destaque, bem como as indicagdes e modo de usar, e serdo elaboradas sob a responsabilidade
exclusiva de Médico Veterinario.

Art 30. As ragdes e concentrados serdo garantidos pelo prazo de 30 (trinta) dias, a partir da
entrega, desde que sejam conservados e manipulados convenientimente.
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Art 31. A DNAGRO, baixara instrucdes especificas, estabelecendo definicbes, normas e
padrdes para os diversos ingredientes e aditivos, empregados na alimentacéo, de acordo com o
que estabelece este Regulamento

CAPITULO VI
Das Embalagens

Art 32. Os produtos destinados a alimentacao animal s6 poderao ser acondicionados em
embalagens aprovadas pela DNAGRO.

Art 33. As embalagens deverao estar perfeitamente secas e limpas, ser novas e de primeiro
uso, devendo ser fechadas de modo a garantir sua inviolabilidade.

Art 34. Sera tolerado o reaproveitamento de embalagens, desde que convenientemente
esterilizadas, por processo aprovado pela DNAGRO.

Art 35. Na entrega, a granel, de ingredientes, concentrados, racoes e suplementos, sera
aposta, na nota fiscal, a etiqueta do produto devidamente registrada na DNAGRO.

CAPITULO VII
Da Inspecgéo e Fiscalizagdo

Art 36. A inspecéo e a fiscalizagdo de que trata o presente Regulamento serado realizados nas
fabricas de ragdes, de suplementos, de sal mineralizado e de aditivos, nas cooperativas e érgaos
publicos, nos portos maritimos, fluviais e postos de fronteiras, nos remisturadores,
remanipuladores, armazéns, distribuidores, atacadistas e onde quer que se fabriquem, manipulem
ou guardem, para fins comerciais, produtos destinados a alimentacao animal.

§ 1°. - O registro do estabelecimento, de que trata este Regulamento, dispensa qualquer outro
para fins similares, quer de ambito federal, estadual ou municipal.

§ 2°. - A fiscalizagao dos importadores, distribuidores, atacadistas e varejistas tera por objetivo
reinspecionar os produtos destinados a alimentagao animal, previstos neste Regulamento.

§ 3°. - A fiscalizagao e controle dos subprodutos, elaborados por estabelecimento, sob
inspecao do DIPOA, ficardo a cargo daquele érgéo.

Art 37. A inspecéo industrial, bromatol6gica, e higiénico-sanitaria dos produtos destinados a
alimentag¢é@o animal sera exercida nos estabelecimentos constantes dos itens |, I, lll e V do artigo
89, abrangendo:

I - o funcionamento e a higiene geral dos estabelecimentos;
Il - o exame do produto acabado;

[l - os exames microbioldgicos, bioldgicos, fisicos e quimicos das ragoes, ingredientes,
concentrados, suplementos e sal mineralizado, coletados na fonte de produgéo ou comércio;
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IV - as fases de recebimento, conservagao, manipulagéo, prepara¢ao, acondicionamento,
transporte e estocagem de todos os produtos destinados a alimentagédo animal;

V - a embalagem e rotulagem;
VI - a classificagao dos produtos, segundo a espécie animal e a sua finalidade.

Art 38. Os servidores incumbidos da inspecao e da fiscalizagdo, quando em servigo, ficam
obrigados a exibir a carteira de identidade funcional, fornecida, para esse fim especifico, pela
DNAGRO.

§ 12 - Os servidores a que se refere o0 presente Artigo, no exercicio de suas fungdes, terao
livre transito em todas as dependéncias industriais do estabelecimento.

§ 2° - As fabricas de alimento para animais deverao ter um livro de ocorréncia, com termo de
abertura e paginas rubricadas, destinadas a anotagao das visitas de inspecao, das ocorréncias e
das exigéncias feitas aos estabelecimentos pela respectiva fiscalizacao.

CAPITULO VIII
Da Analise Fiscal e Pericial

Art 39. A DNAGRO coletarda amostras, para fins de andlise fiscal, na fonte de produgao ou no
comércio, mediante auto, lavrado em duplicata, nos termos dos modelos e instrugoes por ela
expedidos.

Paragrafo unico - Uma via do auto sera entregue ao interessado, contra recibo, e a outra
acompanhara as amostras.

Art 40. As amostras, assim obtidas, serdo misturadas, homogeneizadas e divididas em quatro
partes, de aproximadamente 200 g cada uma, acondicionadas em embalagem inviolavel e que sé
poderao ser abertas por ocasido da analise.

Art 41. O auto de coleta devera ser, obrigatoriamente assinado pelo proprietario, transportador
ou depositario da mercadoria.

Parégrafo unico - No caso de recurso de assinatura, o servidor mencionara o fato, que devera
ser testemunhado e assinado por duas pessoas.

Art 42. A coleta deverd ser feita de tal modo que a amostra seja representativa da partida
fiscalizada.

§ 12 - As amostras serdo colhidas de produtos contidos em embalagem original, ndo violada,
salvo quando de produtos comercializados a granel.

§ 2° - Para produtos embalados, devera ser observada a seguinte sistematica de
amostragem:

| - quando a partida for de até 10 (dez) unidades, coletar 5 (cinco) amostras de unidades
diferentes;
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Il - acima de 10 (dez) até 100 (cem) unidades, de 15% (quinze por cento) da partida, com um
ndmero minimo de 10 (dez) unidades;

[l - quando superior a 100 (cem) unidades, de 5% (cinco por cento) da totalidade, com um
ndmero minimo nunca inferior a 15 (quinze) unidades.

§ 3°. - No caso de produto a granel, serdo retiradas amostras, de igual quantidade, de
diversos pontos da partida, de acordo com o volume.

Art 43. As andlises de que trata este Capitulo, quando julgadas necessérias, poderao ser
efetuadas através dos érgaos de pesquisa do Ministério da Agricultura, de Universidades ou das
Secretarias de Agricultura, previamente credenciados pela DNAGRO.

Art 44. Para cada amostra analisada, o érgéo da fiscalizagdo emitir4d um Certificado de
andlise, que concluira, com base nos resultados analiticos obtidos, se o produto se encontra dentro
dos niveis de garantia aprovados pela DNAGRO.

Art 45. Os produtos destinados a alimentacao animal, segundo os resultados das anélises,
sdo classificados em dentro do padrao, fora do padrao e imprdprio para 0 consumo.

§ 12 - Sao considerados fora de padrao aqueles produtos cujos resultados da respectiva
andlise apresentem diferencas para mais ou para menos, sobre 0s niveis de garantia aprovados
pela DNAGRO, assim classificados:

a) fora de padrao em primeiro grau - 10
b) fora do padrdo em segundo grau - 15%
c) fora do padrao em terceiro grau - 20%

§ 2°. - Sao considerados improprios para o consumo animal os produtos cujos resultados das
respectivas analises apresentem:

a) adulteracao ou falsificagao.
b) presenca de substancias téxicas ou nocivas a salde dos animais;

¢) qualquer outra matéria estranha a composicao do produto, que possa causar prejuizos a
economia pecuaria.

§ 32 - Quando a composicdo do que estabelecem as alineas " a" e " b" do paragrafo anterior
for julgada necessaria, recorrer-se-a a provas biologicas.

Art 46. E facultado ao interessado, dentro do prazo de 15 (quinze) dia Gteis, a contar da data
em que receber o auto de infragdo, apresentar defesa e requerer a autoridade competente analise
pericial.

§ 12 - O Diretor da DNAGRO designara uma Comissao, constituida do técnico que realizou a
andlise e de mais dois peritos, sendo um indicado pela parte interessada e, o outro, dentre os
analistas dos laboratérios oficiais credenciados.
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§ 22 - A Comissao tera plena independéncia de trabalho, podendo analisar, em conjunto ou
separadamente, obedecendo sempre aos métodos analiticos consagrados.

§ 32 - A Comissao usara a amostra que se encontrar em poder do interessado, a qual devera
apresentar-se em embalagem inviolavel, o que sera verificado e atestado pela Comisséao.

Art 47. Havendo divergéncias no resultado, cabera a decisao do Diretor da DNAGRO.

Art 48. As despesas decorrentes da realizagdo da analise pericial correrao por conta do
interessado.

CAPITULO IX
Das Proibigées e Penalidades

Art 49. Fica proibida a comercializagao, oferta, distribuicao, propaganda e transporte de
alimentos para animais, que ndo atendam as exigéncias constantes deste Regulamento.

Art 50. Por falta de cumprimento das exigéncias deste Regulamento, ficardo os infratores
sujeitos, sem prejuizo da responsabilidade penal cabivel, as seguintes penalidades:

| - Adverténcia;

Il - Multa;

[l - Apreensao de matérias-primas e produtos acabados;

IV - Suspensao, impedimento ou interdigao temporaria ou definitiva de funcionamento;
V - Cassagédo ou cancelamento do registro ou licenciamento;

VI - Intervencgao.

Art 51. O auto de infracdo devera ser lavrado em 3 (trés) vias, nos termos dos modelos e
instrucoes expedidos, e assinado pelo servidor que verificar a infracéo e pelo proprietario ou seu
representante legal.

§ 12 Sempre que o infrator se negar a assinar o auto de infracao, sera feita a declaracao no
mesmo, remetendo-se, posteriormente, uma de suas vias ao estabelecimento infrator.

§ 2°. A vista do auto de infracéo, sera constituido processo administrativo, pelo Diretor
Estadual do Ministério da Agricultura, que decidira sobre a penalidade cabivel notificando o infrator.

Art 52. O recurso deve ser interposto, no prazo de 10 (dez) dias, contados do recebimento da
notificacdo, perante a autoridade que houver imposto a penalidade, a qual, depois de o informar,
providenciara seu encaminhamento ao Diretor da DNAGRO.

Paragrafo tnico. No caso de haver multa, o recurso so tera prosseguimento se o interessado
0 instruir com a prova do respectivo depdsito.
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Art 53. O valor do depdsito ou da multa sera recolhido, através de guias proprias, fornecidas
ao interessado pelo 6rgdo competente, no prazo de 5 (cinco) dias da data de emissao das
respectivas guias, em qualquer Agéncia do Banco do Brasil S.A., em nome do Fundo Federal
Agropecuério (FFAP).

Paragrafo tnico. Uma das vias da guia de recolhimento ou depésito sera devolvida pelo
infrator a reparticdo que a emitiu, até o sexto dia apds a sua expedicao.

Art 54. A multa sera reduzida de 50% (cinglienta por cento), a critério da administracao, se o
infrator, renunciando ao recurso a recolher dentro do prazo de 10 (dez) dias, contados do
recebimento da notificagéo.

Paragrafo Unico. Para a expedigcdo da guia, na hipétese prevista neste Artigo, devera o infrator
juntar a notificacdo com a prova da data de seu recebimento.

Art 55. A pena de adverténcia sera imposta ao infrator primario, atendidas a natureza e a
circunstancia da infragéo.

Art 56. A pena de multa, prevista no item Il, do artigo 50, sera aplicada nos casos de
reincidéncia, observada a seguinte gradagéo:

| - Multa de até 2 (duas) vezes o maior valor de referéncia vigente, fixado de acordo com o
disposto na Lei n® 6.205, de 29 de abril de 1975, ao responsavel, fabricante ou manipulador de
produtos enquadrados na alinea " a", do paragrafo 19, do artigo 45 deste regulamento;

Il - Multa de até 4 (quatro) vezes o maior valor de referéncia vigente, fixado de acordo dom o
disposto na Lei n® 6.205, de 29 de abril de 1975, ao responsavel, fabricante ou manipulador de
produtos enquadrados na alinea " b", do paragrafo 19, do Artigo 45 deste Regulamento;

[l - Multa de até 8 (oito) vezes o maior valor de referéncia vigente, fixado de acordo com o
disposto na Lei n® 6.205, de 29 de abril de 1975, ao responsavel, fabricante ou manipulador de
produtos enquadrados na alinea " ¢ ", do paragrafo 12, do Artigo 45 deste Regulamento;

Art 57. Qualquer produto de que trata este Regulamento, encontrado a venda, sem ter o rétulo
registrado na DNAGRO, sera apreendido, ficando, ainda, o estabelecimento fabricante ou
manipulador, sujeito a multa de até 3 (irés) vezes o maior valor de referéncia vigente, fixado de
acordo com o disposto na Lei nimero 6.205, de 29 de abril de 1975, aplicada em dobro no caso de
reincidéncia.

§ 12 Dar-se-a, também, a apreensao, sempre que se verificar qualquer da hipdteses previstas
no § 22, do Artigo 45, deste Regulamento.

§ 2° do Infrator sera depositario da mercadoria apreendida.

§ 32 Na hipétese de desaparecimento do produto apreendido, o responsavel pagard multa
equivalente ao valor da mercadoria desaparecida.

Art 58. Os produtos apreendidos poderao ser aproveitados para outros fins, a critério da
DNAGRO.
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Art 59. Sera suspensa por 10 (dez) dias, a fabricacao de qualquer produto, se o
estabelecimento reincidir, por 3 (irés) vezes, na infragdo prevista no § 12, alinea "¢ ", do artigo 45,
deste Regulamento.

Art 60. Sera impedido de funcionar o estabelecimento que nao estiver devidamente registrado
na DNAGRO.

Paragrafo Unico. Além da penalidade de que trata este artigo, sofrera o estabelecimento multa
de 10 (dez) vezes o maior valor de referéncia vigente, fixado de acordo com o disposto na Lei n®
6.205, de 29 de abril de 1975.

Art 61. Dar-se-a a interdicao temporaria sempre que o estabelecimento:
| - ndo apresentar condi¢des higiénico-sanitarias satisfatorias, a critério da DNAGRO;

Il - reincidir, por 3 (trés) vezes, em qualquer das infragdes previstas no § 22, do artigo 45,
deste Regulamento.

Art 62. Dar-se-a a interdigao definitiva, que implicara no fechamento do estabelecimento,
quando houver:

| - reincidéncia as infragbes previstas no artigo 61;
Il - recusa ao cumprimento de penalidade imposta na forma deste Regulamento;
[l - violagao contumaz de disposi¢des do presente Regulamento.

Art 63. A cassacao ou cancelamento do registro ou licenciamento ocorrera, obrigatoriamente,
no caso de interdigao definitiva do estabelecimento.

Art 64. Dar-se-a a intervencao quando o estabelecimento concorrer, deliberadamente, para o
colapso do abastecimento dos produtos destinados a alimentacdo animal, de que trata este
Regulamento.

Paragrafo Unico. As condi¢cdes e o0 prazo da intervengdo serao fixados em ato préprio, baixado
pelo Diretor-Geral do DNPA.

Art 65. Compete ao Direto da DNAGRO aplicar as penalidades previstas nos itens lll, IV e V,
do artigo 50, sendo da competéncia do Diretor Estadual do Ministério da Agricultura a aplicagao
das penalidades previstas nos itens | e Il, do mesmo artigo.

Art 66. Quando forem verificadas irregularidades nos produtos vendidos em suas embalagens
originais, nao violadas, serdo considerados responsaveis os seus fabricantes ou manipuladores,
desde que dentro do prazo de validade aprovado pela DNAGRO.

Art 67. Sempre que julgar necessario, a DNAGRO podera determinar a substituigdo ou
reforma dos pisos e equipamentos, bem como a raspagem ou pintura das paredes e teto dos
estabelecimentos registrados.
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Art 68. As criacdes experimentais e biotérios, quando localizados na mesma area industrial,
devem guardar distancia e obedecer a cuidados gerais de isolamento, sobretudo em relagao as
salas de manipulagao e aos depdsitos de matéria-prima e produtos finais.

CAPITULO X
Das Disposigdes Gerais e Transitorias

Art 69. Sera constituida, no Ministério da Agricultura, uma Comisséo Especial de Alimentagao
Animal, composta de representantes da DNAGRO, DDSA, DIPOA, EMBRAPA do Sindicato da
Industria de Ragdes Balanceadas, do Sindicato da Industria de Defensivos Animais e de
associagdes de classe de criadores, com as seguintes atribuicdes:

a) fornecer subsidios para estabelecimento ou modificacao de definicées, normas e padrdes;

b) sugerir medidas e providéncias visando ao aprimoramento da execugao do presente
Regulamento.

Art 70. Os estabelecimentos que estejam realizando apenas o comércio estadual, na data da
publicacao deste Regulamento, deverao requerer o0 seu registro no prazo maximo de 360
(trezentos e sessenta) dias.

Art 71. Os produtos ja registrados na DDSA, na data da publicacio do presente Regulamento,
terdo a validade de sua licenca assegurada até o final dos seus respectivos prazos.

Art 72. Ficam os estabelecimentos produtores de alimentos para animais obrigados a
fornecer, até o dia 15 (quinze) de cada més, a DNAGRO, através das respectivas Diretorias
Estaduais do Ministério da Agricultura, os dados estatisticos de produgao do més anterior.

Art 73. Os trabalhos de inspecéo e de fiscalizagdo de produtos, destinados a alimentacao
animal, serdo remunerados pelo regime de precos publicos, fixados pelo Ministro de Estado da
Agricultura, que os atualizara sempre que necessario, e dispora sobre o respectivo recolhimento e
utilizagéo, na conformidade do disposto nos Artigos 4° e 5° da Lei Delegada n? 8, de 11 de outubro
de 1962.

Art 74. As atribuicdes conferidas, por este Regulamento, aos Diretores Estaduais do Ministério
da Agricultura, serao, no Distrito Federal, exercidas pelo Diretor da DNAGRO.

Art 75. Os casos omissos e as duvidas suscitadas na execu¢ao do presente Regulamento
serdo resolvidos pelo Diretor-Geral do DNPA.

Art 76. Este Regulamento entrarda em vigor na data de sua publicacao, revogadas as
disposicdes em contrario.

Brasilia, 6 de janeiro de 1976; 1552 da Independéncia e 88° da Republica.

ERNESTO GEISEL
Alysson Paulinelli

Este texto ndo substitui o publicado no D.O.U. de 7.1.1976
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