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RESUMO

Os compostos de origem vegetal usados na racdo animal apresentam fatores
antinutricionais como polissacarideos ndo amilaceos, oligossacarideos e fitatos, que estdo
presentes na parede celular das células de origem vegetal. Estes elementos modificam a
digestibilidade, o tempo de permanéncia e a viscosidade no trato digestivo. As enzimas
exdgenas, como Xxilanases e fitases, produzidas pelos microrganismos, sdo usadas para
promover a degradacdo de PNA e fitato. Assim, as enzimas exdgenas quando adicionadas a
racdo contribuem para uma melhor digestibilidade, promovendo o crescimento e melhorando
0 desempenho produtivo dos animais. Portanto, o objetivo desse estudo foi selecionar e
caracterizar o fungos com melhor producdo de fitase e xilanase, a partir de fonte de carbono
alternativa em meio solido (FMS), para posteriormente aplicar estas enzimas in vitro em ragdes
e realizar a comparacao com as enzimas comerciais. Foram utilizados sete fungos filamentosos
dos géneros Aspergillus sp. e Thermoascus sp. em fermentacéo solida e testadas em diferentes
fontes de carbono. A melhor fonte de carbono para a producéo de fitase foi a palha de arroz por
Aspergillus sp. (M2) (2,73 £ 0,007 U/mg). Para xilanase, foi a palha de arroz por A. flavus
(41,45 + 13,07 U/mg). O melhor tempo de crescimento para producéo de fitase por A. niger foi
96 horas (1,48 £ 0,07 U/mg). Na producdo de xilanase, observou-se o pico com Aspergillus sp.
(M2) em 48 horas (31,06 £ 1,50 U/mg). A temperatura 6tima de fitase com Aspergillus sp.
(M2) e A. niger foi 50 e 45 °C, respectivamente. A temperatura 6tima para xilanase de
Aspergillus sp. (M2) foi 55 °C. Considerando que o Aspergillus sp. (M2) foi o melhor produtor
das enzimas de interesse, foi definido este fungo para aplicacdo nas ra¢cdes animais. Para o teste
de atividade enzimatica in vitro foram utilizados 0,05 U de extrato enzimatico bruto e da
enzima comercial. A fitase de Aspergillus sp. (M2) teve capacidade de hidrolise na racdo Ml
(3,38 £ 0,85 umoles/mL), enquanto a fitase comercial obteve maior capacidade de hidrélise em
MIFS (1,78 £ 0,11 pmoles/mL). Os ensaios enzimaticos das xilanases foram realizados em 4,
8 e 24 horas de incubacdo, utilizando 0,05 U do extrato enzimatico e da enzima comercial. A
xilanase de Aspergillus sp. (M2) obteve maior hidrélise na racdo MIFS em 4 horas (12,67 +
0,51 umoles/mL), 8 horas (34,36 * 0,66 pmoles/mL) e em 24 horas (38,12 £ 2,27 umoles/mL).
A xilanase comercial 2, teve maior hidrélise na racdo M1 em 4 horas de incubacéo (8,06 + 0,13

pmoles/mL), ja em 8 horas de incubacéo, teve maior capacidade de hidrolise na racdo MIFS



(19,18 + 2,37 umoles/mL) e Ml em 24 horas (26,32 + 0,67 pmoles/mL). Dessa forma, a adicédo
da fitase e xilanase de Aspergillus sp. (M2) nas ragdes in vitro demonstrou aumento nos
acucares e fosfato inorgénico liberados, sendo capazes de melhorar a absor¢do de nutrientes

contribuindo para diminuir gastos de producéo.

Palavras-chaves: Fitase, xilanase, Aspergillus sp, fonte de carbono alternativa e ragéo



ABSTRACT

Compounds of plant origin used in animal feed have anti-nutritional factors such as non-starch
polysaccharides, oligosaccharides and phytates, which are present in the cell wall of cells of
plant origin. These elements modify digestibility, residence time and viscosity in the digestive
tract. Exogenous enzymes such as xylanases and phytases, produced by microorganisms, are
used to promote the degradation of PNA and phytate. Thus, exogenous enzymes when added to
the feed contribute to better digestibility, promoting growth and improving the productive
performance of animals. Therefore, the objective of this study was to select and characterize the
fungi with the best production of phytase and xylanase, from an alternative carbon source in
solid medium (FMS), to later apply these enzymes in vitro in rations and perform the comparison
with the enzymes commercials. Seven filamentous fungi of the genera Aspergillus sp. and
Thermoascus sp. in solid fermentation and tested on different carbon sources. The best carbon
source for phytase production was rice straw by Aspergillus sp. (M2) (2.73 = 0.007 U/mg). For
xylanase, it was rice straw by A. flavus (41.45 + 13.07 U/mg). The best growth time for phytase
production by A. niger was 96 hours (1.48 £ 0.07 U/mg). In the production of xylanase, the peak
was observed with Aspergillus sp. (M2) in 48 hours (31.06 £ 1.50 U/mg). The optimal
temperature of phytase with Aspergillus sp. (M2) and A. niger was 50 and 45 °C, respectively.
The optimal temperature for Aspergillus sp. (M2) was 55°C. Whereas Aspergillus sp. (M2) was
the best producer of the enzymes of interest, this fungus was defined for application in animal
feed. For the in vitro enzymatic activity test, 0.05 U of crude enzymatic extract and commercial
enzyme were used. Phytase from Aspergillus sp. (M2) had hydrolysis capacity in Ml diet (3.38
+ 0.85 umol/mL), while commercial phytase had greater hydrolysis capacity in MIFS (1.78 +
0.11 pumol/mL). The xylanase enzymatic assays were performed at 4, 8 and 24 hours of
incubation, using 100 pL of the enzymatic extract and the commercial enzyme. The xylanase
from Aspergillus sp. (M2) obtained greater hydrolysis in the MIFS diet at 4 hours (12.67 + 0.51
pmol/mL), 8 hours (34.36 £ 0.66 pmol/mL) and at 24 hours (38.12 £ 2, 27 pmol/ml).
Commercial xylanase 2 had greater hydrolysis in the MI diet at 4 hours of incubation (8.06 +
0.13 umol/mL), and at 8 hours of incubation it had greater hydrolysis capacity in the MIFS diet
(19.18 £ 2 .37 pmol/mL) and MI at 24 hours (26.32 + 0.67 pumol/mL). Thus, the addition of
phytase and xylanase from Aspergillus sp. (M2) in vitro diets showed an increase in sugars and
inorganic phosphate released, being able to improve the absorption of nutrients, contributing to

reducing production costs.

Keywords: Phytase, xylanase, Aspergillus sp, alternative carbon source and feed.
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1. INTRODUCAO

Atividades agroindustrias, como a producdo de cereais, geram muitos residuos, e estes
residuos, por sua parte, sdo destinados a producdo de geracdo de energia através da queima, na
decomposicdo de material organico, na producéo da alimentagdo animal, entre muitos outros.
Caso estes residuos ndo recebam destinacdo correta, eles podem se tornar fontes causadoras de
problemas ambientais (Pinto et al., 2005).

Muitas fontes de carbono alternativas séo utilizadas para a geragédo de novos produtos,
como as fibras vegetais provenientes de residuos agricolas. Estas fibras vegetais apresentam alta
disponibilidade, custo baixo de obtencdo e muitas vezes ndo apresentam aplicacdo, e por esta
razdo podem ser aproveitadas para a producéo de novos produtos (Medronho et al., 2012). Os
residuos agricolas podem ser utilizados como fontes de polissacarideos ou carboidratos
poliméricos, que desempenham a funcdo de reserva energética nos organismos, e realizam a
manutencdo da integridade celular, sinalizadores e protetores celulares (Persin et al., 2011).

A casca de arroz é um dos residuos mais abundante gerados pela agricultura, podendo
ser a fonte de carbono alternativa empregada desde a producdo de cimentos e borrachas,
fabricacdo de eletronicos, até a aplicacdo para alimentacdo animal. A procura pelo
desenvolvimento de novos materiais que possam ser utilizados como fontes de carbono
alternativas renovaveis, através de praticas sustentaveis e que tenham baixo impacto ambiental,
tém se mostrado cada vez mais interessante por apresentarem caracteristicas que une a utilizacao
da fibra vegetal e a producdo de novos produtos, apresentando papel importante nesta busca
(Bergquvist et al., 2008).

Materiais lignocelulésicos apresentam grande potencial na utilizacdo para diversas
aplicacdes, além disso, sdo recursos organicos abundantes da terra. O material lignoceluldsico
obtido de fonte de carbono alternativa, como o bagaco de cana-de-acucar, palha de arroz ou
trigo, casca de soja, sabugo de milho, aveia ou arroz, sao fontes de materiais lignocelulésicos e
que podem ser empregados em processos industriais, biocombustiveis, enzimas, biofertilizantes
e na racdo animal (Cousin & Damaso, 2021). As fibras vegetais presentes nas fontes de carbono
alternativas sdo constituidas principalmente de polimeros como celulose, hemicelulose e lignina
(Menezes et al., 2015).

O desenvolvimento de novos produtos a partir de fibras naturais esta sendo cada vez mais
obtido de diversas formas e fontes de carbono alternativas (Medronho et al., 2012). As matérias-
primas de origem vegetal sdo provenientes de fontes renovaveis e apresentam qualidades como
baixa densidade e uma estrutura quimica que proporciona a sua utilizagdo como precursora de

novos compostos (Silvério, 2013 e Taipina et al., 2011).



14

Existe disponivel uma relacdo dos beneficios em aliar a utilizacdo de residuos agricolas
para obtencdo hidrélise enzimética, onde 0s microrganismos podem ser utilizados na
bioreciclagem desses residuos e na produgdo de novos produtos de valor agregado. Além disso,
0 uso das enzimas promove melhor aproveitamento dos nutrientes contidos nos ingredientes, e
reducdo na excrecdo dos nutrientes nos dejetos pelos animais, reduzindo o potencial poluente,

aspecto importante para o meio ambiente (Correl, 1999; Selle & Raviran, 2007).

1.1 Ragé&o animal

A fabricacdo de racdo animal recentemente passou a utilizar a fonte vegetal, sendo
geralmente a base de trigo e outros graos de cereais que apresentam arabinoxilano na parede
celular (Olukosi, 2020). A composicdo geral de um grdo de cereal é composta por germe e
endosperma. Além disso, a industria de racdo animal utiliza grdos como arroz, trigo, sorgo,
milho e a soja, sendo os cereais as principais fonte de carboidratos e fibras vegetais na
alimentacdo de animais monogastricos e sdo representados em mais de dois tercos da ingestao

total de energia (Bach Knudsen et al., 2012).

As fibras em cereais apresentam em sua composi¢do polissacarideos ndo amilaceos
(PNA), oligossacarideos, polissacarideos ndo carboidratos e outros (Adebowale et al., 2019).
Polissacarideos ndo-amilaceos (PNAs) sdo formados por hemicelulose, celulose, gomas,
pectinas e mucilagens que nao séo capazes de de serem digeridas por enzimas animal e humana,
entretanto, podem ser fermentados por microrganismos que estdo presentes no trato
gastrointestinal do hospedeiro (Bach Knudsen, 2001; Choct, 1997; Asp, 1996; McDougall et
al., 1996). Os cereais sdo a principal fonte de carboidratos e fibras vegetais nas dietas de
animais monogastricos e representam mais de dois tercos da causa da ingestéo total de energia
(Bach Knudsen et al., 2012).

A maioria das rac6es comerciais fabricadas para animais sdo formuladas principalmente
por milho, farelo de soja e arroz. A maioria dos PNA encontrados no milho e no farelo de soja
estdo na forma insollvel o que, por sua vez, ndo aumenta a viscosidade intestinal, dessa forma,
tendo pouca interferéncia na digestdo quando comparados a outros alimentos vegetais mais
fibrosos, como trigo, arroz ou cevada (Gracia et al., 2003). O farelo de soja possui cerca de
24% de PNA totais, sendo 6% encontrados na forma soltvel e aproximadamnte 18% na forma
insoltvel (Bach Knudsen, 1997). Além do milho e da soja, 0 arroz também é considerado um
dos cereais mais consumidos do mundo e sua composic¢do pode variar, geralmente possuindo
em média 25% de PNA (Dors et al., 2009).
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Portanto, existe a necessidade de conhecimento sobre os efeitos gerados pela presenga
de PNA nestes componentes, além disso, uma atencdo maior deve ser dada a presenca do fitato,
considerado antinutricional (Zhang et al., 2013). A utilizagdo de alimentos de origem vegetal
por animais monogastricos se torna sem eficiéncia devido a inacessibilidade estrutural do
substrato ou por conta da insuficiéncia enzimatica desses animais, e pode resultar em menos de
75% da utilizagdo dos nutrientes alimentares disponiveis (Ugwuanyi, 2016).

A maioria dos ingredientes de origem vegetal apresentam compostos chamados fatores
antinutricionais (FAT), que podem diminuir o valor nutricional das dietas (Andrade et al., 2015).
Utiliza-se este termo para designar compostos naturais presentes em ingredientes vegetais que
ao serem consumidos geram efeitos danosos. Estes elementos sdo capazes de alterar a
digestibilidade, a viscosidade do alimento no trato digestivo e o tempo de permanéncia,
resultando no comprometimento do desempenho animal (Ohja, 2019).

Os FATSs podem pertencer a diversas rotas metabdlicas e agir como elementos de defesa
nos vegetais (Gontzea; Sutzescu, 1968). Contudo, na presenca em dietas de animais, estes
compostos podem causar efeitos capazes de reduzir a produtividade e acarretar perdas
econémicas (Zhang et al., 2013)

Como exemplo de FAT, pode ser citado o fitato, que € a reserva de fosforo dos vegetais
(Francis et al., 2001; Sinha et al., 2011). Esse composto nao é digerivel e se complexa com outros
minerais e proteinas (Fireman e Fireman, 1998 ; Kornegay, 1996), afetando na digestdo e
absorcdo desses nutrientes (Selle et al., 2006). J& os polissacarideos ndo amilaceos (PNA) sao
acucares indigestiveis e que possuem baixa digestibilidade e causam o aumento da viscosidade
intestinal, o que diminui a velocidade em que os alimentos fazem sua passagem, dificultando a
acdo de enzimas enddgenas e a producéo de muco.

Foi realizada uma revisao pelo Francis et al. (2001) descrevendo sobre o efeito de FAT
presentes em dietas e seus respectivos efeitos em animais, posteriormente foram classificados
em quatro grupos diferentes: 1) afetam a digestdo e uso de proteinas; 2) antivitaminicos; 3)
afetam o uso de minerais; 4) polissacarideos ndo amilaceos, micotoxinas, cianogénicos, nitratos,
saponinas entre outros. Contudo, alguns FATs podem ser eliminados por processamento, como
a fermentacao ou tratamento enzimatico, que sdo capazes de reduzir o contetdo ou sua atividade
no alimento, entretanto, existem também outros FATs que sdo mais trabalhosos de serem
neutralizados (Krogdahl et al., 2010)

1.2 Polissacarideos ndo amilaceos
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A composicdo de todas as plantas apresentam polissacarideos ndo-amilaceos (PNA)
(Sjostrom, 1993), devido a composicao da parede celular de suas células vegetais que € formada
por arabinoxilanas e beta-glucanos (Paloheimo et al., 2011). Os PNA séo classificados em
celulésicos, sendo um polimero de cadeia longa composto por um mondmero (glicose), ligadas
por ligagdes beta-1-4, e os ndo-celuldsicos, podendo ser ser arabinoxilanas, xilanas, e que séo
compostos de xilose, arabinose, manose, galactose, ligadas por ligagOes beta-1-4 e pectinas
(Choct et al, 2004). Contudo, estes compostos sdo considerados como antinutricionais pois as
enzimas enddgenas de ndo ruminantes ndo séo eficientes para hidrolisar as ligacGes, 0s tornam
compostos indigeriveis.

Os polissacarideos ndo amilaceos sao definidos como uma grande classe de
polissacarideos, incluindo a celulose, hemicelulose, quitina e pectinas, que estdo presentes na
parede celular dos alimentos de origem vegetal (Ohja, 2019). Porém, por conta da natureza das
cadeias de ligacGes dos acucares, esses compostos se tornam resistentes a hidrolise no trato
intestinal de animais monogastricos. Além da baixa digestibilidade, as fibras ndo amilaceas
podem causar outros problemas aos animais, pois quando nédo hidrolisados corretamente, podem
aumentar a viscosidade do conteudo intestinal, diminuindo a velocidade dos alimentos e a acao
de enzimas enddgenas, 0 que prejudica a absorcao o transporte de nutrientes (Sinha et al., 2011).

Os PNA’s sdo divididos de acordo com a solubilidade, podendo ser classificados em duas
categorias: soltvel e insoltvel. PNA’s insollveis possuem capacidade de aumentar e reter agua,
e isso aumenta o volume e diminui o tempo de transito no trato intestinal, dificultando a digestao
e absor¢do de aminoacidos, minerais, carboidratos e consequentemente, reduz a digestibilidade
da dieta e desempenho animal (Lunn & Buttriss, 2007). Além disso, também apresenta
resisténcia a fermentacdo intestinal. A fracdo insoltivel pode encapsular os nutrientes devido a
sua estrutura que é indigerivel, formando uma barreira fisica entre a enzima e o nutriente (Wyatt
et al., 2008). Sendo assim, quanto maior for a concentracdo desses compostos, menor serd o
valor nutritivo do ingrediente (Ugwuanyi, 2016).

A fracdo sollivel apresenta em sua composicdo a hemicelulose, que é formada por
arabinoxilanas, pentosanas e B-glucanos (Sharma, 2019). Os PNA’s soltiveis sdo capazes de
aumentar a viscosidade, e isso causa a diminuicdo da digestibilidade dos nutrientes. 1sso ocorre
pois estes compostos formam uma superficie de agua entre o nutriente e a enzima, e assim,
impedem sua atuacdo. (Bedford e Morgan, 1996). O aumento da viscosidade da digesta ocorre
devido a presenca das fracdes soluveis dos PNA's soltveis, determinadas, principalmente, pela

hemicelulose, B-glucanos e arabinoxilanas (Kumar et al., 2012).
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Adicionar enzimas exdgenas que hidrolisam esses compostos pode ser uma potencial
alternativa para resolver esse problema com o PNA, pois elas sdo capazes de liberar os
nutrientes necessarios e aumentar a digestibilidade. Por esta razdo, a industria de racéo animal
passou a utilizar as enzimas exogenas, como as fitases e xilanases, produzidas por
microrganismos, pois estas enzimas sdo capazes de promover 0 aproveitamento de
polissacarideos e outros nutrientes, aumentando a digestibilidade e assim, minimizando os
problemas com os fatores antinutricionais das ragdes e melhorando a produtividade dos animais
(Campestrini et al., 2005).

1.3 Enzimas

Na década de 1950, iniciaram-se pesquisas com a aplicacdo de enzimas na dieta de
diversos animais domesticos, e foi observado melhorias na produtividade, visto que atualmente,
a adicdo de enzimas exogenas na alimentacdo animal € uma area muito estudada e instigadora
na nutricdo e biotecnologia (Adeola e Cowieson, 2011). A aplicacdo de enzimas na
biotecnologicas possibilita uma variedade de reacGes bioquimicas, que promovem a
rentabilidade de processos e a reducéo de problemas ambientais (Cousi & Damaso, 2021). Na
area de nutricdo, as enzimas podem auxiliar no aumento da digestibilidade de nutrientes da
racdo (Zanella, 1998). Os complexos enzimaticos podem combinar enzimas que atuam de
maneira complementar, de forma que algumas carregam a funcéo de eliminar as barreiras para
auxiliar a atuacdo das enzimas exdgenas, enquanto as outras vao ter o intuito de complementar

quantitativamente as enzimas enddgenas (LELIS et al., 2010).

As primeiras enzimas exdgenas foram adicionadas nas dietas de animais com intuito de
reduzir os efeitos antinutricionais dos PNA’s (Philipps-Wiemann, 2018). Foi quando ass
fitases, que surgiram na década de 90, ndo s6 melhoraram a disponibilidade do fésforo fitico,
como também conseguiram diminuir sua excrecdo no meio ambiente (Jatuwong et al., 2020).
Toda enzima opera em um substrato, pH e temperatura ideal, sendo assim, se faz necessario
que nas producgdes industriais as enzimas sejam robustas e capazes de atuar em diversas
condicdes (Corréa et al., 2014). As enzimas industriais sdo produzidas a partir de processos
fermentativos de baixo custo, dessa forma, o meio de cultivo a ser utilizado deve conter fontes
de carbono, fontes de nitrogénio e micronutrientes necessarios para producdo de enzimas
usadas (Corréa et al., 2014). A fermentacdo s6lida promove o crescimento de microrganismos
e possui vantagens por ter baixo custo, maior rendimento, estabilidade e possibilidade de
aproveitamento utilizando diversos residuos agroindustriais como substrato (Contesini et al.,

2018). A fermentacdo solida ocorre pelo processo de fermentacdo de microrganismos
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cultivados em uma superficie de substrato s6lido com auséncia ou quantidade de dgua, mas

com a umidade o suficiente para o crescimento de microrganismos (Jatuwong et al., 2020).

As enzimas exdgenas a partir de fontes microbianas expandiram por todo o mundo,
atualmente sendo reconhecidas devido aos seus beneficios alimentares na digestdo de
nutrientes, além de todas as outras aplicacdes que elas possuem (Selle e Ravindran, 2007). O
mercado de enzimas para alimentacdo animal esta em crescente desenvolvimento devido ao
aumento da demanda por produtos de origem animal (Guerrand, 2018). Além da aplicacdo em
dietas de animais, as enzimas possuem aplicabilidade em outros setores industriais, como na
fabricacdo de detergentes, téxteis, amido, panificacdo, sendo, cerca de 75% produzidas
industrialmente (Cousi & Damaso, 2021).

1.3.1 Fitase

As fitases ou mio-inositol hexafosfato fosfohidrolase, realizam a liberagdo de fosfato
do &cido fitico ou fitato, conforme pode ser visto na Figura 1 (Konietzny & Greiner, 2002). O
caminho de degradacéo segue em ordem decrescente com penta-, tetra-, tri-, di- e monoésteres
de inositol, gerando como produto final o inositol e seis por¢des de fosforo (Dersjant-Li et al.,
2014) Estas enzimas sdo classificadas com relacdo ao ataque a determinado carbono na
composicao do acido fitico, pH 6timo e informacdes estruturais (Singh et al., 2020), baseado
em mecanismos de reacdo enzimatica, sequéncias de aminoacidos, conformagcéo tridimensional
e propriedades bioquimicas (Kumar et al., 2016).

Esse elemento esta presente nos ingredientes de origem vegetal na forma do fitato e nas
plantas ele forma complexos com minerais, proteinas e amido, mas nao ficam indisponiveis
para animais monogastricos. Dessa forma, a hidrélise desse composto pode aumentar a
disponibilidade do fosforo inorgénico e outros minerais nas dietas (Singht e Satyanarayana,
2015).
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Figura 1. Hidrdlise do &cido fitico pela enzima fitase, liberando inositol e fosfato inorgéanico
(Cangussu et al., 2018).

O primeiro grupo de fitases é classificado com base em sua funcéo e estrutura catalitica,
denominado como fosfatases acidas de histidina, fosfatases acida purpura, B-propeller fitases e
proteinas fosfatase tirosina (Yao et al., 2011; Kumar et al., 2016; Singh et al., 2020). O maior
grupo de fitases esta incluido nas 3-fitases (E.C. 3.1.3.8), que sdo de origem fungica e
bacteriana, agindo no C3 do anel inositol (Singh et al., 2020). As caracteristicas e as
propriedades cataliticas das fitases variam dos fungos utilizados. Portanto, a producéo de fitases
a partir de fungos depende de temperaturas 6timas e valores de pH especifico (Yao et al., 2011,
Singh e Satyanarayana, 2015).

Além disso, as fitases s@o produzidas na natureza em uma gama de tecidos vegetais,
animais, bactérias, leveduras e fungos (Vohra e Satyanarayana, 2003). No entanto, tem sido
encontrado com mais frequéncia a atividade da fitase em fungos, especialmente em espécies
de Aspergillus (Kim et al., 1998), a primeira geracdo de fitase fangicas foi obtida de A. niger,
e comercializada em 1991. Atualmente, grande parte dos trabalhos cientificos mantém o foco
em fitases obtidas de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Trichoderma,

Myceliophthora, Mucor, Rhizopus e Penicillium (Roopesh et al., 2006; Dailin et al., 2019).

1.3.1.1 Acido fitico

O substrato da enzima fitase é conhecido como fitato quando em forma de sal, fitina ou
acido fitico. Os fosfatos de inositol correspondem a um anel inositol com 6 grupos fosfato e 12
prétons (Cowieson et al., 2004). O fitato € o sal misto de &cido fitico e cations (Kumar et al.,
2010), e possui a capacidade quelante devido a sua estrutura, apontando uma forte afinidade

com cations polivalentes (Graf & Eaton, 1990). Por ser uma molécula negativamente carregada,
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ela possui mais facilidade na formacdo de sais insoliveis com cétions. Além disso, a carga
negativa devido a existéncia dos seis grupos fosfato em sua molécula, promove alta afinidade
por minerais e nutrientes carregados positivamente, ligacdo direta ou indiretamente ao amido,
a proteina e as enzimas, podendo formar complexos e influenciar negativamente na digestdo
de nutrientes (Vasudevan et al., 2019).

O 4cido fitico presente nos vegetais possui como principal funcdo a reserva de grupos
fosfatos, promovendo uma fonte de fosforo para as sementes, estoque energético e fonte de
cations (Pandey et al., 2001). O fitato constitui 60 a 97 % do fésforo de um grdos de cereais,
(Ravindran, 1994), sendo armazenado na camada de aleurona ou no gérmen da semente. Nas
sementes de cereais e leguminosas, ocorre uma Via independente de lipidios para a formagéo
do fitato (Feizollahi et al., 2021).

O fitato realiza interacbes com componentes dos ingredientes no trato digestorio do
animal, sendo influenciado pelo pH e pelas ligagcbes com outros minerais (Amerah et al., 2014).
Entretanto, quando na presenga do pH alcalino do intestino dos animais, o fitato fica mais
carregado negativamente, o que dificulta a ligacdo da fitase com o substrato (Shanmugan,
2018), consequentemente, diminuem a quantidade de fésforo e outros nutrientes que estdo
complexados na molécula, além de reduzir a solubilidade de outros nutrientes,
consequentemente aumentando a excrecdo de minerais e aminoacidos (Cowieson et al., 2017).
Para deixar disponiveis os nutrientes ligados ao fitato, deve-se quebrar o mio-inositol no trato
digestorio, para assim liberar os grupos fosfatos pelas fitases. Nos animais monogastricos, a
producdo destas enzimas enddgenas € baixa e insuficiente para realizar a hidrolise do fitato de
forma eficiente, prejudicando o aproveitamento da dieta (Ingelmann et al. 2018).

A via independente de lipidios para a formacdo do fitato comeca pela formacdo do
inositol-3-fosfato, partindo de glicose-6-fosfato, pela enzima mio-inositol-3-fosfato sintase.
Posteriormente, diversas quinases fazer fosforilacdo dos outros cinco sitios do anel inositol. A
Gltima etapa é catalisada por Inositol Pentaquis Fosfato 2-quinase, junto com a producéo de
IP6 a partir de IP5 (Rasmussen et al., 2010). Estes complexos costumam ser insollveis e
apresentam resisténcia a acao do trato intestinal, reduzindo, dessa forma, a biodisponibilidade
desses nutrientes (Niu et al., 2017). Além disso, o fitato também possui muito potencial para
fazer interacGes com proteinas, carboidratos e lipidios carregados positivamente, 0 que acaba
reduzindo a funcionalidade e digestibilidade destes nutrientes nos alimentos (Duong et al.,
2018; Vasudevan et al., 2019).

Caso o fitato fosse hidrolisado pelo animal, seria uma fonte rica em fosforo (Onyango

et al., 2005), porém, os monogastricos ndao apresentam quantidade suficiente de fitase endogena
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para conseguir digerir o fitato de forma eficiente (Nelson, 1967). Portanto, existe a necessidade
de realizar a suplementag&o de fonte inorgéanica de fosforo na dieta. Além disso, muitas racdes
sdo fabricadas com excesso de fosforo inorgéanico para suprir as necessidades exigidas pelos
animais, porém, este elemento acaba sendo excretado para o ambiente e causando poluicdo. A
introducdo de enzimas que degradam o fitato na alimentacdo dos animais, pode reduzir

significativamente a poluicdo causada pela excrecdo do fosforo (Bedford, 2000).

1.3.1.2 Xilanase

Atualmente, as xilanases estdo classificadas na familia glicosil hidrolases (GHs). As
GHs sdo enzimas que hidrolisam a ligagdo glicosidica entre dois ou mais carboidratos. As
xilanases podem ser produzidas por diversos microrganismos, incluindo fungos, bactérias,
leveduras, que séo classificados nas familias GH5, 7, 8, 10, 11, 26, 30 e 43 (Chadha et al.,
2019). Os grupos mais conhecidos s&o membros das familias GH10 e GH11. As xilanases sdo
glicosidases que catalisam a endo hidrolise de ligacdes 1,4-B-D-xilosidicas em xilana (Collins
et al., 2005). As xilanases ocorrem em diversas classes, como endo-1,4-B-xilanase, [-
xilosidases, acetilxilano esterase, arabinofuranosidases e a-alucuronidase (Srivastana et al.,
2020).

A hidrolise da xilana (figura 3) é realizada pela endoxilanase que cliva a espinha dorsal
da R-D-xilopiranose e libera o xilo-oligdmeros e R-xilosidases, que caso sejam decompostos,
vao liberar mais xilose ainda (Mohan, 2020). As enzimas sdo necessarias na degradacdo das
hemiceluloses pois elas sdo constituidas por muitos polimeros, os quais sdo formados por
residuos de acgucares (Lopes, 2010). Portanto, na racdo animal, o uso de xilanases consegue
diminuir os polissacarideos ndo amilaceos, além disso, regulam a viscosidade na dieta e a
disponibilidade de nutrientes pela hidrolise dos PNA’s (Delmaschio, 2018), além de promover
a digestdo de xilanas (De barros, 2016), também de acesso a fitase ao fitato armazenado na
membrana da parede celular. Assim, os animais conseguem ter maior produtividade, e ter mais
ganho de peso (Dourado, 2008).

A suplementacdo enzimatica com xilanase estd mais direcionada a dietas com
ingredientes que possuem maior quantidade de fibras, dessa forma, a avalia¢cdo do consumo é
necessaria para entender e prever o desempenho. Existem estudos que apontam uma melhora
na dieta composta por trigo e farelo de soja com a adicdo de xilanase, demonstrando melhor
metabolizagcdo dos nutrientes (Pirgozliev et al., 2010). Em outro trabalho, onde foi adicionado
de complexo enzimatico com xilanase em uma dieta a base de trigo destinada a poedeiras,

também foi obtido bons resultados, com melhor conversdo alimentar (Mathlouthi et al., 2003).
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Figura 2. Sistema xilanolitico e seus pontos de clivagem até a liberacao de xilose. (Yadav

et al., 2018).

Existem diversas enzimas para a degradagdo de PNA’s, cada uma com propriedades
diferentes. Contudo, do ponto de vista comercial, as xilanases sdo o grupo de hidrolases mais
relevante, representando cerca de 80 % do mercado global (Adeola e Cowieson, 2011; Castillo
e Gatlin, 2015). Xilanases de fungos termofilicos estdo sendo destacadas no meio cientifico
devido as suas varias aplica¢fes industriais (Singh et al., 2016). Estudos apontaram alguns
exemplos de fungos que produzem de xilanases termofilicas e que merecem destaque como 0s
géneros Trichoderma, Penicillium, e Aspergillus, e espécies como Melanocarpus albomyces,
Cerrena unicolor, Thermomyces lanuginosu e Rhizopus oryzae (Thomas et al., 2014). A
aplicacdo de xilanases exdgenas as dietas dos animais pode melhorar a absor¢do dos nutrientes
que ficam retidos nas células vegetais, da mesma forma que pode reduzir a viscosidade causada
por polissacarideos nao amilaceos no trato digestivo do animal (Pirgozliev et al., 2015), e por
fim, facilitando a digestibilidade em racdes, proporcionando o aumento do valor nutricional e

0 ganho de peso corporal em animais monogastricos (Yegin, 2017).

1.3.2.1 Xilana
As xilanas sdo biopolimeros que podem ser encontrados em grande quantidade na
parede celular dos grdos. Apesar das xilanas ndo serem digeridas por animais monogastricos,

as dietas possuem altos valores destes compostos na sua formulagéo e isso acaba por diminuir
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a digestibilidade e aproveitamento dos ingredientes pelos animais. Nesse sentido, a
suplementacdo de dietas com xilanase apresenta grande potencial para auxiliar a combater esses
efeitos antinutricionais e melhorar a absor¢ao dos nutrientes (Adeola et al., 2010).

O direcionamento deste componente em processos biotecnolédgicos é de enorme
relevancia para o comércio de enzimas industriais, através da aplicacdo e utilizacdo de
complexos enzimaticos utilizando fungos para a producao, além disso, a xilana destaca-se nas
areas alimenticias, de biocombustiveis, de bebidas, industria téxtil e de papel (Silva, et al.,
2015). Arabinogalactana, galactoglicomanana, xiloglicana, glicomanana e xilana, compdem
um complexo polimérico gerador das hemiceluloses, destacando o principal polimero, que é
a xilana, formada a partir da cadeia principal por D-xilopiranose em ligacoes glicosidicas B-
(1->4) (Shallom, et al., 2003; Habibi, et al., 2005). Embora o conteudo e o tipo de xilana
possam variar entre diferentes espécies e tipos de tecidos que estd sendo analisado (Girio et
al., 2010), geralmente, apenas dois tipos principais sdo frequentemente encontrados:
glicuronoxilana e glicuronoarabinoxilana (Girio et al., 2010; Vuong & Master, 2022).

E necessario que a xilana passe por um pré-tratamento antes de ser utilizada, devendo
ser separada do material lignocelulosico, a partir de técnicas de tratamento enzimatico com
enzimas nativas de xilanas do material lignocelulosico (Falkoski, 2011). Na literatura ja foram
relatados diversos tipos de prée-tratamentos, como por exemplo a extrusdo mecanica, usando
acidos e alcalinos ou liquidos idnicos, realizando explosdo de vapor ou de fibra de aménia, e
agua quente. Todos sdo realizados com a finalidade de melhorar a eficiéncia e diminuir a

formacdo de inibidores e o tempo de processo (Polizeli et al., 2016).

1.4 Fungos produtores destas enzimas

Existe uma variedade de microrganismos que sao potenciais produtores de enzimas
exogenas, incluindo actinomicetos, fungos e bactérias (Chadha et al., 2019), mas do ponto de
vista industrial, os fungos filamentosos sd@o 0s mais promissores na producdo dessas enzimas,
pois eles apresentam eficiéncia de cultivo, altos niveis de producdo enzimatica e de secre¢do
de enzimas extracelulares, por este motivo, sdo promissores para inumeras aplicacdes
industriais e biotecnolégicas (Chadha et al., 2019). Os fungos termofilicos séo resistentes a
acOes desnaturantes e possuem alta atividade catalitica, além disso, possuem menores chances
de contaminacdo, sendo considerados como uma das melhores fontes. Muitos processos
industriais necessitam de enzimas que suportem altas temperaturas e, por essa razdo, as enzimas
termofilicas estdo ganhando cada vez mais espago nas industrias biotecnoldgicas. O género

Aspergillus se destaca entre os produtores destas enzimas por possuir a capacidade de
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sobreviver em diversas condicdes e produzir enzimas que sao eficientes na decomposicdo de

residuos agroindustriais em produtos (Gusmao et al., 2014).

1.4.1 Género Aspergillus

Os fungos Aspergillus se destacam na producdo de proteinas, metabolitos secundarios
e micotoxinas (Frisvad, 2018). As espécies de fungos que sdo aplicadas na inddstria possuem
a capacidade de produzir apenas uma certa quantidade de compostos toxicos para vertebrados
(micotoxinas) e uma variedade de outros compostos que podem apresentar atividade
anticarcinogénica, antioxidante e pigmentos (Mushtaq et al., 2018). Por esta razdo, os fungos
Aspergillus sdo muito usados na biotecnologia industrial. Ao se tornar de maior importancia
econdmica, a taxonomia deste género foi estudada varias vezes e atualmente, para descrever
uma espécie de Aspergillus, é necessario realizar analises fenotipicas, genotipicas e
filogenéticas (Arastehfar et al., 2021). As espécies mais conhecidas do género sdo as mais
utilizadas na industria. Alguns dos organismos atuam na deterioracdo de alimentos, outros
podem ser patogénicos para humanos ou contaminantes internos (Frisvad et al., 2019). Alem
disso, as espécies de Aspergillus s@o bastante utilizadas em fermentacfes de alimentos, por
exemplo o A. oryzae ou como o0 A. niger, que produz varias enzimas usadas nas industrias de

alimentos e ragdes, como glicoamilases, proteases e fitases (Cairns, 2018).

1.4.2 Género Thermoascus

Apesar dos fungos filamentosos serem microrganismos classificados como meséfilos,
existem trabalhos indicando producdo de enzimas termoestaveis por algumas espécies do
género, incluindo Thermoascus aurantiacus (Kalogeris et al., 1998). Foi relatado por um estudo
a eficiéncia da aplicacio de uma xilanase de T. aurantiacus para producdo de
xilooligossacarideos, utilizando como substrato o bagaco de cana-de-agucar (Nascimento et al.,
2022). Além disso, outro estudo também obteve resultados apontando que o T. aurantiacus é
capaz de produzir CMCases, xilanases e B-glicosidases com hoa estabilidade ao pH e
temperatura (da Silva et al., 2005; Ping et al., 2018; Mol et al., 2019). As espécies Thermoascus,
por serem termofilicas, conseguem se desenvolver em altas temperaturas (Hosoya, 2014), entre
20 a 62 °C (Wareing, 1997). O género Thermoascus € composto por seis espécies identificadas
até hoje: Thermoascus verrucosus, T. yaguchii, T. crustaceus, T. thermophilus, T. aurantiacus
e T. aegyptiacus (Schoch, 2020), sendo a espécie Thermoascus aurantiacus a mais estudada do
género, pois além de ser termofilica, também cresce de maneira eficiente em biomassa
lignocelulésica (Leite et al., 2008; Mél et al., 2019).



25

1.5 Aplicagéo

A utilizacdo de enzimas na industria ja& vem ocorrendo ha algumas décadas (Krabbe,
2012). Apesar da grande quantidade de enzimas comerciais disponiveis no mercado, h4d uma
busca por novas enzimas produzidas por fungos filamentosos que preferencialmente sejam de
baixo custo e eficientes na producgéo, para 0 uso extensivo nas aplicagdes industriais, assim
como na fabricagdo de ra¢des animais. Desta maneira, torna-se eficiente para a industria de
racao animal o uso de enzimas exdgenas, como B-glucanases, celulases, hemicelulases,
xilanases, pectinases, amilases, proteases, fitases e muitas outras (Ohja, 2019). Estas enzimas
exdgenas sdo capazes de potencializar o aproveitamento de polissacarideos e outros nutrientes,
além de aumentar a digestibilidade dos ingredientes, tornando disponiveis 0s nutrientes
necessarios para melhorar o desempenho produtivo (Campestrini et al., 2005).

De acordo com a Grand View Research (2020), o mercado global de enzimas em 2019
foi estimado em torno de US$10,0 bilhGes, apontando um crescimento anual de 7,1% e com
expectativas de atingir US$14,9 bilhGes no ano de 2025. Esse aumento exponencial é resultado
da especificidade da enzima com o substrato, da importéncia do produto gerado, da evolugéo
de tecnologias enzimaticas, as quais tornam possivel a obtencdo de enzimas mais eficientes,
(Novozymes, 2020). No mercado enzimatico, cerca de 60 tipos de enzimas tém aplicacdo
industrial e sdo utilizadas em detergentes, téxteis, amido, panificacdo e racdo animal, que ao
total, usam cerca de 75 % das enzimas produzidas industrialmente (Cousi & Damaso, 2021).

Torna-se importante a utilizacdo de enzimas exdgenas pois estas hidrolisam o0s
polissacarideos ndo amilaceos que podem ser utilizados pelo animal, para obter o aumento, por
exemplo, da utilizacdo de energia. Outra consequéncia importante desta utilizacdo é a reducéo
do impacto negativo gerados por estes residuos ndo digestivos. Ao todo, as aplicacdes em
alimentos e racdes representam 60 % do mercado global mercado de enzimas (Guerrand, 2018).

Devido a grande diversidade de microrganismos produtores de enzimas, este trabalho
teve como objetivo selecionar e caracterizar entre os fungos no estudo o melhor produtor de
fitase e xilanase e, aplicacdo dessas enzimas na rac¢do animal in vitro e comparando com as

enzimas comerciais.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
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O objetivo do estudo foi produzir fitase e xilanase através de fungos filamentosos e

aplicar estas enzimas in vitro em ragoes.

1.1 Objetivos especificos

I.  Selegdo de fungos filamentosos (A. flavus Link, A. japonicus Saito, A. niger van
Tieghem, A. niveus Blochwitz, A. terreus Thom, Aspergillus sp. (M2) e Thermoascus
aurantiacus Miehe) para producdo fitase e xilanase;

ii.  Producdo das enzimas usando fontes de carbono alternativas (farelo de trigo, farelo de
arroz integral, palha de arroz, palha de milho, farinha de mandioca, farinha de soja e

bagaco de cana);
iii.  Avaliacdo do tempo de crescimento na producdo das enzimas;
iv.  Avaliagdo da temperatura na atividade enzimatica;

v.  Aplicacdo das enzimas obtidas neste estudo com as enzimas comerciais (obtidas em
parceria com a FAMEZ) usando 11 alimentos alternativos (milho, milheto, sorgo, farelo
de soja, farelo de trigo, farelo de arroz, casca de soja, DDGS-etanol, DDGS-sabugo,

milho + farelo de soja e uma dieta alternativa — pura fibra).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos e manutencéo de crescimento

Foram utilizados sete fungos filamentosos, A. flavus Link, A. japonicus Saito, A. niger
van Tieghem, A. niveus Blochwitz, A. terreus Thom, Aspergillus sp. (M2) e Thermoascus
aurantiacus Miehe, isolados e mantidos na micoteca da UFMS em Campo Grande — MS para a
producdo das enzimas. A manutencdo dos microrganismos foi feita por repiques em agar
inclinado (BDA — batata, dextrose, &gar), onde os fungos foram mantidos em estufa a 30 °C por

um periodo de 5-8 dias, e posteriormente armazenados em geladeira até 0 momento de uso.

3.2 Producdo de fitase e xilanase em meio solido (FMS) usando diferentes fontes de
carbono
Para a producdo das enzimas foram utilizadas fermentacdo em meio sélido em frascos
Erlenmeyer de 125 ml contendo 5 ml de meio Khanna (Khanna et al., 1995) em pH 6 e
suplementado com 2,5 % (p/v) de fonte de carbono (farelo de trigo, farelo de arroz integral,

palha de arroz, palha de milho, farinha de mandioca, farinha de soja e bagaco de cana). Os
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meios foram esterilizados e, posteriormente inoculados com uma suspenséo de esporos (10°
esporos/ml) usando 5 mL da solucao de sais para o indculo (Martins et al., 2012).
Posteriormente, as culturas em meio sélido foram incubadas sob condig8o estacionaria
por 120 horas a 30 °C. Apds o crescimento as culturas foram ressuspendidas com 20 mL de
agua destilada estéril, agitadas por 30 minutos, filtradas com auxilio de peneiras para extracao
das enzimas extracelulares (fitase e xilanase). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 4 °C a 10.000 rpm, sendo o sobrenadante usado como fonte de enzimas nos

ensaios enzimaticos e quantificacdo de proteinas.

3.3 Avaliacao do tempo de crescimento na producéo das enzimas

Foram selecionados os melhores produtores das enzimas (A. niger, A. japonicus, A.
flavus, Aspergillus sp (M2) para avaliacdo do tempo de crescimento. Os fungos foram crescidos
em fermentacdo em meio solido (FMS) usando Erlenmeyer de 125 ml contendo 5 ml de meio
Khanna (Khanna et al., 1995) em pH 6 e suplementado com 2,5 % (p/v) de palha de arroz como
fonte de carbono. Os meios foram esterilizados e, posteriormente inoculados com uma
suspenséo de esporos (108 esporos/ml) usando 5 mL da solucéo de sais para o indculo (Martins
et al., 2012).

Posteriormente, as culturas em meio sélido foram incubadas em estufa por um periodo
variando de 48 a 192 h a 30 °C. Ap0s o crescimento as culturas foram ressuspendidas com 20
mL de agua destilada autoclavada, agitadas por 30 minutos, filtradas com auxilio de peneiras
para extracdo das enzimas extracelulares (fitase e xilanase). As amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 4 °C a 10.000 rpm, sendo o sobrenadante usado como fonte de enzimas nos

ensaios enzimaticos e quantificacdo de proteinas, conforme descrito no item 3.4.

3.4 Ensaio de atividade enzimatica e proteica

A atividade da fitase foi determinada de acordo com o método de Heinonen & Lahti
(1981). Foi usado uma solucdo de parada da reacdo: molibdato de amdnio (NH.) sMO70; 4x44
H>O (10mM) e H.SO4 (5N), dissolvidos em agua destilada. A solu¢do colorimétrica foi
preparada misturando molibdato de aménio, acido sulfurico e acetona na proporc¢do de 1:1:2.
Uma solugdo de KH?PO* a 2 umolar/mL foi usada como padr&o. Para reagdo enzimatica foram
usados 250 pL de tampdo acetato de sdédio 100 mM (pH 5), com &cido fitico a 10 mM, 50 uL
de extrato enzimatico bruto, colocados em banho-maria por 30 min a 50 °C. Ap6s o tempo de

incubacdo, foram adicionados 1,5 pL da solugdo de parada e 100 pL de &cido citrico 1 M. Uma
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unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima liberando 1 pmol
de produto por minuto. Os resultados foram lidos em espectrofotdometro a 355 nm.

A atividade de xilanase foi realizada com tampao em 500 uL de citrato-fosfato, pH 5,
contendo 1,0 % (w/v) de xilana e 500 pLL. como substrato enzimatico, devidamente diluido. As
amostras foram incubadas a 50 °C para determinar a atividade da xilanase. A quantidade de
acucar redutor foi determinada usando o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), através da
metodologia descrita por Miller (1959), utilizando xilose a 1 mg/mL como padrdo. Os
resultados foram lidos em espectrofotémetro a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima liberando 1 umol de agucar redutor por minuto.

A dosagem de proteina foi realizada segundo o método de Lowry (Lowry et al., 1951)
utilizando-se soro albumina bovina (200ug/mL) como padrdo. A atividade especifica foi
definida em unidades por miligrama de proteina (U/mg).

3.5 Avaliacdo da temperatura na atividade enzimatica

Para a avaliacdo da temperatura na atividade na atividade enzimaética, utilizou-se
temperaturas variando de 40 a 60°C, com intervalos de 5 °C, seguindo as metodologias de
dosagem enzimatica descritas anteriormente no item 3.4. As atividades relativas foram

calculadas como uma percentagem (%) da atividade maxima.

3.6 Enzimas comerciais

As enzimas comerciais utilizadas foram: xilanases Natugrain ® produzida pela BASF
e a xilanase 2 (retirada de Trichoderma), que foram cedidas pelo prof® Dr° Charles Kiefer
(FAMEZ/UFMS), as quais foram diluidas em 0,1 % em agua destilada obtendo uma quantidade
de 0,1 U; fitase Natuphos ® produzida pela BASF sendo diluida a 1 % em agua destilada com
0,005 U. As solugdes foram entdo aplicadas nos alimentos para racdo animal obtidas em
parceria coma FAMEZ. As dosagens enzimatica e proteica foram realizadas conforme descrito

no item 3.4.

3.7 Avaliacdo da hidrolise do alimento cru (racéo) in vitro por acdo da fitase e xilanase
produzidas pelo Aspergillus sp. (M2) e pelas enzimas comerciais
Foram utilizadas 11 racOes (alimentos cru), cedidas pela FAMEZ, para o teste de

atividade enzimatica in vitro. Para analise de hidrélise destes nutrientes pelas xilanases e fitases

de Aspergillus (M2) e das comerciais foram utilizadas 0,1 e 0,05 unidades, respectivamente,
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adicionando 1 % de racdo por reagdo. As ragoes usadas foram: milho (MI), milheto (ML), sorgo
(SMV), farelo de soja (FS), farelo de trigo (FT), farelo de arroz (FA), casca de soja (CS), DDGS-
etanol (DDGS-E), DDGS-sabugo (DDGS-S), milho + farelo de soja (MIFS), e uma dieta
alternativa — pura fibra (DAF). A constituicdo das racdes usadas nesse estudo esta apresentada
nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Constituicdo dos componentes presentes na racao

Alimento Ramnose Fucose  Arabinose Xilose Manose (Galactose Glicose Acidos
(%) (%) (%a) (%) (%a) (%) (%) urinicos

(%)

Milhao . - 1,55 2.07 0,24 0.54 234 0,09

Milheto 0,01 . 1.3 1.74 0,22 0,35 2,17 0,01

Sorgo 0,03 - 1,32 1,23 0,26 0,32 2,56 0,05

Farelo de 0,20 0,17 2,39 1.53 0,97 392 4,84 2.44

suja

Farelo de 0,03 0,03 6,49 10,76 0.5 (.85 7.99 0,39

trigo

Farelo de 0,01 - 349 4,09 0,39 1.13 6.4 0.3

ArTOE

Casca de 0,51 0,11 399 T.68 4,31 227 28,76 7,33

soja

DDGS_ & & & = * E 2 * *

Etanol

DDGS_ & & & ] * * * *

Sabugo

Dieta s *% e s - - - —

MI+F&#**

Diﬂa E 2 *k t 2 Ak & & & & &

altermati

-.._-air 4

Fonte: Adaptado de Rostagno et al. (2017). *Esses valores podem ser calculados. Proteina Bruta (PB).

Tabela 2. Composi¢ao nutricional dos alimentos (PNA’s), valores em percentagem nos

alimentos.
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Alimento Ramnose Fucose Arabinose Xilose Manose Galactose Glicose Acidos

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) uronicos

(%)

Milho - - 1,55 2,07 0,24 0.54 2,34 0,09

Milheto 0,01 - 1,3 1,74 0,22 0,35 2,17 0,01

Sorgo 0,03 - 1,32 1,23 0,26 0,32 2,56 0,05

Farelo de 0,20 0,17 2,39 1,53 0,97 3,92 4.84 244

soja

Farelo de 0,03 0,03 6,49 10,76 0.5 0.85 7,99 0,39

trigo

Farelo de 0,01 - 349 4,09 0,39 1,13 6.4 0.3

arroz

Casca de 0,51 0,11 3,99 7.68 4,31 2,27 28,76 7,33

soja

DDGS. *x > > > ¥ * ¥ *

Etanol

DDGS_ i * > *x * * ¥ *

Sabugo

Die‘a =% *% x ¥ *% % *% % %

MI+FS**

Dieta **% **% =% ** x ¥ * % %% %

alternati

‘.’*Q

Fonte: Adaptado de Rostagno et al. (2017). *A tabela ndo contém informacdes sobre o DDGS. ** Esses valores

podem ser calculados.

3.7 Teste estatistico

Para a analise estatistica utilizou-se o teste Tukey a fim de comparar as médias entre 0s
tratamentos. Foi utilizado o programa SISVAR versdo 5.6 de analises estatisticas e

planejamento de experimentos (Ferreira, 2019). Todos os testes foram feitos em duplicatas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito de diferentes fontes de carbono na producéo enzimatica
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Foram utilizados meios de cultivo solido (conforme descrito no item 3.2) para produgédo
de fitase e xilanase por A. flavus, A. japonicus, A. niger, A. niveus, A. terreus, Aspergillus sp.
(M2) e T. aurantiacus em fontes de carbono alternativas. As fontes escolhidas foram baseadas
no que a literatura descreve como boas indutoras de producéo de fitase e xilanase e também

como fontes regionais que séo consideradas como boas indutoras.

Analisando os resultados obtidos na producgéo de fitase (figura 3), observa-se que a
melhor fonte de carbono foi a palha de arroz por meio do Aspergillus sp. (M2) (2,73 £ 0,007
U/mg), seguido do A. niveus com arroz integral (2,59 + 0,17 U/mg), posteriormente o A. niger
(1,89 £ 0,03 U/mg), A. japonicus (1,66 £ 0,29 U/mg) e o A. flavus (1,42 £ 0,06 U/mg) em palha
de arroz. Neira-Vielma et al. (2018) usaram SSF para a producéo de fitase extracelular por A.
niger 7A-1, utilizando residuos de triticale como substrato. Além disso, a utilizagdo de farelo
de arroz em Rhizopus sp. também obteve producéo de fitase com atividade de 4,9 U/g (Suresh
et al., 2021). Em outro estudo utilizando A. niger e A. ficuum em farelo de trigo como fonte de
carbono, a atividade de fitase foi de 60,2 e 39,4 U/gds, respectivamente (Shivanna &
Venkateswaran, 2014). Além disso, também foi relatado resultados de producdo de fitase
inferiores em comparacdo ao presente estudo, utilizando A. fumigatus, que obteve atividade
Otima de 0,23 U/mg (Sanni et al., 2018). Gaind e Singh (2015) relataram a producéo de fitase
por A. flavus usando um bolo de mostarda em SSF. Em estudo realizado por Kumar et al.
(2016), onde utilizaram um substrato misto (bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo), foi

obtido alta producéo de fitase por Sporotrichum thermophile.

Entre as possiveis fontes de carbono alternativas que podem ser utilizados na producéo
da fitase, o farelo de arroz e a palha de arroz se destacam, devido ao alto teor de acido fitico na
sua composicdo (Greiner et al., 2012). As pesquisas estdo investigando intensivamente a
producdo de fitases por diferentes microrganismos, porém, em termos de utilizacdo industrial,
os fundos do género Aspergillus apresentam-se como 0s mais promissores (Pandey et al.,
2001). De acordo com Bhavsar et al. (2008), a producao de fitase foi amplamente afetada pela
quantidade de Pi presente nas fontes de carbono utilizadas para inducao da producéo de fitase,

como os residuos agricolas.
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Figura 3. Avaliacdo de diferentes fontes de carbono na producgéo de fitase. Foram utilizados 0s
fungos (A) A. niger, (B) A. japonicus, (C) A. flavus (D) A. niveus, (E) A. terreus, (F) T. aurantiacus, d
e (G) Aspergillus sp. (M2). Os fungos cresceram em meio solido 2,5% por 120 h a 30 °C. Fontes de
carbono: FT (farelo de trigo), Al (arroz integral), FS (farinha de soja), PA (palha de arroz), BC (bagaco
de cana), PM (palha de milho) e FM (farinha de mandioca). Os testes foram feitos em duplicata e
realizado a média e desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada através do Teste Tukey (P < 0,05)
usando as atividades especificas (U/mg) obtidas por cada fungo.

A melhor fonte de carbono na producdo de xilanase foi a palha de arroz (figura 4), com
producdo maxima com o A. flavus (41,45 + 13,07 U/mg), seguido do Aspergillus sp. (M2)
(39,98 + 6,66 U/mg), posteriormente o A. japonicus (23,37 £ 5,59 U/mg), A. niger (22,27 £
2,61 U/mg) e o A. niveus (15,87 + 3,46 U/mg). Muitos fungos filamentosos foram relatados
como produtores de xilanase em residuos agroindustriais, como Humicola lanuginosa, que
registrou atividade de 171 IU-1 mg de proteina em farelo de arroz (Rajoka et al., 2005). A cepa
A. niger NFCCI 4113 também foi relatado como produtor de xilanase em fontes de carbono
como a casca de arroz (721,33 £ 30,65 1U/gds) (Kumar et al., 2018).

Foi relatado por Sudan e Bajaj (2006) que a casca de arroz ¢é boa indutora de xilanases,
assim como, outros autores também relataram a maior producéo de xilanase com palha de arroz
(Ghanem, Yusef et al., 2000). Em outro estudo com A. casielus demonstrou maior producéo de
xilanase usando bagaco de cevada (9,22 U/mg) como fonte de carbono (Kronbauer et al. 2007).
Dessa forma, é possivel dizer que os melhores produtores de xilanase do presente estudo,
tiveram maior producdo quando comparados aos resultados de Kronbauer (2007). A utilizagéo
de palha de arroz para a producéo de xilanase reduz o custo de producédo pois grande parte da
palha de arroz é gerada nos campos, sendo o arroz o principal alimento basico na maioria dos
paises asiéticos e globalmente. Além disso, a producéo de arroz na india foi cerca de 106,54
milhdes de toneladas que geraram cerca de 160 milhdes toneladas de palha de arroz na
proporcéo de 1:1,5 (gréo de arroz para palha de arroz) sendo a india é o 2° maior produtor de
arroz (Singh, 2016).
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Figura 4. Avaliagéo de diferentes fontes de carbono na producgéo de xilanase. Foram utilizados o0s
fungos (A) A. niger, (B) A. japonicus, (C) A. flavus (D) A. niveus, (E) A. terreus, (F) T. aurantiacus, d
e (G) Aspergillus sp. (M2). Os fungos cresceram em meio sélido 2,5% por 120h a 30°C. Fontes de
carbono: FT (farelo de trigo), Al (arroz integral), FS (farinha de soja), PA (palha de arroz), BC (bagaco
de cana), PM (palha de milho) e FM (farinha de mandioca). Os testes foram feitos em duplicata com
média e desvio padrdo. Analise estatistica foi realizada através do Teste Tukey (P < 0,05) usando as
atividades especificas (U/mg) obtidas por cada fungo.

4.2 Efeito do tempo de crescimento na producao das enzimas

A literatura realga a importancia de avaliar o tempo de cultivo para a eficiéncia e
economia do processo de producdo enzimatica. Portanto, para o estudo do tempo de
crescimento na producdo enzimatica, foram selecionados os melhores produtores com base no
teste utilizando diferentes fontes de carbonos alternativas, sendo eles o A. niger, A. japonicus,
A. flavus e Aspergillus sp (M2), utilizando a melhor fonte de carbono (palha de arroz) indutora
de producéo das enzimas de interesse. Na producao de fitase de A. niger obteve um pico em 96
horas de crescimento (1,48 £ 0,07 U/mg), seguido por A. flavus em 72 horas (1,42 + 0,17 U/mg)
e posteriormente, Aspergillus sp. (M2) em 120 horas (1,42 + 0,05 U/mg) (figura 5).

Em um estudo, A. oryzae AK9 sendo cultivado em estado solido em soja, mostrou pico
de producdo em 96 horas com atividade de 15 U/g, sendo maior que 72 horas (8,8 U/g) e menor
que 120 horas (16 U/g). Silva et al (2010) observou pico de fitase em 96 horas (26,41 FIT) com
A. japonicus em bagaco de mandioca como substrato. Outro estudo relatou producdo maxima
de fitase em A. niger (1,200 U/g) em 52 horas de crescimento, usando soja como fonte de
carbono (Saithi & Tongta 2016). Entretanto, ja foi observado producéo de fitase com tempo de
crescimento maior, como o A. niger NCIM 563 que mostrou maior producdo com 168 horas
de crescimento (50 1U/g) (Bhavsar et al., 2013). Assim como estudo com A. niger CFR 335
mostrou producdo de fitase de 60,2 U/gds em 144 horas de incubacdo (Shivanna &
Venkateswaran, 2014). O excesso de fosfato nas primeiras horas de fermentacdo pode reprimir
a sintese de fitase por diversos microrganismos, o que poderia explicar a auséncia ou baixa

atividade relatada nas primeiras horas de crescimento dos fungos (Quan, 2001).
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Figura5. Avaliacdo do tempo de crescimento para a producdo de fitase. Foram utilizados os fungos:
(A) A. niger, (B) A. japonicus, (C) A. flavus, (D) Aspergillus sp (M2). Os fungos cresceram em FMS
usando palha de arroz, por um periodo variando de 48 a 192 horas a 30 °C. Os testes foram feitos em
duplicata com média e desvio padréo.

Na producdo de xilanase, observou-se o pico em 48 horas de crescimento com
Aspergillus sp. (M2) usando palha de arroz como fonte de carbono (31,06 £ 1,50 U/mg). O A.
flavus teve pico em 72 horas (30,70 £ 0,07 U/mg), seguido do A. japonicus em 96 horas (30,06
+ 1,18) (figura 6). Amorim (2016) também encontrou produtividade maxima de xilanase (1,39
U/g.h) em 48 horas de FES utilizando A. awamori e farelo de cacau como fonte de carbono.
Um estudo com Trichoderma longibrachiatum relatou maior producdo de xilanase depois de
96 horas de fermentacdo submersa (Azin et al., 2007). Muitos estudos relatam alta atividade
de xilanase apds 96 horas de crescimento. De acordo com estudos realizados por Kumar et al.
(2018), A. niger NFCCI 4113 obteve pico de producdo de xilanase em 120 horas de
fermentacdo (836,97 + 28,15 1U/gds). Em Aspergillus awamori 10C-3914 foi observado pico

de xilanase em 168 horas de crescimento, com atividade de cerca 250 U/g-1 (Castro et al.,
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2010). Entretanto, apresentar pico da atividade enziméatica em menor tempo de crescimento,

como observado no presente trabalho, pode ser considerado um fator relevante, pois € um

aspecto econdmico importante na producdo das enzimas, sendo mais vantajoso em

comparagdo, por exemplo, com o estudo realizado por Delabona et al., 2013, onde o A.

fumigatus obteve pico de xilanase ap6s 120 horas, utilizando farelo de trigo e soja como fonte
(1055,6 U/g e 558,3 U/g, respectivamente)
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Figura 6. Avaliacdo do tempo de crescimento para a producgdo de xilanase. Foram utilizados os
fungos: (A) A. niger, (B) A. japonicus, (C) A. flavus, (D) Aspergillus sp (M2). Os fungos cresceram em
FMS usando palha de arroz, por um periodo variando de 48 a 192 horas a 30 °C. Os testes foram feitos
em duplicata com média e desvio padrao.
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4.3 Efeito da temperatura na atividade de fitase e xilanase dos melhores produtores

A temperatura € um dos principais fatores que influencia na acdo das enzimas,
aumentando a movimentacdo das moléculas e a colisdo com o substrato. Entretanto, o aumento
da temperatura 6tima pode causar a desnaturacdo da enzima e levar a queda da atividade
catalitica (Ribeiro; Salgado; Dias, 2008). Sendo assim, foi avaliada a temperatura 6tima dos
melhores produtores selecionados a partir do teste do tempo de crescimento (Aspergillus sp.
(M2) e A. niger). A fitase de Aspergillus sp. (M2) teve um aumento na atividade enzimatica
entre 30°C e 50°C, atingindo pico em 50°C. Entretanto, ocorreu uma queda de 14,81 % na
atividade da enzima entre 50 e 60 °C. Ja a fitase de A. niger, teve um aumento na atividade
entre 40° e 45 °C, atingindo um pico de temperatura 6tima a 45 °C e, posteriormente,
apresentou uma queda de 12,83% a 60 °C.

Um estudo com A. fumigatus a temperatura 6tima de atividade foi obtida a 40 °C,
mantendo 69 % da atividade a 30 °C. Entretanto, foi observado declinio gradual na atividade
enzimatica entre 50 °C - 80 °C (Sanni et al., 2018). Com A. ficuum NTG-23 a temperatura
Otima foi de 67 °C, com queda na atividade conforme o aumento da temperatura de 70 °C a 80
°C (Zhang et al., 2010). Ademais, a fitase de A. oryzae SBS50 mostrou atividade 6tima a 50
°C, mantendo 50 % de atividade em 55 °C e 60 °C (Sapna, 2017). As fitases fungicas tendem

a se manter ativas entre de 37 °C a 67 °C.
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Figura 7. Efeito da temperatura na atividade da fitase de (A) Aspergillus sp. (M2) e (B) A. niger.
A atividade foi avaliada em diferentes temperaturas, variando entre 40 e 60 °C, nas condi¢des 6timas ja
pré-estabelecidas. As atividades foram calculadas como uma percentagem da atividade maxima. Os
testes foram feitos em duplicata com média e desvio padrao.

A atividade enzimatica de xilanase com Aspergillus sp. (M2) apresentou um aumento

na atividade a partir de 40 °C, alcancando o pico 6timo de atividade em 55 °C (Figura 8),
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apresentando uma pequena diminuicdo de 3,73% da atividade entre 55 °C e 60 °C. Em A.
foetidus MTCC 4898 a temperatura 6tima de xilanase foi 50 °C, sendo mantida entre 48 °C e
55 °C (Shah & Madamwar, 2005). Em fungos com atividade termofilicas, como Thermomyces
lanuginosus, a atividade 6tima de xilanase geralmente ocorre a 60 °C (Corréa et al., 2016).
Outros estudos demonstram que a Xilanase de A. casielus apresentou temperatura 6tima de 50
°C (Aparecida et al.,2007). Em Aspergillus phoenicis, trés tipos de xilanases apresentaram
temperaturas 6timas entre 45 e 50 °C (Rizzati et al., 2004). Em geral, as xilanases apresentam
atividade maxima entre 40 e 80 °C (Corral; Ortega, 2006). Os resultados apontam um forte

potencial destas enzimas para a aplicacdo industrial sob temperaturas relativamente altas.
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Figura 8. Efeito da temperatura na atividade da xilanase de Aspergillus sp. (M2). A atividade foi
avaliada em diferentes temperaturas, variando entre 40 e 60 °C, nas condi¢Ges 6timas ja pré-
estabelecidas. As atividades foram calculadas como uma percentagem da atividade maxima. Os testes
foram feitos em duplicata com média e desvio padréo.

4.4 Aplicacdo das enzimas produzidas por Aspergillus sp. (M2) e das enzimas comerciais

na racdo animal in vitro

Considerando que o Aspergillus sp. (M2) foi o melhor produtor para xilanase e também
ficou selecionado entre os dois melhores produtores de fitase (A. niger e Aspergillus sp. (M2)),
foi selecionada para os testes com as racGes. As enzimas utilizadas nos testes foram
padronizadas para possibilitar a comparacdo da atividade na racdo animal, sendo as fitases de
Aspergillus sp. (M2) e a enzima comercial (Natuphos ®) com 0,5 pmoles/mL,
aproximadamente. As xilanases de Aspergillus sp. (M2) e as xilanases comerciais (Natugrain
® e comercial 2) em 3,7 - 5,7 umoles/mL, aproximadamente.

A fitase de Aspergillus sp. (M2) apresentou atividade nas rac6es de Ml (3,38 + 0,85
pmoles/mL), seguido por FA (3,19 + 0,07 umoles/mL) e DDGS-S (2,90 + 0,44 umoles/mL).
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J& a fitase comercial mostrou melhor atividade em MIFS (1,78 £ 0,11 pmoles/mL), FA (1,73
+ 0,05 pmoles/mL), DDGS-E (1,67 £ 0,08) e MI (1,64 = 0,24 pmoles/mL), sendo inferior aos
resultados obtidos com Aspergillus sp. (M2) (tabela 3). Estudos relataram que R. stolonifer foi
efetiva na hidrdlise de fitato e outros compostos fosfatados presentes nas amostras de racao
animal. Apds 5 horas de tratamento das amostras com a fitase, foram liberados 5,14 umol de
PO4* mL™ (Monteiro et al. 2012). Em estudo realizado por Vats et al. (2009) foi utilizado
fitase de A. niger para a desfosforilagdo do &cido fitico em racdo animal e obtiveram a liberagéo
maxima de 0,048 pmol PO4* mL™ | ap6s 48 horas & 55 °C. No presente estudo, a fitase de
Aspergillus sp. (M2) foi incubada por 30 minutos em 50 °C e pH 5. Na catlise enzimética da
fitase de R. stolonifer a concentracdo final de fosfato no meio, apés 5 horas, foi de 10,02 umol
de PO4* mL?. Posteriormente, a liberacio de fosfato nas amostras foi estabilizada,
Além disso, estudos avaliaram o efeito da concentracdo de fosfato inorgéanico na atividade
enzimatica da fitase de S. thermophile e observaram que a enzima foi parcialmente inibida na

concentracdo de 5 mM de fosfato no meio de reacéo (Singh & Satyanarayana, 2009).

Tabela 3. Avaliacdo da atividade de fitase de Aspergillus sp. (M2) e fitase comercial

aplicadas em racao (alimentos cru).

Racoes Fitaze de 4 spergillus zp. (MI) Fitaze comercial (Natuphos )
AD 3 380,83z 1.64=0 242
SAIV 1,430, 15cd 0,85+0.09bc
AL 0,850,324 0,710 28be
F% 1,110 08ed 0,670, 09
FT 1,650, 11bed 1,17=0, 06abe
FA 3,190,072 1,730,032
Cs 1,090 20ed 0,740, 20be
DDCS-E 2.43=0,17ahkc 1670082
DDES-5 2,900 44ak 1,33+0.13ab
AIFS 2352045k 1. 78=0.11z
DAF 1.17=0,0537d 0,590, 04be

Os ensaios foram realizados em pH 5 a 50 °C, por 30 minutos. A atividade enzimatica foi definida em pmoles/mL
de fosfato liberado. Ragdes: MI (milho); SMV (sorgo); ML (milheto); FS (farelo de soja); FT (farelo de trigo);
FA (farelo de arroz); CS (casca de soja); DDGS-E (DDGS-Etanol); DDGS-S (DDGS-Sabugo); MIFS (milho e
farelo de soja); DAF (dieta alternativa — pura fibra). Os testes foram feitos em duplicata com média e desvio

padrdo. A andlise estatistica foi realizada através do Teste Tukey (P < 0,05).
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Os ensaios enzimatico das xilanases foram realizados em peridos de 4, 8 e 24 horas
(tabelas 4). No periodo de 4 horas de reacao, a xilanase de Aspergillus sp. (M2) obteve maiores
resultados nas racdes de MIFS (12,67 + 0,51 pmoles/mL), seguido por MI (12,02 £+ 1,26
pmoles/mL) e FT (10,69 £ 0,07 umoles/mL). Na reacéo de 4 horas da xilanase Comercial 2, a
maior atividade ocorreu em Ml (8,06 £ 0,13 pmoles/mL), posteriormente em MIFS (7,83 +
0,35) e FT (7,83 £ 0,12 pmoles/mL). A incubacdo de 8 horas das enzimas xilanases de
Aspergillus sp. (M2) nas ragdes obteve resultados em MIFS (34,36 £ 0,66 pmoles/mL), sequido
de MI (29,45 £ 0,35 pmoles/mL) e SMV (23,85 £0,57 pumoles/mL). As atividades da xilanase
Comercial 2 mostrou bons resultados com 8 horas de incubacgdo na ragdo de MIFS (19,18 +
2,37 umoles/mL), posteriormente de MI (18,93 £ 0,12 umoles/mL) e de FT (15,07 £ 1,53 37
pmoles/mL), entretando, foram inferiores aos obtidos pela enzimas de Aspergillus sp. (M2).
Com 24 horas de incubacdo a xilanase de Aspergillus sp. (M2) mostrou niveis maiores de
atividade enzimatica nas racdes de MIFS (38,12 + 2,27 pumoles/mL), MI (37,42 + 1,99
pmoles/mL) e posteriormente SMV (31,15 + 2,16 pmoles/mL). As xilanase Comercial 2, com
24 horas de incubacdo, se destacou na degradacdo da racdo MI (26,32 + 0,67 pmoles/mL),
SMV (23,14 + 1 pmoles/mL) e da ML (22,21 £ 1,08 pmoles/mL).

A adicdo de 30 U/100 g de farinha de xilanase de Pichia pastoris melhorou a proteina
soluvel na farinha de trigo com um aumento de 58 % nos agucares redutores.Além disso, a
melhoria na qualidade da farinha de trigo foi relatada com base de geracdo de maior
concentracdo de agucares redutores (291,9 mg/g substrato) e proteinas solaveis (11,2 mg/mL)
apos a suplementacdo com xilanase (350 U/Kg de farinha) de S. Thermophile (Bala, 2016)
(Karbalaei, 2020). Em um estudo realizado por Ingelmann et al (2018), foi relatada melhoria
na digestibilidade da dieta a base de trigo de perus, reduzindo as propor¢des de inositol
pentaquisfosfatoe aumentando as proporc¢des de inositol tetraquisfosfato sobre adicdo de uma
mistura de xilanase de T. Reesei. Ademais, estudos mostraram que a xilanase de
Myceliophyhora thermophila em 48 horas de incubacéo na farinha de trigo obteve 144,51 mg/g
de acuUcares liberados, enquanto que a farinha de arroz obteve 94,17 mg/g de acUcares liberados,
ambos a 60 °C. Em Boonchuay et al. (2016), a xilanase produzida por Streptomyces
thermovulgaris liberou 115,58 mg/g de acucares redutores em milho incubado por 12 horas.
As enzimas produzidas neste estudo mostraram ser uma alternativa eficiente em relacdo as
enzimas comerciais. Os resultados do presente estudo sdo importantes e necessarios, uma vez

que é visado a inclusdo das enzimas obtidas em processos nas industrias de racdo animal.
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Tabela 4. Avaliacdo da atividade de xilanase de Aspergillus sp. (M2). aplicada em ragdes

para animais.

Xilanase de Aspergillus sp. (M2) Xilanase Comercial 2

Racdes 4 horas 8 horas 24 horas 4 horas 8 horas 24 horas
MI 12,02+£1,26ab 29.4520,33ab 37.42=1.5% 8.06x0.13a 18.93=0.12a 26.32=0.67a
SMV 10.06=1,16abe 23,8520,57be 31,1542 .16b 5,700,190 14,1241 24b 23,14+1ab
ML 4.875=0.74e 17,3322 21cde 27,9240 56b 2.320.42c 13,293 29¢ 22.21+1 08ab
F5 7.07+1 26cde 14,02+3,92de 15,73+0.61d 3.79+1.11c 6.5£0,78c 9,642 38ef
FT 10.65+0.073b 20,18+1.68cd 26.32£0.45bc 7.8320.12a 15.07=1.53a 19,64=0.66abc
FA 6.38+£0.90de 20,35+2.04cd 21.13£1.41cd 3.4720.57c 6.11=1.17c 17.26+1.54bed
Cs 5.84+£1.07de 12.47=0.6% 15.84+0,74d 2.1£0.14c 5.65£0.78c 5.66=0.84f
DDGS-E 5.06+1.04¢ 16,76+0,69de 30.28+0,84b 3,5520.44c 3.86=1.06¢ 10,5=1,01def
DDGS-5 3.77£0,4bcd 17.07£0,57de 17.74£1,33d 7.03£0,01ab 8.7=0,34ab 10,61£0,06def
MIFS 12.67=0.51a 34.36=0,66a 38.12=227a 7.8320.35a 19.18=2.37a 20,71=4,57abe
DAF 9,01=0,37bcd 17.17=1,36¢cde 18,9=0,16d 6,86x0,06ab 12,9420,93ab 14,5822 35¢cde

Os ensaios foram realizados em pH 5 a 55 °C, por 4, 8 e 24 horas. A atividade enzimatica foi definida em
pmoles/mL de acucar liberado. Ragdes: MI (milho); SMV (sorgo); ML (milheto); FS (farelo de soja); FT (farelo
de trigo); FA (farelo de arroz); CS (casca de soja); DDGS-E (DDGS-Etanol); DDGS-S (DDGS-Sabugo); MIFS
(milho e farelo de soja); DAF (dieta alternativa — pura fibra). Os testes foram feitos em triplicata com média e

desvio padrdo. Analise estatistica foi realizada através do Teste Tukey (P < 0,05).

5. CONCLUSAO

O melhor fungo produtor de xilanase e fitase foi o Aspergillus sp. (M2), no qual
apresentou a palha de arroz como melhor fonte de carbono alternativa e pico de crescimento
de xilanase em 96 horas e fitase em 120 horas. A temperatura 6tima de fitase foi a 45°C e
xilanase foi a 55 °C. As fitases e xilanases produzidas por Aspergilus sp (M2), quando
adicionadas as ragdes in vitro, promoveram maior capacidade de hidrolise de MIFS, MlI, FT,
SMV, FA, DDGS-S quando comparada com as enzimas comerciais. Portanto, pode-se
considerar gque as enzimas produzidas nesse estudo, quando adicionadas as racfes, poderao
melhorar a absorcdo de nutrientes e a digestibilidade, contribuindo para diminuir os gastos de

producéo.
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