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RESUMO. Acido fitico é a maior forma de armazenamento de fésforo em sementes de
plantas e est& presente como grande parte do fosforo organico encontrado no solo. Contudo,
o fitato ndo pode ser diretamente usado por vegetais e alguns animais ndo ruminantes, tais
como suinos, aves e peixes. Fitases formam uma classe de enzimas fosfatases que possui
atividade de hidrolisar o fitato e liberar os ions ortofosfatos ligados a estrurtura do fitato.
Sistema de duas fases aquosas € um método de extracao e purificagdo, o qual estd sendo
considerado uma alternativa eficaz na reducgdo de etapas dos processos de purificagdo. O
objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do extrato enzimatico pré-purificado e extrato
pos- purificado em SDFA PEG/citrato na hidrolise do acido fitico em ragdes comerciais
para aves e para suinos, bem como estudar a atividade anti- proteolitica da enzima frente a
acdo da pepsina e tripsina. Observa-se que a enzima pré-purificada foi inibida em
concentracoes de fésforo de 6 pumoles de PO4?, entretanto a fitase pos-purificada em SDFA
PEG/citrato foi inibida em concentracdo de fosforo menor do que a pré-purificada. O
tratamento enzimatico das racdes comerciais de aves e suinos utilizando a fitase de A. niger
var. phoenicis URM 4924 foi bastante promissor, pois se mostrou-se eficiente na hidrolise
do fitato, liberando aproximadamente 6 umoles de PO4?, entretanto com 4 U/mL de enzima
em 8 minutos de incubacdo. A fitase produzida por A. niger var. phoenicis URM 4924
mostrou-se com bom desempenho na resisténcia proteolitica, bem como na hidrdlise do
fitato em ragOes comerciais de aves e suinos, caracteristicas bioquimicas essenciais para
uma enzima com potencial aplicagdo industrial.

Palavras-chave: Aspergillus niger, fitato, resisténcia proteolitica

Evaluation of in vitro hydrolytic profile and anti-proteolytic activity of
phytase produced by Aspergillus niger in poultry and pork rations

ABSTRACT. Phytic acid is the largest form of phosphorus storage in plant seeds and is
present as a large part of the organic phosphorus found in soil. However, phytate cannot be
directly used by plants and some non-ruminant animals, such as pigs, birds and fish.
Phytases form a class of phosphatase enzymes that have the activity of hydrolyzing phytate
and releasing the orthophosphate ions bound to phytate estrus. Aqueous two-phase system
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is a method of extraction and purification, which is being considered an effective alternative
in reducing steps of the purification processes. The objective of this work was to analyze
the effect of pre-purified enzyme extract and post-purified extract on PEG / citrate SDFA
on hydrolysis of phytic acid in commercial poultry and pork feeds, as well as to study the
anti-proteolytic activity of the enzyme action of pepsin and trypsin. It is observed that the
pre-purified enzyme was inhibited at phosphorus concentrations of 6 pmol of PO4?,
however the phytase after purified in PEG / citrate SDFA was inhibited at a lower
phosphorus concentration than the pre-purified one. The enzymatic treatment of
commercial poultry and pork rations using phytase from A. niger var. phoenicis URM 4924
was very promising, as it proved to be efficient in the phytate hydrolysis, releasing
approximately 6 pmol of PO4?, however with 4 U / mL of enzyme in 8 minutes of
incubation. Phytase produced by A. niger var. phoenicis URM 4924 showed good
performance in proteolytic resistance, as well as in phytate hydrolysis in commercial
poultry and pork feeds, essential biochemical characteristics for an enzyme with potential
industrial application.

Keywords: Aspergillus niger, phytase, phytate, hydrolytic profile, proteolytic resistance

Evaluacion del perfil hidrolitico in vitro y actividad anti proteolitica de la

fitasa producida por Aspergillus niger en raciones de aves y cerdos

RESUMEN. EI &cido fitico es la mayor forma de almacenamiento de fésforo en semillas
de plantas y esta presente como gran parte del fésforo organico encontrado en el suelo. Sin
embargo, el fitato no puede ser utilizado directamente por vegetales y algunos animales no
rumiantes, como porcinos, aves y peces. Las cintas forman una clase de enzimas fosfatasas
que tienen actividad de hidrolizar el fitato y liberar los iones ortofosfatos ligados a la
estructura del fitato. El sistema de dos fases acuosas es un método de extraccion y
purificacion, el cual esta siendo considerado una alternativa eficaz en la reduccion de etapas
de los procesos de purificacién. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto del extracto
enzimatico pre-purificado y extracto post-purificado en SDFA PEG / citrato en la hidrélisis
del &cido fitico en raciones comerciales para aves y para cerdos, asi como estudiar la
actividad anti-proteolitica de la enzima frente a la accion de la pepsina y tripsina. Se
observa que la enzima pre-purificada fue inhibida en concentraciones de fésforo de 6
umoles de PO4?, sin embargo, la fitasa post-purificada en SDFA PEG / citrato fue inhibida
en concentracion de fésforo menor que la pre-purificada. El tratamiento enzimatico de las
raciones comerciales de aves y cerdos utilizando la fitasa de A. niger var. phoenicis URM
4924 fue bastante prometedor, pues se mostro eficiente en la hidrolisis del fitato, liberando
aproximadamente 6 umoles de PO4?, sin embargo, con 4 U / mL de enzima en 8 minutos
de incubacion. La fitasa producida por A. niger var. phoenicis URM 4924 se mostrd con
buen desempefio en la resistencia proteolitica, asi como en la hidrélisis del fitato en raciones
comerciales de aves y porcinos, caracteristicas bioquimicas esenciales para una enzima con
potencial aplicacion industrial.

Palabras clave: Aspergillus niger, fitasa, fitato, perfil hidrolitico, resistencia proteolitica

Introducéo

Acido fitico é a maior forma de armazenamento
de fésforo em sementes de plantas e esti presente
como grande parte do fosforo orgénico encontrado
no solo (Silva et al. 2003). Contudo, o fitato ndo pode
ser diretamente usado por vegetais e alguns animais
ndo ruminantes, tais como suinos, aves e peixes, €
inclusive também o ser humano, fésforo este que se
acumula no solo causando uma contaminacao
ambiental (Johnson et al. 2010; Fan et al. 2013).

Fitases formam uma classe de enzimas fosfatases
que possui atividade de hidrolisar o fitato e liberar os
jons ortofosfatos ligados a estrutura do &cido fitico,
fosfatideos de inositol e inositol (Fan et al. 2013). Além
disso, fitase tem sido utilizada como suplemento
alimentar de aves e suinos com o objetivo de melhorar
a qualidade nutricional dos alimentos ricos em fitato e
eventualmente reducdo da poluicdo ambiental (Acufia
etal. 2011). Fitases séo principalmente encontradas em
plantas, microrganismos, e bem como em alguns

animais (Dai et al. 2011).
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Estudos tém sido conduzidos acerca da
utilizacdo de enzimas exdgenas na alimentacdo de
animais ndo ruminantes, com o intuito de melhorar
a digestdo e absorcdo. H4 um destaque para 0 uso
de fitases, que tem se destacado para aplicacao,
principalmente, em racBes de aves e suinos
(Abioye et al. 2010; Ramos et al. 2012). Em escala
industrial utilizam-se microrganismos para a
producdo das fitases a partir de diferentes
processos fermentativos (Fan et al. 2013). Os
fungos filamentosos do género Aspergillus séo os
microrganismos mais utilizados para a producéo
industrial de fitases comerciais, de acordo com
Vats and Banerjee (2004). Para que enzimas sejam
utilizadas industrialmente uma das caracteristicas
bioquimicas mais apreciada é a estabilidade
quanto as condicGes de reacdo, sem que ocorram
perdas significativas em sua atividade catalitica
(Shah & Madamwar 2005).

O custo do processo produtivo e purificagdo de
uma enzima é o principal entrave para a aplicagdo
dos produtos enzimaticos as inddstrias. Com o
objetivo de aumentar o rendimento da producéo
enzimatica é necessario otimizar 0s processos e
aumentar o escalonamento de producdo das
enzimas (Raj et al. 2012). Entretanto, para que um
bio-produto seja comercializado, é necessario que
ele esteja puro ou parcialmente purificado. Diante
do exposto, diversos métodos de extracdo e
purificacdo vém sendo estudados. Dentre estes,
tem-se a bio-conversdo ou fermentagdo extrativa
utilizando sistema de duas fases aquosas (SDFA),
0 qual estd sendo considerado uma alternativa
eficaz na reducdo de etapas dos processos de
purificagdo, reduzindo desta maneira o custo para
obtencdo do produto final (Nalinanon et al. 2009).

A fermentagcdo extrativa € um processo de
producdo e recuperacdo integrada e simultanea de
bio-produtos. O SDFA é formado pela mistura de
duas solucdes aquosas de (polimeros-polimero ou
polimero-sal) acima de certa concentragdo critica,
indicada por um diagrama de fases em que a
formacdo de duas fases aquosas imisciveis é
observada. Em um comportamento desejavel,
espera-se que 0s componentes do meio devam se
concentrar em uma das fases do sistema, enquanto
que a biomolécula-alvo deva preferir a fase
oposta. Esse comportamento facilita a extragdo do
produto, levando- o a uma purificacdo parcial e
eliminando a influéncia de inibidores presentes no

processo (Ng et al. 2013).

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito
do extrato bruto enzimatico (pré-purificado) e

extrato pos purificado em SDFA PEG/citrato na
hidrolise do acido fitico em ragcbes comerciais
para aves e para suinos, bem como estudar a
atividade anti-proteolitica do extrato bruto
enzimatico (pré-purificado) e extrato pos-
purificado em SDFA PEG/citrato frente a acdo da
pepsina e tripsina.

Material e Métodos
Microrganismo

O fungo utilizado para a producéo da fitase foi
Aspergillus niger var. phoenicis URM 4924, o
qual foi obtido da colecdo de culturas URM do
Departamento de Micologia (Universidade
Federal de Pernambuco). O meio de cultura
utilizado para a manutencdo do micro-organismo
foi o &gar extrato de malte. O meio de cultura
utilizado para esporulacdo foi o BDA. A
esterilizacdo dos meios de cultura foi realizada em
autoclave a 121° C, 1 atm de pressao, durante 20
minutos. As culturas foram incubadas em estufa
microbioldgica a 30° C por sete dias.

Producao do extrato bruto enzimatico pré-purificado

A producdo do extrato bruto enzimético (pré-
purificado) foi realizada em erlenmayers (250
mL) contendo meio de cultura com a seguinte
composicdo: farelo de arroz 1.0% (m/v), como
fonte de carbono, milhocina 3.0% (v/v) como fonte
de nitrogénio, 0.5 g/L KCI, 1.5 g/L MgS0,.7H20,
2.0 g/L CaCl2.2H,0, 1.5 g/L Fe;S04.7H:0,
diluidos em tampédo acetato 0.2 M pH 4.0. Os
meios de culturas foram esterelizados em
autoclave a 121° C por 20 minutos. Em seguida,
procedeu-se o indculo com concentragdo final de
esporos em 10° esporos/mL. Os frascos foram
incubados em agitador orbital a 30° C, 100 rpm
por 96 horas de cultivo.

Producao do extrato bruto pés-purificado em SDFA

A producéo do extrato enzimato pés-prificado
foi preparado utilizando Erlenmayers (250 mL),
solucéo de citrato e solucdo de PEG e acrescido de
meio de cultura descrito no item anterior. A
composi¢do do sistema foi a seguinte: massa
molar do PEG (Mpeg, 8000 g/mol), concentragéo
do PEG (Cees, 20 m/m), concentracdo de citrato
(Cair, 20,0% m/m), pH (6,0) e agitacao (100 rpm).
Agua ultrapura foi adicionada para um sistema
com volume final de 50 mL e in6culo com
concentragdo de 10° esporos/mL. Apds a pesagem
das solucGes que formam os sistemas, agitou-se
em vortex por 1 minuto e foram autoclavados a
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121°C por 20 minutos. Os sistemas foram
incubados em agitador orbital a 30° C. Ao final do
processo, 0s erlenmayers foram mantidos em
repouso por 2 h para separagdo das fases que
foram posteriormente centrifugadas
separadamente a 11.000 xg por 20 minutos para
obtencdo da fase superior (rica em PEG) e as fases
foram submetidas as determinac@es analiticas.

Determinacédo da atividade fitasica

A atividade fitasica foi determinada pela
utilizacdo do método do molibidato de aménio
modificado, de acordo com Heinonen and Lahti
(1981). Tampéo acetato de sodio (350 pL at 0.2 M,
pH 4.8) diluido em fitato de sodio (875 nmol),
utilizado como substrato. Apds uma pré-
incubacédo a 37 °C por 10 min, a reagdo enzimatica
foi iniciada pela adi¢do de 50 pL do extrato bruto
enzimatico. A solucdo foi incubada por 30 min a
37°C. Com o objetivo de estimar a quantidade de
fosfato inorganico liberado em catélise, 1.5 mL de
uma solucdo de acetona: 2.5 M HySO4: 10 mM
molibidato de amdnio (2:1:1 v/v/v) previamente
preparada, e acrescido de 100 pL de &cido citrico
ao volume final. A absorbancia foi medida a 355
nm apds 10 min de reagdo. Uma unidade de foi
definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 pumol de fosfato inorgénico por
minutos sob as condi¢des padrdo de ensaio. A
atividade enzimatica foi expressa em unidades por
mL (U/mL). A curva-padrdo foi realizada
utilizando solucéo de fosfato de potassio dibasico
de 10 to 600 uM de fosfato por mL. O contelido
de fosfato inorgénico presente no meio de cultura
antes do inéculo do microrganismo foi
determinado com o objetivo de diminuir as
interferéncias que os residuos de Pi podem causar
nas analises de atividade enzimatica.

Determinac&o quantitativa do fésforo inorgénico

O fésforo inorganico do extrato enzimético foi
determinado utilizando &gua ultrapura (350 pL)
mais o extrato enzimatico (50 pL) acrescido da
solugdo AAM e 4cido citrico 1,0 M como descrito
pelo método anteriormente citado. A quantidade
de fosforo total para o calculo da atividade fitasica
foi o valor obtido no ensaio da determinacdo
quantitativa subtraido da quantidade de fosforo
inorgénico contido no extrato bruto. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata.

Determinacéo da atividade anti proteolitica

A resisténcia da fitase pré-purificada e pos-
purificada em SDFA frente a pepsina gastrica e

tripsina foi realizada de acordo com Zhang et al.
(2010) e algumas modificacBes. As amostras
foram liofilizadas e foram diluidas na seguinte
forma: 0,2 pg/mL, pepsina/enzima na proporcao
1:1 v/v em tampdo glicina-HCI 0,1 M (pH 2,5) e
0,2 pg/mL na propor¢cdo 1:1 (v/v) em tampdo
TRIS-HCI 0,1 M (pH 8,0). As amostras foram
incubadas por até 60 minutos a 37° C. Como
controle, os extratos enzimaticos foram incubados
nas mesmas condi¢es; entretanto sem adicdo das
enzimas pepsina e tripsina. A pepsina e tripsina
utilizados foram da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). A atividade residual da fitase
foi realizada de acordo com o ensaio descrito
anteriormente.

Hidrolise in vitro em ragBes comerciais de aves e
suinos

Com o objetivo de avaliar o efeito das
propriedades cataliticas da fitase pré-purificada e
apos a purificacdo em SDFA, ra¢bes comerciais de
aves e suinos foram utilizadas. Ap6s pesar 1,0
grama de amostra das racdes, as mesmas foram
auto clavadas (121° C por 15 minutos) e
posteriormente foram diluidas em 5,0 mL de
tampdo glicina - HCI 0,1 M (pH 2,5) em frascos
shot de 50 mL e adicionada a mistura extratos pré
e pos purificados da enzima (5 U/mL). Para
manter o controle experimental, amostras de ragdo
auto clavadas foram incubadas com agua ultrapura
(sem o extrato enzimatico). Os frascos shot foram
incubados em agitador orbital (50° C a 200 rpm).
Aliquotas foram retiradas até 8h de incubacéo,
sendo armazenadas a 4° C e posteriormente
centrifugadas (5000 x g, 15 minutos, a 4°C).
Coletou-se o sobrenadante ap0s a centrifugacdo, o
qual foi utilizado para quantificagdo do fosforo
inorganico através da reagdo colorimétrica, de
acordo com a metodologia de determinagéo
anteriormente descrita.

Resultados e Discussao
Atividade anti-proteolitica

A Figura 1 representa a atividade residual (%)
da fitase produzida por A. niger var. phoenicis
URM 4924 ap06s ser submetida a acdo proteolitica
da pepsina gastrica e tripsina entérica. A atividade
residual é definida como a porcentagem de
atividade catalitica que uma enzima apresenta
apos ser submetida a um tratamento experimental
ao longo do tempo. A atividade catalitica da
enzima no tempo inicial é considerada como
100%, e a partir deste ponto se calcula a atividade
remanescente.
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Figura 1. Atividade da fitase (U/mL) produzida por
Aspergillus niger var. phoenicis URM 4924 tratada com
enzimas proteoliticas (pensina e tripsina).

Em comparagdo com os tratamentos controle,
a fitase produzida por A. niger var. phoenicis
URM 4924 manteve 60,0% da sua atividade
residual por 40 minutos. No entanto, quando
exposta a atividade proteolitica da tripsina
entérica, a fitase manteve aproximadamente
20,0% da atividade residual.

Zhang et al. (2010) estudaram sobre a
resisténcia a proteolise da fitase de Aspergillus
niger. Os mesmos autores relataram que a fitase
estudada apresentou 90% da atividade residual
guando expostas a atividade proteolitica da
pepsina e tripsina por 20 minutos. Neste trabalho
a fitase produzida por A. niger var. phoenicis
URM 4924 apresentou aproximadamente 70,0%
da atividade residual quando submetida ao
tratamento com pepsina. Fugthong et al. (2010)
estudaram a resisténcia proteolitica da fitase
extracelular e recombinante produzida por
Eupenicillium parvum BCC 17694. Os autores
concluiram que esta enzima apresentou-se como
pouco resistente em relacdo a resisténcia a
protedlise da pepsina e tripsina, mantendo cerca
de 30,0% da atividade residual ap6s 2 horas de
exposicdo a tripsina entérica. No presente a
estudo a fitase produzida por A. niger var.
phoenicis URM 4924 apresentou 40,0% da
atividade residual apés 2 horas de exposicdo a
pepsina gastrica suina. Estes resultados
corroboram como Wang et al. (2007), os quais
investigaram sobre a resisténcia proteolitica da
fitase produzida por Aspergillus fumigatus WY -
2, enzima esta que se mostrou sensivel a acao
proteolitica da tripsina, apresentando 30,0% da
atividade residual ap6s 2 h de incubacdo com
extratos purificados de tripsina.

De acordo com Cao et al. (2007), a termo
estabilidade e a resisténcia a protedlise estdo entre
as caracteristicas bioquimicas mais importantes

em relacdo a utilizagdo comercial das fitases,
devido as elevadas temperaturas adotadas nos
processamentos das ragOes para aves e suinos, e
também por causa da acéo catalitica das enzimas
digestivas durante a passagem pelo trato
gastrointestinal dos animais. Estes resultados
mostram que a fitase em estudo possui
caracteristicas de  resisténcia  proteolitica
compativeis com outras fitases microbianas em
estudo, e apresenta-se CoOmo uma enzima com uso
potencial em ragdo animal.

Hidrdlise in vitro do fitato em racdo em racao
comercial de aves e suinos

A Figura 2A e 2B representam o perfil
hidrolitico da fitase produzida por A. niger var.
phoenicis URM 4924 em ragdo comercial de aves,
utilizando a enzima pré purificada e a pos-

purificada utilizando SDFA  PEG/citrato,
respectivamente.
7
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Figura 2. A) Perfil hidrolitico da fitase pré-purificada
produzida por A. niger var. phoenicis URM 4924 e m
racdo comercial de aves (umoles de POs2/mim); B) Perfil
hidrolitico da fitase pos-purificada em SDFA PEG/citrato
produzida por A. niger var. phoenicis URM 4924 em racédo
comercial de aves (umoles PO42/mim).

A enzima fitase produzida por A. niger var.
phoenicis URM 4924 apresentou-se eficaz na
liberacdo do fosforo fitico em racdes de aves
comerciais, tanto na forma pré-purificada, quanto
apos a extracdo e purificacdo utilizando sistemas
de duas fases aquosas PEG/citrato. Através da
Figura 2A e 2B nota-se que a hidrélise da enzima
pré- purificada foi mais efetiva, pois aos 6 minutos
de hidrolise a enzima liberou aproximadamente 6
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umoles de PO42, enquanto a enzima pré-
purificada liberou 3 pmoles de PO42 do fitato da
racdo em 8 minutos de reacdo enzimaética.
Observa-se também que a enzima pré-purificada
foi inibida em concentracbes de fdésforo de 6
umoles de PO42 (apés minutos de reacéo),
entretanto a fitase pds-purificada em SDFA
PEG/citrato foi inibida em concentragdo de
fosforo menor do que a pré-purificada (3 pumoles
de PO42 ap6s 8 minutos de reacdo enzimatica).

De acordo com Vats et al. (2009) que
estudaram sobre a utilizacdo de fitase produzida
por Aspergillus niger van Teighem na hidrélise do
fitato em ragcfes comerciais, conseguindo uma
liberagdo de 48 nm de PO42 a 55°C. Estes dados
sdo diferentes aos encontrados neste trabalho.
Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho
mostram o potencial hidrolitico da fitase em
estudo. Na Figura 3A e 3B esta representado o
perfil hidrolitico da fitase pré-purificada e pos-
purificada em SDFA/PEG citrato produzida por A.
niger var. phoenicis URM 4924 em ragédo
comercial de suinos (umoles de PO4?/mim).
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Figura 3. A) Perfil hidrolitico da fitase pré-purificada
produzida por A. niger var. phoenicis URM 4924 em ragéo
comercial de suinos (umoles de POs?/mim); B) Perfil
hidrolitico da fitase pos-purificada em SDFA PEG/citrato
produzida por A. niger var. phoenicis URM 4924 em racdo
comercial de suinos (umoles PO4%/mim).

A fitase produzida por A. niger var. phoenicis
URM 4924 mostrou-se eficiente na liberacdo do
fosforo fitico em ragdo comercial de suinos, tanto
na forma pré-purificada, quanto apés a extracao e
purificacdo utilizando sistemas de duas fases
aquosas PEG/citrato (4,5 pmoles POs? para a

fitase pré-purificada e 3,4 umoles PO42 para a
fitase pds-purificada em SDFA PEG/citrato). No
entanto, a hidrolise em racdo comercial de aves foi
mais efetiva quando comparada a hidrélise em
racdo comercial de suinos.

Ramos et al. (2012) investigaram o potencial
de hidrdlise da fitase produzida por A. niger
11T53A9 em farinha de sorgo. O tratamento
enzimatico da farinha de sorgo com 400 e
800U/kg da fitase de A. niger 11T53A9 foi capaz
de hidrolisar 88 e 93% do &cido fitico presente na
farinha de sorgo, reduzindo-o drasticamente nos
tempos de 4 e 3 horas, respectivamente, enguanto
0 efeito da enzima comercial, nas mesmas
concentracdes, foi de 57,6 e 59,4% em 6 horas de
hidrolise.

Costa et al. (2007) ressaltaram que diversas
pesquisas tém sido realizadas adicionando-se
fitase & matéria-prima ou a ragéo, principalmente
quando se trata de nutricdo animal, para que tenha
acdo hidrolitica no trato gastrointestinal. Porém,
outra estratégia pode ser utilizada, trata-se da
incubacdo in vitro da matéria-prima contendo
fitase exdgena para obtencdo de produtos de
origem vegetal com baixo teor de fitato.

Consideragdes Finais

A fitase produzida por A. niger var. phoenicis
mostrou-se com bom desempenho na resisténcia
proteolitica, bem como na hidrélise do fitato em
racGes comerciais de aves e suinos, caracteristicas
bioguimicas essenciais para uma enzima com
potencial aplicacdo industrial.
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