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RESUMO: A redugdo dos custos de
producéo tem sido uma questdo amplamente
discutida no contexto da produgédo
animal atualmente. As formulacbes de
dietas frequentemente utilizam alimentos
que possuem fatores antinutricionais,
como fitato e inibidores de proteases,
que diminuem a biodisponibilidade dos
nutrientes e dificultam a digestao por parte
dos animais monogastricos. Diante disso,
tém-se buscado alternativas tecnologicas
para a extracéo e purificacdo de enzimas
exdgenas, como as fitases, a fim de
melhorar a qualidade dos alimentos, reduzir
os custos e aprimorar a digestibilidade dos
nutrientes, eliminando parcial ou totalmente
os fatores antinutricionais presentes na
alimentacdo de aves e suinos. Nesse
sentido, esta reviséo de literatura tem
como objetivo, trazer um artigo de revisao
de literatura que aborde os avangos nos
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métodos de separacgéo e purificagdo de enzimas, com destaque para o sistema de duas fases
aquosas (SDFA), o qual tem sido amplamente utilizado na separa¢é@o de enzimas devido ao
seu baixo custo em comparagdo com outros processos de purificagao.

PALAVRAS-CHAVE: enzima exdgena, fitato, fésforo fitico, sistemas de duas fases aquosas.

USE OF THE AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEM FOR EXTRACTION AND
PURIFICATION OF PHYTASES WITH APPLICATION TO ANIMAL NUTRITION

ABSTRACT: The reduction of production costs has been a widely discussed issue in the
context of animal production currently. Diet formulations often use feed ingredients that
contain antinutritional factors, such as phytate and protease inhibitors, which decrease nutrient
bioavailability and hinder digestion in monogastric animals. In light of this, technological
alternatives have been sought for the extraction and purification of exogenous enzymes, such
as phytases, in order to improve food quality, reduce costs, and enhance nutrient digestibility
by partially or completely eliminating the antinutritional factors present in the diets of poultry
and swine. In this regard, this literature review aims to present an article that addresses
advances in methods for enzyme separation and purification, with emphasis on the aqueous
two-phase system (ATPS), which has been widely used for enzyme separation due to its low
cost compared to other purification processes.

KEYWORDS: exogenous enzyme, phytate, phytic phosphorus, aqueous two-phase systems.

11 INTRODUGAO

A utilizagdo do Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) tem se destacado como
uma abordagem promissora para a extracdo e purificacdo de enzimas de interesse
biotecnoldgico, como as fitases (Neira-Vielma et al.,2020). As fitases sédo enzimas que
desempenham um papel crucial na hidrélise do acido fitico (Pramitha et al., 2021), um anti-
nutriente presente em alimentos vegetais, principalmente graos e sementes, e que interfere
na absorgao de minerais essenciais pelos animais (Samtiya et al., 2020). Nesse contexto, a
aplicacéo do SDFA na extracao e purificagéo de fitases apresenta-se como uma alternativa
eficiente e sustentavel para a producéao de aditivos nutricionais destinados a alimentagéo
animal.

O sistema de duas fases aquosas é composto por duas solugdes imisciveis (Campos
etal., 2018), geralmente uma solugéo aquosa e outra contendo um sal ou um polimero (Igbal
et al., 2016; Buarque et al., 2023). Essas solugbes formam duas fases liquidas distintas,
sendo uma fase rica em componentes hidrofébicos e outra fase rica em componentes
hidrofilicos. A formagédo dessas fases ocorre devido as interagbes entre as moléculas
presentes nas solugdes, como a hidrofobicidade e a polaridade. Essa caracteristica do
SDFA permite a separagao seletiva de biomoléculas, como as enzimas, a partir de uma
mistura complexa, facilitando sua extracéo e purificagcdo (Buarque et al., 2023).

Estudos tém demonstrado o potencial do SDFA na extragdo e purificagdo de
fitases. Um exemplo é o trabalho realizado por Bhavsar et al. (2012), onde ao avaliar o
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processamento downstream da fitase extracelular de Aspergillus niger, utilizando um
processo de cromatografia em comparagédo ao SDFA, demonstraram que mesmo permitiu
uma maior recuperacao da fitase (98,5%) em um curto periodo de tempo (3 h), bem como
uma melhor termoestabilidade em comparag¢do com a recuperagao de 20% em 96 h por um
processo cromatografico regular, o que revela que O SDFA é uma alternativa interessante
para particionamento e purificagdo simultdneos de fitases (Neira-Vielma et al.,2020).

Outro estudo relevante é o de Salmon et al. (2014), que avaliaram a purificagao parcial
de fitase produzida por Schizophyllum commune, utilizando um SDFA de polietilenoglicol
(PEG)/citrato de sodio sob fermentagéo em estado sélido (FSS), concluiram que a extracao
da fitase pelo método SDFA no PEG forneceu um coeficiente de particdo (K) de 2,63,
rendimento (Y) de 367% e Fator de purificacdo (FP) de 5,43. Com isso, demonstraram
que a SDFA no sistema PEG/citrato pode ser uma boa alternativa para reduzir os custos
operacionais e as etapas de purificacdo para extragédo de fitase.

A utilizacdo do SDFA na extracdo e purificacdo de fitases apresenta diversas
vantagens em relagdo aos métodos tradicionais. Além da simplicidade de operagéo e baixo
custo, o SDFA é uma abordagem amigavel ao meio ambiente, pois n&o envolve a utilizagéo
de solventes organicos toxicos. Além disso, a possibilidade de ajuste das condigbes do
sistema, como a escolha das solugdes e a otimizagéo de parametros, permite um controle
preciso do processo, resultando em uma maior eficiéncia e seletividade.

Diante do exposto, buscou-se com esta revisao discutir a importancia do sistema de
duas fases aquosas para extracédo e separagdo de fitases, por conta do seu baixo custo
quando comparado a outros processos de purificagcao, com o intuito da inclusdo em dietas

de animais ndo-ruminantes, principalmente aves, suinos e peixes.

2| SISTEMAS DE DUAS FASES AQUOSAS

Os processos utilizados para a separacgéo e purificacdo de enzimas geralmente sdo
responsaveis por cerca de 50% a 90% do custo total de produgéo. Os métodos convencionais
utilizados para purificacéo de proteinas geralmente sao dispendiosos, pois envolvem varias
etapas de operagéo, alto custo dos reagentes e sao dificeis de dimensionar. Nos Ultimos
anos tem surgido um interesse no setor da biotecnologia para o desenvolvimento de
métodos de separagéo e purificagdo inovadores que sejam eficientes, econémicos e que
atinjam altos graus de recuperagéo e pureza, mantendo a atividade bioldégica da molécula.
Uma promissora técnica de extragdo e purificagdo, que se enquadra nestes critérios, e ja
vem sendo utilizada industrialmente, envolve a particdo de biomoléculas entre duas ou
mais fases imisciveis nos sistemas aquosos (BOERIS, 2009; ANTOV et al., 2006).

Avancos na biotecnologia tém oferecido numerosas possibilidades para o aumento
da escala de produgdo de muitas biomoléculas que sdo importantes para pesquisas,
principalmente para aplicagbes industriais. O desenvolvimento de técnicas e métodos

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas Capitulo 16

197



de separacgdo e purificagdo de proteinas, entre outras moléculas tem sido de grande
importancia para muitos desses avan¢os na biotecnologia (MAZZOLA et al., 2008).

Métodos tradicionais para a purificacao de biomoléculas compreendem varias etapas,
tais como dialise, cromatografia de troca iénica e de afinidade, entre outros. Entretanto, a
extracao liquido-liquido consiste de uma alternativa de purificacéo interessante, pois varios
processos podem ser combinados em uma simples operacado. Extracdo liquido-liquido &
a transferéncia de massa de certos componentes de uma fase para outra, quando fases
liqguidas parcialmente sollveis imisciveis sdo colocadas em contato. Este processo é
grandemente empregado na industria quimica devido a sua simplicidade, baixo custo e
facilidade no aumento da escala de producao. A purificacao de biomoléculas tem sido bem
sucedidamente realizada por mais de uma década. As vantagens deste tipo de sistema séo
baixa viscosidade, menor custos com reagentes e menor tempo de separacao das fases
(SIMON e OTTO, 2005).

A extracdo liquido-liquido trata-se de um processo bem estabelecido na industria
quimica, incluindo varias aplicagbes na indUstria bioquimica tradicional, sendo largamente
utilizada para substancias labeis, uma vez que muitas técnicas de separacdo solido-
liqguido usado nos processos industriais bioquimicos, tais como filtragcdo e centrifugacao,
sédo fortemente dependentes do tamanho da particula e sdo limitadas quando se trata
de processamento de células bacterianas ou de residuos celulares. A extragédo liquido-
liguido com solventes organicos tem apresentado aplicagao limitada no processamento
de bioprodutos sensiveis como proteinas e acidos nucléicos devido as suas baixas
solubilidades no solvente organico e pelo efeito desnaturante deste ultimo (COSTA et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2001).

Os sistemas de duas fases aquosas foram primeiramente descritos na literatura por
Beijerick (1896), quando ele descobriu que ao se misturar gelatina, 4gar e agua, em certas
concentracdes formava um sistema de duas fases, sendo a fase superior rica em gelatina
e a fase inferior rica em agar. Posteriormente, nos anos 50, Per-Aka Albertsson descobriu
que o polietileno glicol (PEG), fosfato de potassio e agua, e assim como o PEG, dextrana
e agua formam sistemas de duas fases. Os sistemas PEG/Dextrana/Agua e PEG/Sal/Agua
tém sido, desde entédo, os mais frequentemente investigados e utilizados para purificagcéo
de um grande numero de biomoléculas (COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001).

As duas fases imisciveis em sistemas de duas fases aquosas (SDFA) sdo geralmente
formadas pela mistura das fases acima da concentracao critica dos componentes os quais
descrevem diagramas de fases para cada sistema especifico (OOI et al., 2011). SDFA
sd@o aplicaveis a purificacdo de células, devido ao alto contetdo aquoso, baixa tenséao
interfacial e biocompatibilidade ambiental. O cultivo de células microbianas em SDFA tem
sido demonstrado para a extracéo de enzimas, tais como glicosidases, proteases alcalinas,
enzimas do complexo celulolitico, enzimas fibrinoliticas, a-amilase e B-galactosidase.
Os SDFA sado compostos principalmente por PEG e dextrana de alto peso molecular, ou
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sistemas compostos por sais e polimeros, tal como PEG/fosfato e PEG/citrato (CANALES
et al., 2009; ZHU et al., 2007; LING e LYDDIATT, 2005).

Os processos de separacdo, purificacdo e particdo de biomoléculas que
promovam bons niveis de recuperacédo em atividade e alto grau de pureza dos produtos
biotecnoldgicos tem sido demandados pela industria. Particao em SDFA tém se mostrado
como um eficiente processo para a purificagdo de misturas de proteinas (NALINANON
et al., 2009; BENSCH et al., 2007). Quando ocorre a separagédo das fases, um polimero
€ encontrado predominantemente em uma fase (superior) e 0 outro polimero, ou de sal
em outra fase (inferior). Isso proporciona um ambiente adequado para a preservagéo da
atividade biolégica da molécula, devido ao alto teor aquoso de cada fase (entre 80% e
90%). Purificacdo de proteinas utilizando SDFA é influenciada por diversos parametros,
tais como o pH do sistema, o tipo e a concentracéo de sais no sistema, a massa molecular
e a concentracdo do polimero e as propriedades da proteina (por exemplo, a estrutura, a
hidrofobicidade, a massa molecular) (AZEVEDO et al., 2009).

SDFA apresenta o potencial para produzir uma biomolécula concentrada e purificada
em uma Unica etapa, quando comparado ao numero de etapas envolvidas nos processos de
separacao convencionais, promovendo a recuperacao, clarificagao, filtracdo, concentracao
e purificagdo do bioproduto. Esta caracteristica € altamente favoravel para a purificagéo de
proteinas. E importante saber que a extragéo de uma proteina-alvo em SDFA é uma opgéo
antecedente a outros processos de separagado, buscando uma separacao e recuperagao
otima (NASCIMENTO et al., 2010; ROSA et al., 2007).

Sistemas de duas fases aquosas, principalmente os sistemas com polietileno glicol
(PEG) e sal, ttm sido amplamente usados para biosseparacdo de enzimas e proteinas
por conta do seu baixo custo. Além do mais o tipo do polimero e do sal, for¢ca idnica e
pH do meio, juntamente com as caracteristicas da molécula alvo (tamanho carga e
hidrofobicidade), s&o as variaveis que mais influenciam a particdo das moléculas. SDFA
tem também sido empregado em diversos campos na industria biotecnologica para
purificacdo de enzimas, interferon, anticorpos, e na bioconversao extrativa. Esta técnica
é considerada potencialmente atrativa para obter enzimas industriais, com facil aumento
de escala e minimizagdo da desnaturacéo das proteinas, entre outras vantagens. Com
o objetivo de obter alto rendimento e também bom fator de purificagéo para a proteina-
alvo, uma composicdo adequada para o SDFA deve ser selecionada para se extrair de
forma quantitativa a proteina desejavel para uma das fases do sistema com a minima
contaminagé@o possivel, sendo a purificacdo o resultado de uma particdo diferenciada
da molécula-alvo e impurezas entre as duas fases liquidas (PORTO, 2004; PESSOA e
KILIKIAN, 2005).
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31 A UTILIZAGAO DE ENZIMAS NA NUTRIGAO ANIMAL

O grande dinamismo da produg¢do animal brasileira, dentre outros fatores, esta
diretamente relacionado a excelente capacidade dos profissionais da nutricdo animal de
formular dietas de qualidade e a custo reduzido, como também a um setor empresarial
empreendedor, eficiente e, portanto, bastante competitivo. Para tanto, a utilizacdo de
modernos compostos, advindos da biotecnologia, € primordial, pois podem aumentar a
produtividade, desta forma reduzindo os custos de producdo (ARAUJO, 2005).

Segundo o decreto lei n° 76.896 de 06 de janeiro de 1976, atualmente em vigor,
define-se como aditivo alimentar toda a substancia intencionalmente adicionada ao
alimento, com a finalidade de conservar, intensificar ou modificar as suas propriedades,
desde que nao prejudique o seu valor nutricional. Os aditivos enzimaticos ndo possuem
funcdo nutricional direta, mas auxiliam o processo digestivo melhorando a digestibilidade
dos nutrientes presentes na dieta animal. (CAMPESTRINI et al., 2005).

Inserida dentre o grupo dos aditivos alimentares estéo as enzimas exégenas que séo
definidas como proteinas globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria, que agem como
catalisadores biologicos, aumentando a velocidade das reagbes quimicas no organismo,
sem serem elas préprias alteradas nesse processo. Sdo altamente especificas para os
substratos e dirigem todos os eventos metabdlicos. As enzimas digestivas tém um sitio
ativo que permite que elas atuem na ruptura de determinada ligagdo quimica sob condi¢des
favoraveis de temperatura, pH e umidade. A utilizacdo de enzimas ex6genas como aditivo
alimentar tem por objetivo aumentar a disponibilidade dos nutrientes presentes nos
alimentos. Os aditivos enzimaticos ndo possuem fungéo nutricional direta, mas auxiliam o
processo digestivo, melhorando a digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta (YIN et
al., 2001).

Nesse sentido, as enzimas sdo excelentes alternativas para reduzir os custos
de producédo de animais ndo-ruminantes, uma vez que ha uma melhora significativa
na digestibilidade dos alimentos, permitindo alteracbes nas formulacbes das ragcbes de
forma a minimizar os gastos, maximizando o uso de ingredientes energéticos e protéicos
nas rag¢des. Mathlouthi et al. (2003) obtiveram in vitro, uma diminuicdo da viscosidade
dos gréaos de trigo, centeio, milho e soja com o uso de uma combinagdo de xilanase e
B-glucanase. Esse efeito positivo, segundo os autores, foi o responsavel pela melhora no
indice de conversao alimentar das poedeiras que receberam dietas suplementadas com
essas enzimas.

Considerando o aumento da digestibilidade dos nutrientes da racdo ap6s a adi¢cao
de um complexo enzimatico, sera possivel fazer um ajuste adequado dos nutrientes na
formulacéo e atender as exigéncias nutricionais dos animais ndo ruminantes em diferentes
categorias, sendo também possivel reduzir o custo da racdo. A adi¢do de enzimas exdgenas

em racgdes contendo ingredientes com alta porcentagem de polissacarideos nao-amilaceos
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e fatores anti-nutricionais melhora a digestibilidade dos nutrientes e, conseqliientemente,
exerce um efeito positivo sobre o desempenho de suinos e aves (HANNAS e PUPA, 2007).

41 FITATO

O &cido fitico é definido quimicamente como éster hexafosférico do alcool ciclico
hexaidrico mio-inositol, sendo também conhecido como hexafosfato de inositol (IPy),
ou fitato, quando esta na forma de sal, sendo o IP,, IP, e IP, também designados como
fitato (Figura 2). Apresenta-se como uma estrutura de baixo peso molecular, formada por
seis grupos fosfatos ligados a um alcool cicloexanopoliol, o inositol. O fitato € a principal
forma de armazenamento do fésforo em tecidos vegetais, apresentando férmula molecular
C,H,,0,6P, e massa molecular 660,04 g.mol' (KUMAR et al., 2010).

O éacido fitico € um complexo organico que ocorre em abundancia nos graos de
cereais e oleaginosas, e sua principal fungéao fisiol6gica nos vegetais € o armazenamento de
nutrientes, principalmente de fosforo, que seréo liberados pela agéo de fitases endogenas
a medida que ocorre a germinacédo da semente. Em média, 70% do fésforo total contido
nos gréos de cereais e oleaginosas estao sobre a forma de fitato (CONSUEGRO, 1999).
A concentracdo de fitato nos vegetais varia conforme o estadio de maturacéo, grau de
processamento, tipo de cultivar, clima, disponibilidade de agua, localizagdo geografica e
quantidade de fésforo no solo, o qual a planta absorve e armazena complexando-o com o
inositol para formar o acido fitico (SEBASTIAN et al., 1998).

I
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Figura 2. Estrutura molecular do &cido fitico (mio-inositol-1,2,3,4,5,6 hexafosfato) (COSGROVE, 1969).

A sociedade e os regulamentos estdo cada vez mais exigentes com relacédo ao
controle da poluicdo agricola, particularmente na excrecédo do fosforo inorgénico, fato
esse, que tem levado a intensificacdo das pesquisas sobre a utilizag@o das fitases. O foco
tem sido principalmente sobre a produgédo de fitase e sua utilizagdo como um meio de
reduzir a suplementacéao de fosfato inorganico na alimentagdo dos animais ndo-ruminantes
e consequente reducd@o na excrecdo fecal de fosforo. A poluicdo ambiental, devido ao
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estrume com muito fosfato, tem resultado na acumulagéo de fosfato em varias localizagées,
especialmente em corpos de 4gua (VATS e BANERJEE, 2004).

O fosforo € um macro-mineral essencial para todos os animais. Este é necessario
para vérias fungdes no organismo, fundamental para manutengéo e reparo de todos os
tecidos, e juntamente com o calcio e outros minerais sdo indispensaveis para o crescimento
e mineralizag@o do tecido 6sseo, assim como desenvolvimento muscular. O consumo de
fosforo em niveis adequados € propicio para o balan¢co de minerais essenciais, para o
controle do apetite e eficiéncia alimentar. Aproximadamente 80% do fésforo do organismo
animal ocorre como constituinte dos ossos, e 0s 20% restantes encontrados em varios
compostos organicos que desempenham fun¢do no metabolismo (transferéncia de energia
— ATP, creatinina e enzimas), em acidos nucléicos, e fosfolipidios de membranas celulares.
O fosfato inorgénico participa no tamp&o de pH dos fluidos biolégicos e também apresenta
funcado no transporte de gordura e na sintese de aminoéacidos e proteinas (FRANCE et al.,
2010).

O &cido fitico possui a habilidade de se ligar a proteina (Figura 3). A interagédo com
a proteina é dependente das condi¢cdes de pH, pois a mesma se da por ligagédo idnica.
Em condi¢des de acidez, o acido fitico possui carga negativa podendo se ligar a residuos
basicos através de uma forte interacéo eletrostatica, resultando em um complexo insoluvel.
Em pH neutro a proteina néo ira se ligar ao acido fitico, pois sua carga é neutra. Com o pH
basico, o acido fitico forma complexo com a proteina na presenca de cations bivalentes,
0s quais irdo agir como ponte entre o grupo carboxila carregado negativamente e o acido
fitico (COUSINS, 1999).

Trés terminologias s@o usadas na literatura para descrever os substratos da fitase.
O termo mais comumente utilizado € o acido fitico. J& a denominacgéo fitato refere-se a
mistura de sais do acido fitico. No entanto, a fitina, descreve especificamente ao complexo
depositado de IP6 com potassio, magnésio e calcio. Devido ao fitato ser um fator anti-
nutricional nos alimentos de origem vegetal para os ndo-ruminantes, as fezes excretadas
por estes animais apresentam altos teores de fosforo fitico e, também, nitrogénio, pois
estes nutrientes presentes na molécula do fitato, somado a fonte inorganica (fésforo) e ao
aumento do nivel de proteina na ragdo acima da exigéncia do animal, serdo excretados
(SELLE e RAVINDRAN, 2007).
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Figura 3. Interagcdo quimica entre o acido fitico, cations e aminoacidos (BROZ et al., 1994).

A desfosforilagdo do fitato € um pré-requisito para o aumento do valor nutricional dos
alimentos através da remocdo dos grupamentos ortofosfatos do anel inositol, diminuindo
assim o seu poder quelante, ou seja, a forga de ligagdo com os minerais dietéticos, em
consequéncia disso, ocorre um aumento na disponibilidade de minerais essenciais (KUMAR
et al., 2010). Esta ligacéo ocorre naturalmente em ingredientes de origem vegetal e podem
ser formados na porgéo inicial do trato gastrointestinal. Varios estudos demonstraram que
proteinas da soja, milho, trigo, farelo de girassol e de arroz formam complexos com acido
fitico. Outra possivel interagédo do &cido fitico € com as enzimas enddgenas, como a tripsina,
quimiotripsina e amilase do trato gastrointestinal, inibindo a atividade dessas enzimas com
conseqliente decréscimo da digestibilidade de carboidratos e proteinas (RAVINDRAN et
al., 2001).

LIMA et al. (2007), em uma revisdo, mostram que a reducdo da digestibilidade
protéica pode ser explicado pela formacdo de complexos entre o fitato e as proteinas da
dieta, ou ainda, se complexar com enzimas proteoliticas (tripsina e pepsina), inibindo as
suas atividades. Na digestao de lipideos dietéticos, o complexo calcio-fitato pode reagir
com 4cidos graxos formando sabdes insoluveis no limen intestinal. Na digestao de

carboidratos, liga-se diretamente ao amido ou inibe a agéo catalitica da amilase.

51 FITASES

Diversos tipos de processamento de alimentos e técnicas de preparacao requerem
a adicdo de enzimas exbgenas, cujo objetivo é promover a redugéo do teor de fitato nos
alimentos. A hidrélise do fitato durante o processamento dos alimentos é um resultado da
degradagao quimica pela atividade fitasica. Entretanto, as fitases tém importante aplicagéo
na nutricdo animal, tanto na degradacao do fitato, tanto no processamento de alimentos,
como no trato gastrointestinal. No entanto, a capacidade de desfosforilagédo do fitato (Figura
1) difere grandemente entre diferentes espécies de microorganismos e vegetais, devido a
diferenga nas suas propriedades bioquimicas em relagéo ao processo de hidrolise do acido
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fitico (EGLI et al., 2002).

As fitases formam um grupo de enzimas que sdo quimicamente definidas como mio-
inositol (1,2,3,4,5,6) hexafosfato fosfoidrolases que catalisam a liberagcdo sequencial do
fosforo oriundo da molécula de acido fitico. As fitases retiram os grupamentos ortofosfatos
do anel inositol do acido fitico para produzir fésforo inorganico livre (Pi) (DEBNATH et al.,
2005). O fitato possui seis grupos que podem ser liberados, dependendo da fitase utilizada,
em velocidades e ordem diferentes. As fitases sintetizadas por fungos filamentosos e pela
bactéria Escherichia coli conseguem liberar somente cinco dos seis grupos, sendo que 0s
produtos finais sdo mio-inositol 2-monofosfato (WYSS et al., 1999).

OPOsH,  OPO3H, OH OH
H OPO3H; H H

PHYTASE + 6H;PO,

H,POS0 H ou
H OPO3H, H OH

C6H13024P6 MW = 659.86

Figura 1. Hidrélise enzimética catalisada pela fitase na molécula do acido fitico (KRISHNA e NOKES,
2001).

Fitases ndo somente liberam o fésforo de materiais dietéticos de origem vegetal, mas
também tornam mais disponivel o célcio, magnésio, proteinas e lipideos. Desta maneira,
pela libera¢do do fosforo ligado em ingredientes de origem vegetal, tornam o fésforo mais
disponivel para o crescimento 6sseo e protege o meio ambiente contra a contaminagéo
pelo excesso de fosforo livre (BARUAH et al., 2007).

A fitase microbiana tornou-se disponivel comercialmente em 1991 (Natuphos
®, produzida por A. niger), quando a legislacdo introduzida nos Paises Baixos para
controlar a poluicdo de fosfatos em unidades de criagdo de suinos e aves amplificou seu
desenvolvimento e aceita¢do. O que antes era mais restrito aos paises que adotavam essa
legislacdo tornou-se globalmente utilizado com o reconhecimento do perigo ecoldgico da
eutrofizagcéo, especialmente na Ultima década. Além disso, essa proliferacdo das fitases no
mercado gerou reducdo de precos e facilidades na aplicacdo da criacéo de animais néo-
ruminantes (KUMAR et al., 2010).

Com a proibicao da adicéo de farelos de carne e ossos de animais na criagdo de néo-
ruminantes, houve um novo incentivo. Esses farelos, que foram proibidos na Uniao Europeia
em 2000, forneciam 57% do fosforo adicionado as racdes. Essa proibicéo teoricamente
gerou uma demanda de 110 mil toneladas de fésforo excedente, mas a utilizacao da fitase
microbiana reduziu essa demanda para 26 mil toneladas (SELLE e RAVINDRAN, 2007).
Seguindo a trajetéria da fitase comercial no mercado, a sua aceitagdo como suplemento
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na alimentagdo animal comegou a ganhar atengdo mundial (Y| et al., 1996). Contudo, seu
potencial na nutricdo humana (SILVA et al., 2005) e em outras éreas, tais como aquicultura
(YOO et al., 2005) estdo também sendo extensamente explorados.

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) lista dois tipos de
fitases, as quais tem sido classificada em dois grupos, dependendo do local onde a hidrélise
da molécula do fitato é iniciada e também, no pH da atividade (SELLE et al., 2007). Podem
ser categorizadas em 3-fitases e 6-fitases. As 3 fitases (EC 3.1.3.8) sdo denominadas
sistematicamente como mio-inositol hexaquis fosfato-3-fosfoidrolase atuando na hidrélise
da ligagéo éster na terceira posi¢éo do IP,em IP; e ortofosfato livre (VATS e BANERJEE,
2004). No entanto, as 6-fitases (EC 3.1.3.26) s&o designadas quimicamente como mio-
inositol hexaquis fosfato-6- fosfoidrolase, promovendo a catalise hidrolitica da ligacao éster
na sexta posigédo do IP.. Recentemente, isto foi reportado para fitase produzida por A. niger
que mostra atividade 3-fitasica, enquanto Peniophora lycii e Escherichia coli apresentam
uma atividade 6-fitase (SELLE et al., 2007).

As fitases também podem ser categorizadas dentro de duas classes de acordo com
o perfil de pH étimo: fosfatases acidas histidinas e fitases alcalinas. Fosfatases acidas
histidinas mostram uma atividade de pH 6timo na faixa de 5,0, enquanto as fosfatases
alcalinas se mostram mais ativas na faixa de pH préximo a 8,0 (BARUAH et al., 2007).
Exceto as fitases produzidas pelo género Bacillus, a maioria das enzimas degradadoras
de fitato, tais como fitases vegetais, pertencem ao tipo acidofilo (SELLE et al., 2007). Além
disso, o maior foco tem sido nas fitases acidas devido a sua aplicabilidade na nutricao
animal e possuir uma maior especificidade quanto ao substrato quando comparadas as
fitases alcalinas (KUMAR et al., 2010).

De acordo com Kumar et al. (2010), em geral, as enzimas fitases sdo encontradas
de quatro fontes possiveis: fitases vegetais, fitases microbianas (oriundas de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos), fitase de mucosa, a qual é produzida pelas células da
mucosa do intestino delgado, e a fitase microbiana visceral-associada, produzida pela
microflora no intestino grosso.

A fitase ja foi encontrada em varias fontes vegetais, como trigo, milho, algumas
ervas, arbustos, alfaces, centeio e sementes oleaginosas, sendo que a atividade mais
alta foi encontrada no trigo (Triticum aestivum), no centeio (Secale cereale) e na cevada
(Hordeum vulgare). As fitases obtidas de sementes em germinacdo e pdlen tém sido
purificadas e caracterizadas. Fitase alcalina também tem sido identificada no polen de
Lilium longiflorum, Typha latifolia e em sementes de legumes (ROOPESH et al., 2006).
Aos vegetais, geralmente, atribuem-se baixos valores de fitase, mas Jongbloed e Kemme
(1994) demonstraram que a fitase do trigo pode melhorar a digestibilidade do fosforo de
27 para 50%. Além disso, Kornegay (1996) demonstrou que a fitase do trigo atua em um
limite de pH bem menor do que a fitase fungica e ressaltou algumas vantagens, tais como
maiores especificidades quanto ao substrato, portanto uma menor constante de afinidade
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da fitase fungica quando comparada a origem vegetal (FIREMAN e FIREMAN, 1998).

Apesar das fontes animais e vegetais representarem avancos cientificos importantes,
sua aplicacdo pratica para producdo de fitase é limitada. Em compensacdo, fontes
microbianas apresentam caracteristicas que permitem um alto rendimento e ampliagdo
de escala, tornando-se amplamente utilizadas de maneira efetiva na industria de racbes
animais. Vérias espécies de fungos, bactérias e leveduras tém sido utilizadas na producéo
de fitases, geneticamente modificadas ou nao (KIM et al., 2006).

61 CONCLUSAO

A utilizacdo do sistema de duas fases aquosas para extracao e purificacdo de
fitases apresenta-se como uma técnica promissora para a obtengéo de fitase com atividade
hidrolitica, e potencial para aplicagéo na industria de nutricdo animal. A técnica é vantajosa
por ser sustentavel, econdmica e nédo toxica, contribuindo para a reducdo de residuos e
poluicdo ambiental. Com o desenvolvimento continuo dessa técnica, € possivel esperar

avancos significativos na producéo e aplicacéo de fitases na nutricdo animal.
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