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Resumen

El fésforo es un nutriente esencial en la dieta de los animales monogastricos.
Normalmente no se encuentra biodisponible sino que esta unido al acido fitico. Este
secuestro del fésforo, y de otros minerales, hace que el fitato actlie como antinutriente.
Para resolver esta deficiencia se suplementa la dieta de los animales con fésforo
inorganico en forma de fosfato monocélcico o dicalcico. Ademas de no ser
econdmicamente rentable, el fésforo excretado provoca contaminacién ambiental. Las
fitasas son enzimas que hidrolizan el fitato aumentando la biodisponibilidad de fésforo
en la dieta de animales monogastricos. Reducen el efecto antinutritivo, el impacto
ambiental y disminuyen el gasto en suplementos de fosforo. Existen fitasas enddgenas
producidas por el propio animal y exégenas provenientes de piensos o aisladas de
microorganismos. En esta revision se analiza el papel sobre la absorcion de fésforo de
las fitasas exdgenas microbianas en funcion del cereal utilizado como matriz alimentaria.
Los resultados muestran que tienen un papel muy importante en hidrolizar el fitato, en
la digestibilidad y absorciébn de fosforo, y en la reduccion de su excrecion al
medioambiente. Indistintamente de la matriz alimentaria utilizada se observan mejorias,

a pesar de que cada cereal tiene una actividad fitasica diferente.

Palabras clave: fitato, animales monogastricos, matrices alimentarias, fitasas exégenas

microbianas.
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1. Introduccion

1.1 Justificacion del tema

La nueva regulacién adoptada por la Union Europea (UE) (Reglamento 2019/6 del
Parlamento Europeo y del Consejo del 11 de diciembre de 2018 sobre medicamentos
veterinarios y por el que se deroga la Directiva 2001/82/CE) entrara en vigor en todos
los paises de la UE a partir del 28 de enero de 2022. Entre otros aspectos lo que nos
indica esta nueva legislacién es que no se podran usar antibiéticos para fomentar el
crecimiento de los animales. Esta nueva normativa potencia la investigacion del uso de
enzimas para mejorar la asimilacién de nutrientes, el crecimiento del animal y reducir la

contaminacion ambiental ligada a este sector (1).

El fésforo en los piensos de animales monogastricos se presenta unido a sales de acido
fitico, el fitato. Este fitato proviene de la interaccion del acido fitico con minerales y
proteinas, inhibiendo su absorcién. Debido a la baja actividad de las fitasas en el tracto
digestivo de los animales monogastricos, el fosforo no estd disponible y se excreta
contribuyendo a la contaminacion ambiental. Ademas, las fuentes de fésforo mineral son
limitadas y como suplementos para alimentos son el tercer nutriente mas caro después

de los suplementos de energia y proteinas (2).

El método mas eficaz para desfosforilar el fitato y liberar el fésforo es la adicion de fitasas
comerciales exégenas. Las fitasas comerciales exdgenas se dividen en dos tipos: fitasas
vegetales y fitasas microbianas. Las microbianas son mas eficientes que las vegetales
(3). Por ejemplo, una fitasa que proviene de Escherichia coli tiene una actividad fitasica
especifica entre 811-1800 U'/mg, cuando una fitasa que proviene de la soja tiene una
actividad de 2,4 U/mg (4).

Las fitasas comerciales mas conocidas son de Aspergillus niger llamada Natuphos™
(BASF, desde 1991), de Peniophora lycii (expresada en Aspergillus oryzae) conocida
como Bio-feed (DSM), de Aspergillus oryzae conocida como Ronozyme. de Aspergillus
awamori (producida en Trichoderma reesei) conocida como Finase, y Penicillium

simplicissimum (producida en Penicillium funiculosum) conocida como ROVABIO (5).

Como novedades se puede aludir una fitasa recombinante de Escherichia coli llamada

OptiPhos® que es la mas rapida de todas las fitasas en el actual mercado. Por ultimo,

1 La actividad de la fitasa se expresa como FYT, FTU, PU o U. Una unidad de fitasa se define como la
cantidad de enzima que libera 1 ymol de fosfato inorganico por minuto a partir de 0,0015 mol/L de fitato de
sodio a pH 5,5,y 37 C° (5).
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la fitasa de Buttiauxella spp que se ha visto que tiene mas beneficios que la fitasa de
Escherichia coli (6).

El mercado de fitasas tiene un abanico de posibilidades muy amplio. Gracias a la
investigacion se han conseguido obtener fitasas comerciales a precios muy econémicos.
Si a eso se suma el beneficio nutricional y medioambiental, se comprende porque es

tan importante en la industria de produccién animal.

Es por esto por lo que se ha creido conveniente llevar a cabo esta revision bibliografica.
Para identificar qué papel juega la aplicacién de fitasas microbianas en la absorcién de
fésforo. Este es un tema que concierne a la industria de produccién animal y en
consecuencia la alimentacién de animales monogastricos. Por lo tanto, se va a hacer
hincapié en revisar si existe una matriz alimentaria que propicia de manera sustancial la

actividad fitasica, o si por el contrario este factor es indiferente.

1.2.Animales monogastricos

La palabra monogastrico hace referencia a la estructura del estbmago con un solo
compartimento. Animales de granja como cerdos y aves son monogastricos. Tienen
sistemas similares pero existen diferencias como por ejemplo érganos que tienen las

aves de corral y no los cerdos.

1.2.1. Cerdos

El alimento se transporta a través de todo el sistema digestivo pasando por distintas
partes (Figura 1). Cuando el alimento entra en la boca empieza la digestion. El alimento
empieza a absorberse en el intestino delgado y lo que queda de él pasa al ciego y

después al colon. Por ultimo, pasan a través del recto y se excretan por el ano.

Hay que hacer una mencién importante a los 6rganos que liberan jugos digestivos y

enzimas para ayudar en la digestion. Pancreas, vesicula biliar e higado, son un ejemplo.

Vesicula biliar

«— Ano
ﬂ Ciego
Boca Intestino delgado
ancreas

Duodeno

Figura 1. Sistema digestivo de los cerdos (7).
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El pH en el estbmago del cerdo oscila entre 2 y 2,5 cuando esti vacio y aumenta
conforme se alimenta. En los cerdos recién nacidos no hay secrecién de acido

clorhidrico (HCI) significativa, por tanto, tienen un pH mas alcalino.

El pH del intestino delgado se encuentra entre 3,5y 5,5 en la primera parte de este. En
el duodeno oscila entre un pH de 6 en el momento de alimentarse, y pH de 4 después

de la alimentacion (8).

1.2.2. Aves de corral
Aungque son animales monogastricos no son mamiferos como los cerdos y sus

digestiones difieren.

La diferencia consiste en las partes por las que pasa el alimento hasta llegar al intestino

delgado (Figura 2).

Es6fago

Intestino
grueso

Intestino
delgado

Figura 2. Sistema digestivo de las aves de corral (7).

Después de digerir el alimento en el intestino delgado, aquella parte que no se haya

digerido pasa al intestino grueso y sale del animal a través de la cloaca.

El pH esta entre 5,2 en el buche y disminuye hasta 2,8 en el proventriculo. A partir de

este y siguiendo por el intestino delgado incrementa su valor entre 5y 7 (8).

1.2.3. Funcion de las diferentes partes del sistema digestivo

Tanto en cerdos como en aves de corral se puede dividir el sistema digestivo en su
totalidad en cuatro partes: antes de llegar al intestino delgado, el intestino delgado en

si, intestino grueso, y la salida de las heces.

Los compartimentos situados antes del intestino delgado sirven para reducir el tamafio

del alimento. En el intestino delgado se descomponen y absorben los nutrientes.
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Continua en el duodeno con la absorciéon de los nutrientes a través del torrente
sanguineo. En el intestino grueso se absorbe el agua y se moldea la parte no ingerida
de forma sdlida. Por ultimo, en el ciego, se encuentran los microorganismos. En

animales monogastricos no tiene importancia, es mas relevante en animales rumiantes.

1.2.4. Importancia de los jugos digestivos y enzimas

La finalidad de la digestidn es obtener particulas solubles descomponiendo los alimentos

para que puedan pasar a través de las paredes del intestino hasta el torrente sanguineo.

En el sistema digestivo existen glandulas o tejidos que secretan estos jugos digestivos

y enzimas que ayudan a digerir y absorber el alimento.

Tanto en aves de corral como en cerdos existen cinco tipos de jugo digestivo: salivar,
gastrico, pancreatico, biliar e intestinal. Con el enfoque dirigido hacia la absorcion de
fésforo en el intestino delgado es interesante tener en cuenta algunas enzimas. En el
jugo gastrico se debe tener en cuenta la pepsina y el HCI, por ejemplo, y en el jugo

intestinal la peptidasa. Pepsina y peptidasa digieren las proteinas (7).

1.3.Fosforo

1.3.1. Materia prima vegetal y disponibilidad del fosforo

Hay dos formas de encontrar el fésforo en la materia prima vegetal, inorganica y
organica. La forma inorganica del fésforo se encuentra como ortofosfatos, y la forma

organica formando parte de moléculas como el ATP, nucle6tidos o fosfoglicidos.

Los animales monogastricos absorben y utilizan el fosforo en forma de ortofosfatos.
Directamente como fosfatos inorganicos o hidrolizando el fosfato organico liberando

ortofosfatos mediante enzimas fitasas.

La materia prima vegetal, que es la fuente de fosforo de interés, estd formada
mayoritariamente por fésforo organico en forma de acido fitico, como fosfoglicido, y en

forma de sus sales, el fitato (9).

1.3.2. Fésforo y el organismo

El fésforo es un mineral y un nutriente esencial para el crecimiento de los animales. Es

por esto por lo que se necesitan suplementos de este componente en la alimentacion.
Varios ejemplos de procesos en los que esta involucrado son los siguientes:

- Formacién y mineralizacion de la matriz de los huesos.

- Regulacién de enzimas fundamentales del metabolismo de glucidos y acidos grasos.
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- Equilibro osmdtico.
- Sintesis de proteinas y amino&cidos.

El fosforo también es vital para mantener la integridad de las membranas celulares
formando parte de fosfolipidos. Interviene en el crecimiento y diferenciacién celular
formando parte de &cidos nucleicos. Ademas forma parte del ATP, siendo importante en

estas alianzas abundantes en energia para el cuerpo (10)(2).

1.3.3. Fosforo y el medioambiente

Para entender el problema medioambiental, se debe tener en cuenta que los animales
monogastricos tienen una actividad fitasa despreciable. A esto se afiade que un
porcentaje muy significativo del fésforo que ingieren estd ligado al acido fitico
proveniente de los granos y subproductos de las materias primas. Por lo tanto, no esta
biodisponible para estos animales (11).

Para abastecer esta necesidad de absorber fésforo, es necesario suplementar la
alimentacién en forma de fosfato dicalcico y monocalcico (12). A parte de ser muy
costoso econdmicamente, provoca una excrecion excesiva al medioambiente que
puede ser en forma de fitato, proveniente de piensos, o en forma de fosfato inorganico

ingerido mediante suplementos (3).

Cuando proviene del fosfato inorganico sobrante y se usa de abono, las plantas no son
capaces de extraer todo el fésforo. Este filtra a rios y lagos, y puede dar lugar a
fendmenos de eutrofizacion de las corrientes y de las reservas acuaticas. Hay un
crecimiento acelerado de las algas y, por lo tanto, un agotamiento del oxigeno del agua

gue provoca la muerte de la fauna marina (2)(13).

Si es en forma de fitato, dado que no se ha hidrolizado por falta de enzimas, los
microorganismos del suelo lo liberan en forma de fésforo por la accion de fitasas

microbianas.

Las consecuencias de contaminacion medioambiental son similares de una forma u otra,

aungue el producto excretado discierna.

1.4.Absorcion de fosforo en animales monogastricos

El fésforo entra en el organismo en forma inorganica o soluble, y organica o insoluble.
Los jugos gastricos disuelven la parte soluble y parte de los insolubles rompiendo los
enlaces de los 4cidos fosféricos en estos compuestos. Como se ha visto anteriormente

este proceso ocurre principalmente en el intestino delgado por accién de las fosfatasas



Fitasas microbianas en la absorcion de fosforo Laura Mondéjar Traveria

del jugo digestivo. Tanto aves como cerdos de granja presentan una pobre asimilacion

por ausencia de estas enzimas.

Dersjant-Li et al. (8) muestran la actividad fitasa procedente de la digestion de distintos
segmentos del intestino de cerdos alimentados con una dieta basal o con un suplemento
de fitasa microbiana procedente de Aspergillus niger. Se analizan muestras del
estdbmago, duodeno, parte alta del yeyuno, parte baja del yeyuno, el ileo y el colon. Se
demuestra que con una dieta basal normal la actividad fitasica es insignificante en
estdbmago e intestino delgado. La mayor parte de actividad y de fosforo soluble se
encuentra en el colon. En cambio con un suplemento de fitasas de 500 FTU y de 2000
FTU, la actividad fitdsica esté presente notablemente en el estomago y la parte alta del

yeyuno, y no en el colon.

En aves de corral se suplementd la dieta con la misma fitasa y se determiné su actividad
en el tracto digestivo. Estas aves se alimentaron con una dieta basal y con una dieta de
500 y 1000 FTU/kg. Con la dieta control no se encontré actividad fitasica. En cambio
con la dieta suplementada, se encontr6 actividad fitasica en el buche y en el estmago,

y no en el intestino delgado.

1.5. Acido fitico

El acido fitico (myo-inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate, IP6) esta formado por una
molécula de inositol con la posibilidad de tener unidos de 1 a 6 grupos ortofosfatos

conectados mediante enlaces éster (Figura 3).

Figura 3. Estructura del acido fitico (8).

1.5.1. Efecto antinutriente

El &cido fitico normalmente se presenta en forma de complejo con cationes metalicos,

fitato, debido a que es inestable en su forma libre. Los cationes con los que forma los

7
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complejos insolubles son: Ca?*, Fe?*, Zn?*, Mg?*, K* y Mn?*. Esta unién provoca una
reduccién en la biodisponibilidad y absorcién intestinal de estos, actuando asi como

antinutriente.

La sal del fitato con Ca?* puede unirse a lipidos formando jabones metalicos en el lumen
intestinal. Esto provoca una reduccion de la utilizacion de energia de las fuentes de
lipidos, ya que la mayoria de la grasa se excreta en forma de acidos grasos de jabon

(5).

La mayor o menor biodisponibilidad va a depender de una serie de factores tales como
el pH. El &cido fitico tiene 12 protones reemplazables (Figura 1), de los cuales seis son
fuertemente acidos (pKa alrededor de 1,5), tres de ellos son acidos mas débiles (pKa
entre 5,7y 7,6) y, finalmente, los tres ltimos son muy débilmente acidos (pKa superior
a 10). Esto se traduce en que a un pH = 2 (acidez del estbmago), el acido fitico se

encuentra cargado negativamente (2).

El &cido fitico puede formar complejo con proteinas y aminoacidos e inhibir enzimas
como la tripsina, pepsina, lipasas y la a-amilasa. Esto provoca una reduccion de la

digestibilidad de las proteinas (9).

A pH acido, como el del estbmago, el acido fitico se une a los aminoacidos basicos como
la arginina, histidina y la lisina. En cambio en el intestino delgado a un pH por encima
del punto isoeléctrico de las proteinas, se une a estas a través de los cationes. Estos
complejos son insolubles y resistentes a la hidrdlisis de enzimas y por lo tanto, reducen

la eficiencia del uso de las proteinas (14).

Puede darse también una reduccién de la digestibilidad de los nutrientes, ya que el acido
fitico interactlia con enzimas endogenas haciendo que la proteina unida sea resistente

a la digestién de la pepsina.

El fitato puede afectar perjudicialmente a la utilizacion de las vitaminas, dando lugar a la

demacracion del animal, retraso en el crecimiento y fallo en la reproduccion (5).

Tanto la formacion de complejos con cationes o con proteinas/aminoacidos daran lugar
a una reduccion del uso de nutrientes, un aumento de los costes energéticos de
mantenimiento de proteinas y una reduccion de la disponibilidad de energia (8)(15)
(Figura 4).

Dejando de lado el efecto antinutriente, estos complejos llamados fitatos no pueden ser

absorbidos. El tamafio reducido de la molécula de inositol hace que el 4cido fitico tenga
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una densidad de carga fuertemente negativa. Esto se traduce en una imposibilidad de
los fitatos para atravesar la barrera lipidica de las membranas plasméticas (8).

Acido fitico de la dieta

\-.
/ Rk
" Unidn del acido fitico de la dieta a Unién del acido fitico a las proteinas —
/ ce I3 dieta y a las enzimas digestivas

f nutrientes y enzimas digestivas en el

: s en el estdmago \
intestino delgado 9

Unién del dcido fitico de la
dieta a los nutrientes Reduccion de la actvidad de
enddgenos la pepsina en el estdmago —"*~\

|

Aumento de la secrecion de
pepsina y HC en el estdmago

|

Aumento de |z acidez de |a digestion
que drcula hacia el duodeno

|

= 'Reduccién de |a actividad de |as enzimas
|~ digestivas en el intestino delgado

Aumento de |a secrecion de enzimas Reduccion de la reabsorcion Aumento de la secrecion de
cigestivas en el intestinc delgaco de nutrientes endégenos bicarbonatos minerales y mucinas
\\ en el intestino delgado

%
o /
R 4
- \

Aumento de la circulacién endogena
ileal de nutrientes

Reduccion de la
» digestibilidad ileal de
nutrientes

Figura 4. Mecanismo de accion del &cido fitico sobre la digestion ileal y la pérdida enddgena de nutrientes
(13).

En Woyengo et al. (16) (Tabla 1) se observa como el suplemento con &cido fitico reduce
la actividad de la pepsina en el estémago. El contenido de Ca?* y Mg* solubles se reduce

y aumenta el contenido de Na*.

La actividad de la pepsina se reduce provocando una disminucion de la digestibilidad de
proteina. A mas a mas, la reduccion de Ca?" y Mg* implica una menor biodisponibilidad

de estos para su absorcion.

Estos datos implican que para suprimir los efectos antinutricionales del IP6 es necesario

que se hidrolice la fitasa en la parte superior del tracto digestivo.
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Tabla 1. Efecto del &cido fitico en la digestién intestinal sobre el contenido de mineral soluble y la actividad

de la pepsina. Adaptacion de Woyengo et al. (16).

Control Control + &cido fitico
Actividad de la pepsina en el estGmago 265,5 1425
(PU/mI)
pH del estémago 4,84 4,84
pH del yeyuno 7,13 6,61
Contenido mineral del yeyuno (ppm)
Ca% 270,2 108,5
Mg 468,5 69,1
K* 653,4 691,2
Na* 2670,2 4191,9

1.5.2. Dephytinization

Por todos los efectos desfavorables que produce el fitato se lleva a cabo una estrategia
para eliminarlo. Eliminando el fitato (dephytinization) se incrementa la disponibilidad del

fésforo, los cationes, y el valor nutricional.

Las estrategias originales fueron moler los cereales, la coccién o la fermentacion.

Aunque reducian el fitato, también generaban una pérdida de minerales y nutrientes.

Considerando estas limitaciones y usando una dieta basada en plantas, hay que centrar

el interés en el fitato no digerible y en su hidrolizacion.

La enzima de degradacion del fitato, la fitasa, es otra estrategia para eliminarlo o

reducirlo a niveles muy bajos y aumentar la biodisponibilidad mineral (Figura 5) (5).

10
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Aumenta la
absorcion y
biodisponibilidad de
los minerales

Libera el fosforo
unido

Reduce la
deficiencia de
minerales

Mejora la salud de
los huesos ’

Reduce la acumulacién
de complejos
insolubles en el tracto,
digestivo

Figura 5. Beneficios de la utilizacion de fitasas en la dieta (5).

1.6. Fitasas
Las fitasas (mioinositol hexafosfato fosfohidrolasa) hidrolizan el fitato obteniendo
ortofosfato inorganico, pudiéndose asi absorber (Figura 6). También se obtienen esteres

fosforicos desde pentafosfato de inositol hasta inositol libre (17).

OH OH
+ @ o
OH
|
- lones metalicos
Complejo fitato Inositol divalentes Fosfato

Figura 6. Hidrolisis del fitato (18).

Al hidrolizar el IP6 se obtiene el inositol 5 fosfato (IP5) y asi sucesivamente hasta obtener
inositol 1 fosfato (IP1) y, por ultimo, inositol libre (Figura 7). Si se logra obtener este
inositol libre, la fitasa generaria 282 gramos de fosfato inorganico de cada kilogramo de

fitato (17).

11
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Fitasa Fitasa Fitasa Fitasa
—> — — —

Inositol hexafosfato  Inositol pentafosfato Inositol tetrafosfato  |nositol trifosfato
(1p6) (IP3) (Ir4) (1P3)
Fitasa Fitasa
—— —_—
Inositol bifosfato Inositol monofosfato Inositol libre
(IP2) (IP1)

Figura 7. Ejemplo de la degradacion enzimatica del fitato (IP6) hasta el inositol libre por la enzima fitasa
(19).

1.6.1. Clasificacion de fitasas

Hay fitasas vegetales, animales y microbianas. A su vez se pueden clasificar segun la
posicion del carbono de la molécula de fitato en la que se inicie la hidrdlisis. Las dos
fitasas mas abundantes y clasificadas son las 3-fitasas (EC 3.1.3.8) y 6-fitasas (EC
3.1.3.26). Las 3-fitasas son principalmente de origen microbiano, y las 6-fitasas estan
principalmente aisladas de fuentes vegetales. No obstante, las fitasas de la soja son 3-

fitasas y las fitasas de Escherichia coli son 6-fitasas (2).

A nivel de desfosforilacién, la diferencia entre los pasos han hecho que las 3-fitasas
sean mas eficientes comercialmente que las 6-fitasas. Las 3-fitasas forman como
producto final el IP1, degradando continuamente el fitato. En cambio las 6-fitasas se

detienen al formar IP4 (20).

El pH es también un criterio para clasificar a las fitasas. Existen las fosfatasas acidas de
histidina (HAP), las fitasas acido-purpura y las fitasas tirosinas proteicas, actuando en
un pH entre 3 y 5,5. Las HAP son actualmente las comerciales en alimentacion.

Escherichia coli, Klebsiella sp. y Pseudomonas syringae pertenecen a este grupo (21).

En un pH alcalino de entre 7 y 8 estan las fitasas g-propulsoras (BPPhy)(8). Bacillus

spp. es un ejemplo (21).
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1.6.2. Fuentes de fitasas

Los animales monogastricos pueden tener actividad fitdsica procedente de diferentes
fuentes: enzimas enddgenas generadas por la mucosa del intestino delgado y la
microflora gastrointestinal, la actividad intrinseca derivada de los piensos vegetales que

ingieren, y las fitasas exdgenas aisladas de microorganismos (17).

La actividad fitasica endégena proveniente de la mucosa del intestino delgado no es
suficiente para la absorcion de fésforo, aunque demostrable experimentalmente (12).
Cuando se habla de la microflora gastrointestinal se debe tener en cuenta que la
absorcion de fésforo se produce en las partes superiores del intestino delgado. Asi
mismo, la actividad de los microorganismos propios del animal en el colon no es

relevante (2).

Las fitasas exdgenas provienen de fuentes vegetales o aisladas de microorganismos
(11).

Se observa que hay actividad exdégena en las fitasas de origen vegetal pero es
dependiente de la especie. El maiz muestra un incremento de la actividad fitasica
después de la germinacion y el trigo y la cebada tienen alta actividad en el grano.
También se han aislado y caracterizado fitasas del arroz, la colza, soja, guisantes,

cebada, judias, patatas, rdbanos, espinacas, etc. (20).

La actividad fitdsica depende del contenido de humedad, temperatura y pH. En
referencia a los piensos la humedad puede afectar si la planta originaria es himeda o
seca. La mayor preocupacién proviene de su inactivacion térmica irreversible producida
por los procesos de pelleting de los piensos, donde se alcanzan temperaturas de hasta

95° (20). Finalmente, hay que tener en cuenta su pH de trabajo 6ptimo (11) (2).

Las fitasas comerciales de origen microbiano tienen el objetivo de aumentar la liberacion
de fésforo. Las que estéan disponibles hoy en dia se producen de forma recombinante
en microorganismos. Bacterias como Escherichia coli, hongos como Trichoderma
reesei, Aspergillus niger y Aspergillus oryzae, levaduras como Saccharomyces pombe
y Komagatella pastoris, se utilizan ampliamente en dietas para animales monogéstricos
(22). Estas fitasas comerciales difieren en su pH, resistencia a proteasas endogenas,

afinidad por el sustrato y temperatura 6ptima, por ejemplo (Tabla 2).
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Tabla 2. Ejemplos de fitasas microbianas comerciales y sus caracteristicas. Adaptacion de Balwani et al.
(20).

Proteina de origen Cepa productora pH 6ptimo Temperatura 6ptima
(C9)
Aspergillus niger Escherichia coli 51 43-50
Agrocybe pediades Aspergillus oryzae 5-6 50
Peniophora lycii Pichia pastoris 4,5 50
Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiae 2-2,5,5-5,5 55-60

1.6.3. Factores que afectan a la eficacia de las fitasas

La actividad fitasica in vivo puede verse afectada por diversos factores: el tipo de fitasa,
el pH, resistencia a proteasas, etc. También puede depender de factores intrinsecos del
animal en el cual se analice esta actividad. La especie, edad y tiempo de retencién son
un ejemplo. Por ultimo, es importante la dieta. El contenido de fitatos, los niveles de

calcio y la composicién del pienso son muy relevantes.

1.6.3.1.1. En relacion a la composicion
La composicién de algunas semillas o cereales, la concentracion y accesibilidad, y la

cantidad de fitasas intrinsecas que contienen pueden afectar a la hidrélisis del fitato.

En El-Hack et al. (23) se ve como la adicién de fitasas incrementa el fésforo biodisponible
pero varia entre diferentes fuentes de alimentacion. En maiz aumenta de 30% a 59%,
en harina de soja de 34,9 a 72,4%, en trigo de 30,7 a 46,8%, en cebada de 32,2 a 71,3%
y en colza de 36,7 a 55,8%.

La accesibilidad del fitato por la fitasa difiere entre los diferentes ingredientes. Por
ejemplo, 600 FTU de fitasa liberaron 0,42 de harina de soja (SBM) y 0,46 g/kg IP6-P de
colza; sin embargo, como la colza contenia una cantidad mayor de IP6 que SBM en la
dieta (2,41 frente a 1,12 g/kg), esto da lugar a un mayor porcentaje de degradacion de

IP6 en la harina de soja (37,5%) en comparacion con la colza (19%) (8).
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1.6.3.1.2. En relacion al contenido mineral
Como se ha comentado anteriormente, el fitato puede unirse a cationes como el Ca?*y
el Fe** en el intestino delgado, reduciendo asi la solubilidad del fitato y reduciendo su

accesibilidad por la fitasa (8).

La union Ca-Fitato no es facil de hidrolizar por la fitasa, lo que hace aun mas dificil la
disponibilidad del Ca como nutriente. Kahindi et al. (24) demuestran como una dieta alta

en concentracion de Ca y sin fitasas reduce la disponibilidad del fésforo.

Plumstead et al. (25) afirman que un aumento de Ca de 6,9 g/kg en una dieta sin fitasas
disminuy6 la digestibilidad ileal del féosforo en un 71%. Mientras que en una dieta con
fitasas (500 FTU) hubo una reduccién del 11%.

La relacién entre Ca y P es muy importante en la dieta. Un aumento del ratio Ca:P tiene
un mal impacto en la actividad fitasica y una reduccién de este aumenta la eficacia de
las fitasas. Un cambio de ratio de 2:1 a 1.2:1 aumento la eficacia de las fitasa en un
16%.

Lo mismo pasa con el Fe3*. Un incremento de este en la dieta inhibe la eficacia de las

fitasas y en consecuencia, no puede ser usado como nutriente por los animales (23).

1.6.3.2.1. La fuente de fitasas

La eficacia de la fitasa exdgena viene determinada por su resistencia a la degradacion

gastrointestinal, termoestabilidad, y el pH éptimo de actividad.

En Ribeiro et al. (26) se compara una fitasa derivada de Escherichia coli y una derivada
de Citrobacter braakii (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de equivalencia de fésforo (g/kg) en funcién de la concentracién de fitasa afiadida (U/kg).
Adaptacion de V. Ribeiro Jr. et al. (26).

500 U/kg 1000 U/kg 2000 U/kg
Citrobacter braakii 0,63 1,09 2,02
Escherichia coli 0,76 1,31 2,40

Anadiendo la fitasa derivada de Escherichia coli se obtienen unos valores de fésforo
liberado més altos y, por lo tanto, no haria falta tanta suplementacién con fosfato

dicélcico en comparacion con la fitasa derivada de Citrobacter braakii.
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1.6.3.2.2. El sustrato

Dersjant-Li et al. (8) determinan la actividad relativa en la hidrolizacion del fitato-Na*,
fitato-proteina de soja y fitato-lisozima. Las fitasas comerciales analizadas fueron:
Escherichia coli expresada en Schizosaccharomyces pombe, Escherichia coli (Pichia
pastoris), Aspergillus niger y Peniophora lycii. El pH 3 usado y el sustrato fueron

determinantes a la hora de obtener los resultados.

La fitasa de Escherichia coli tiene mas actividad cuando hidroliza el complejo fitato-
proteina de soja y fitato-lisozima. En cambio la fitasa de Aspergillus niger tenia mas

actividad cuando hidrolizaba el complejo fitato-Na*.
La afinidad de las fitasas con distintos sustratos influye en su eficacia.

1.6.3.2.3. El pH

Las condiciones éptimas para obtener la maxima actividad fitasica y reducir el efecto
antinutricional del fitato, es que este sea hidrolizado lo antes posible en la parte alta del
tracto digestivo. Se debe tener en cuenta que el pH del estbmago es menor a 5,5. Este
pH es el usado en la estandarizacion de las mediciones de fitasas. Por lo tanto, la

actividad fitasica in vitro varia considerablemente de la in vivo.

Por lo general, las fitasas microbianas tienen un pH éptimo de actuacion a 2,5 y otro
entre 4,5-5,7 (8).

Naves et al. (27) muestran la maxima actividad que presentan fitasas microbianas en
funcion del pH. Aspergillus oryzae muestra maxima actividad en un pH de 4, Aspergillus

niger y Saccharomyces cerevisiae cerca de un pH 5.

Dersjant-Li et al. (8) determinan que no solo difiere entre géneros, sino también entre
variantes dentro de un mismo género y especie. Por ejemplo la variante 1 de Escherichia
coli (Schizosaccharomyces pombe) y la variante 2 Escherichia coli (Pichia pastoris) son
activas a pH bajos. Si se comparan entre si, la variante 1 muestra més actividad fitasica

que la 2.

1.6.3.2.4. La temperatura

La mayoria de las fitasas tienen maxima actividad a una temperatura optima de 44 a

60°. La fitasa microbiana por lo general tiene una temperatura 6ptima de 60° C.

Hay que tener en cuenta que temperaturas extremas desnaturalizan proteinas. Sobre
todo con los procesos de pelleting de los piensos, donde se llega a temperaturas entre
65 y 95° (20).
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Naves et al. (27) documentan que una fitasa de Aspergillus oryzae presenta un aumento
de la actividad hasta 40°y luego se inactiva a 50°. La fitasa de Aspergillus niger presenta
actividad hasta casi 45° y a 60° se inactiva. Por ultimo, la fitasa de Saccharomyces

cerevisiae muestra actividad entre 50-60° y se inactiva a 70°.

1.6.3.2.5. La resistencia a proteasas enddgenas

Caracteristica muy importante de las fitasas ya que estas pueden ser hidrolizadas por

las proteasas del tracto digestivo.

Morales et al. (28) incubaron una fitasa de Escherichia coli y una fitasa de Peniophora
lycii con pepsina y después analizaron la fitasa residual. Después de 1 hora de
incubacién, la actividad fitasa de Peniophora lycii disminuyo significativamente mientras
que la fitasa de Escherichia coli se mantuvo durante toda la incubacién. Por lo tanto, la
fitasa de Escherichia coli seria mas estable y activa al paso por el tracto digestivo que

la fitasa de Peniophora lycii.

Cada especie diferente tiene un pH diferente en el tracto gastrointestinal.

Como se puede leer en el apartado 1.2 del trabajo, en los cerdos la actividad fitasica
tiene lugar en el estbmago con un pH de 2-2,5, y en la primera parte del intestino delgado
a un pH de 3,5-5,5. En cambio en aves de corral se observa en el buche a un pH de 5,5

y en el proventriculo a pH 2,5.

Existen diferencias en cuanto al estado fisiolégico y edad del animal. En animales
adultos el tiempo de retencién de la digesta y los valores de pH del tracto digestivo son
mas favorables para las fitasas que en animales jovenes. No obstante, la eficacia de
absorcion disminuye con la edad del animal. En cerdos, la eficacia de las fitasas
microbianas va disminuyendo desde cerdos lactantes, cerdos en crecimiento (40-100
kg), cerdas en final de gestacion (100 dias), lechones (30-38 kg), hasta cerdas a mitad
de gestacion (60 dias). En aves también existen diferencias. Las fitasas exdgenas tienen
mayor eficacia en aves ponedoras (35% superior) que en pollos de engorde. Esto indica

gue la capacidad de hidrolizar el fitato aumenta con la edad de las aves (9).

Se han encontrado evidencias de que el género del animal afecta a la degradacion de
IP6. Wu et al. (29) suplementaron aves de corral con una fitasa de Aspergillus niger.
Con un suplemento desde 500 a 2000 FTU/kg la degradacion se encontraba entre un

59-79% en machos, y entre un 52-72% en hembras.
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1.7. Diferentes matrices de alimentacion cereal

La alimentacién representa un 70% de los costes de una explotacion ganadera. Los

avances nutricionales son una herramienta indispensable para mejorar su rentabilidad.

El 56% del cereal producido en paises desarrollados se destina al ganado. En los paises

en desarrollo se destina el 23%.

El mas destacado como fuente de energia es el maiz, donde el 80% de su produccién
es usada como ingrediente de pienso. También existen otras alternativas importantes

como trigo, sorgo, cebada, avena, centeno y soja (30).

Aunqgue el trigo y el centeno son los cereales con mas actividad fitasica (Tabla 4) hay
una diferencia considerable entre los dos. El centeno y el salvado de centeno con una
actividad entre 6000 y 9000 U, y el trigo y salvado de trigo entre 2000 y 9000 U.

Tabla 4. Contenido en fésforo fitico (%) y actividad fitasica (U/kg). Adaptacion de Godoy et al. (31) y
Woyengo (32).

Materias primas vegetales P fitico (%) Actividad fitdsica (U/kg)
Maiz 0,73 <50

Trigo 1,03 2886

Salvado de trigo 2,80 9945

Sorgo 0,85 <50

Cebada 0,92 2323

Soja 1,60 <50

Avena 0,22 63

Centeno 0,85 6016

Salvado de centeno 1,74 9241

Los motivos por los cuales se usa mayoritariamente trigo y no centeno, a pesar de lo
anunciado anteriormente, son varios. Segun la Fundacion Espafiola para el Desarrollo
de la Nutricion Animal (FEDNA) el centeno contiene altos valores antinutricionales en

comparacion con el trigo como por ejemplo pentosanos (30). Estos provocan trastornos
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digestivos debido a un aumento de la viscosidad del contenido intestinal. También

contienen resorcinol, que provoca rechazo al pienso.

El centeno se ve afectado en numerosas ocasiones por el hongo Claviceps purpurea,
que da lugar a la enfermedad del cornezuelo de centeno. Este hongo produce
compuestos muy toxicos para los animales provocando pérdida de hambre,

convulsiones, dificultades respiratorias, esterilidad y, por dltimo, la muerte del animal.

1.8.Digestibilidad ileal y digestibilidad total de fésforo

Las fitasas afiadidas son activas en el estbmago y en la parte superior del intestino
delgado, por lo tanto, los datos de la degradacion ileal in vitro del fosfato seran los utiles

para el analisis de fitasas.

Los niveles de fasforo, la especie del animal o el género, los niveles de calcio, el tipo de
fitasa, y la composicién de ingredientes de las matrices alimentarias afectan a la

digestion ileal del IP6.

La digestibilidad total de fésforo es un pardmetro usado también para analizar in vitro la
eficacia de las fitasas. Se ve afectada por factores como el nivel de fésforo inorganico

usado o los niveles de fitasa microbiana endogena.

Es importante tener en cuenta la posibilidad de analisis in vitro a nivel ileal o total. El
analisis total ayudara sobre todo a determinar la retencion de fésforo. En la total se
obtendra una cantidad de fésforo que no corresponde a la actividad fitasica real, ya que
en ese valor no se tiene en cuenta las perdidas endbégenas por fermentaciones en el

intestino grueso.

Wu et al. (29) nos muestran el contenido de fosforo excretado y la aparente retencion
de fosforo en hembras de pollos de engorde. Afadiendo 2000 PU/kg de fitasa a una
dieta basada en trigo y soja se obtiene solo un 0,97% de fosforo excretado y una

retencion del 49,3%.

Por eso, en un analisis in vitro debe medirse a nivel ileal, porque en el intestino grueso
el fitato es degradado por la microflora pero el fésforo liberado no es absorbido. La
medicion in vitro a nivel ileal serd una buena indicacion de la eficacia de la fitasa de

interés.
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En un analisis in vivo, como se vera en los resultados, se analiza la digestibilidad ileal
aparente (AID) y la digestibilidad total aparente del tracto digestivo (ATTD). En los
analisis in vivo existe una limitacién afadida y es el analisis del fitato en la digesta ileal,

por eso los resultados no suelen reportarse asi sino que suelen darse en forma de ATTD

).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo principal
Revisar las mejoras en la absorcion de fésforo que producen las fitasas exdgenas

microbianas en la alimentacion de animales de granja monogastricos.

2.2 Objetivo secundario

Revisar si hay una matriz alimentaria que propicia un aumento de la actividad fitasa
superior respecto a las demas y, en consecuencia, mejora sustancialmente la absorcion

de fésforo.
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3. Metodologia

En este trabajo se ha realizado una revisién bibliografica, para dar respuesta a los

objetivos planteados, que ha tenido lugar desde abril hasta junio de 2020.

Se han utilizado bases de datos como PubMed, ResearchGate y Science Direct.
También el buscador Google Scholar y la revista Journal of ANIMAL SCIENCE. Las
palabras clave usadas en estas bases de datos han sido comercial phytase, phytic acid,
phytate, exogenous phytase, microbial phytase, monogastric animals, animal feed,
fungal phytase, bacterial phytase, yeast phytase. Se han utilizado los operadores
boleanos "AND", “OR” y “NOT” para poder combinar las palabras clave y obtener unos
resultados en la busqueda mas precisos. Por ejemplo, el conector “AND” se ha usado
para dar importancia a que las fitasas tenian que ser de origen microbiano. La busqueda
ha sido: exogenous phytase “AND” microbial. El conector “OR” se ha usado para
palabras similares, como phytic acid y phytate. Y el conector “NOT” se ha usado sobre
todo para eliminar los resultados que nombraban fitasas de origen vegetal: microbial

phytase “NOT” plant phytase.

3.1.Criterios de inclusion

Se han incluido articulos cientificos que cumplen los siguientes requisitos:

— Que hablen de fitasas microbianas exdgenas.

— El principal objetivo sea mejorar la absorcion de fésforo.
— Aplicacion para animales de granja monogastricos.

— Publicados posteriormente al afio 2015.

— ldiomainglés.

—  Free full text.

3.2.Criterios de exclusion

Se han excluido por las siguientes razones:

— Que el origen de la fitasa exégena fuera desconocido o no nombrado en el

articulo.

De la busqueda se obtuvieron 17 articulos. Aplicando los criterios de inclusion y
exclusion, finalmente quedaron en 8. De los articulos seleccionados 1 fue de Pubmed,
3 articulos de Journal of ANIMAL SCIENCE, 3 articulos de ScienceDirecty 1 articulo de

ResearchGate.
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Tabla 5. Caracteristicas de los articulos incluidos en la revision bibliografica.

Autor/es Origeny Nombre Dieta FTU/kg Especie
tipo de .
! comercial
fitasa
Gourley et al. Aspergillus Natuphos ® Maiz-SBM 150 250 500 750 1000 Cerdos
(2018) (33) niger
(6-fitasa) SevE
Kiarie et al. Buttiauxella Axtra®PHY Maiz-SBM 0 500 Cerdos en
(2016) (34) SPp- crecimiento
(6-fitasa)
De Cuyper et al. Escherichia  OptiPhos®PLUS Cebada- 0 125 250 500 1000 Lechones
(2020) (35) el (i) Maiz-SMB
Hamdi et al. cs)gcgrr?ft:a?a FLF® 1000 FTU /. 0 250 500 1000 Pollos de
(2018) (36) (3-fitasa) Trigo-SBM engorde
Dersjant-Li et al. Buttiauxella
(2019) (37) SPp-
(6-fitasa) Pollos de
Maiz-SBM 250 500 750 1000
- engorde
Escherichia
coli (6-fitasa)
Attia et al. (2020) Aspergillus - Maiz-SBM 0 500 Pollos de
(38) niger engorde
(3-fitasa)
Bello et al. Buttiauxella Gallinas
spp. Axtra®PHY
(2019) (39) Maiz-SBM 0 300 ponedoras
(6-fitasa)
Srikanthithasan  Aspergillus Natuphos®E Maiz-SBM 500 1000 Pollos de
et al. (2020) (40) niger engorde
(6-fitasa)
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4. Resultados

El salvado de arroz fue la primera matriz alimentaria donde se encontré actividad
fitdsica, seguido de la sangre de terneros. Su presencia también se documentd en

bacterias, levaduras, hongos y plantas.

Natuphos™ fue la primera fitasa introducida en el en el mercado en 1991 y se obtuvo
de Aspergillus niger (3-fitasa). Posteriormente, comenzé a ganar popularidad en todo el
mundo como un suplemento de alimentacion animal. En 1999 se demostré que algunas
fitasas de origen bacteriano como Escherichia coli (6-fitasa) eran mas activas que las

producidas por los hongos.

Las fitasas y su efecto sobre el fosforo han sido investigados a lo largo de los afios y

sus propiedades han sido descritas por varios autores (5).

- Gourley et al. (33) evaltuan los efectos del aumento del P disponible a partir del
de la fitasa Natuphos E 5000 G (6-fitasa de Aspergillus niger). Utilizaron un total de 288
cerdos de cria, de 11,1 kg y 40 dias de edad, en un estudio de crecimiento de 21 dias.
Las concentraciones de fitasa afiadida fueron 150, 250, 500, 750 y 1000 FTU/Kkg.

Afadiendo 1000 FTU/kg se pasa de un peso inicial en el dia 0 de 11,1 kg a 23,3 kg en
el dia 21 (Tabla 6). Estos datos son significativos porque en una dieta sin fitasas y sin
un suplemento extra de fésforo inorganico se pasa de un peso en el dia 0 de 11,1 kg a
un peso en el dia 21 de 20,3 kg.

Con un suplemento de fosforo inorganico en forma de fosfato monocalcico se ve que
partiendo del mismo peso original en el dia 0 los cerdos llegan a un peso de 23,4 kg en
el dia 21.

Los suplementos en forma de fosfato monocalcico son muy costosos econémicamente.
Al obtener el mismo resultado en peso afiadiendo fitasa supone un ahorro econémico

para la industria ganadera.

Si se analiza con bone ash como criterio, se pasa de un 38,1% en una dieta sin fitasas
ni suplemento de fosforo inorganico a un 45,6% en una dieta con 1000 FTU/kg. Estos

resultados complementan a los obtenidos mediante el peso del animal.

La adicién de fitasas permite que el fosforo liberado este mas disponible para el animal
Y, en consecuencia, se pueda utilizar como componente estructural de los huesos (bone
ash).
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Tabla 6. Efectos del aumento de fosforo disponible al afiadir 1000 FTU/kg de la fitasa Natuphos E 5.000 G

en el rendimiento del crecimiento de los cerdos (kg) y los valores de bone ash (%).

- fitasa /- P inorganico -fitasa/+ Pinorganico +fitasa/- P inorganico

Peso (kg)
Dia 0 11,1 11,2 11,2
Dia 21 20,3 23,4 23,3
% Bone ash 38,1 42,1 45,6

- Kiarie et al. (34) analizan los efectos de afiadir fitasa en la digestibilidad ileal
aparente (AID) y en la digestibilidad total aparente del tracto digestivo (ATTD) del
fésforo. Utilizaron 9 cerdos de 33,3 kg en un estudio de 9 dias. Se afiadi6 una 6-fitasa
de Buttiauxella spp. (Axtra®PHY) en una concentracion de 0 y 500 FTU/kg.

En este articulo, a diferencia del anterior, se analiza el papel que tiene la fitasa exégena
de Buttiauxella spp. mediante el analisis de la digestibilidad aparente ileal y total (Tabla
7). Se concluye que la adiciéon de la fitasa mejora la digestibilidad de fosforo. No
obstante, si se tuvieran mas datos como el % de excrecion de fosforo o el % de bone

ash, se tendrian unas conclusiones mas completas.

Tabla 7. Efecto de la adicion de 500 FTU/kg de fitasa en la digestibilidad ileal aparente (%) y en la
digestibilidad total aparente del tracto digestivo (%) de fésforo.

- fitasa + fitasa
Digestibilidad ileal aparente 37,9 48,2
de P (%)
Digestibilidad total aparente 40,6 52,9

del tracto digestivo de P (%)

- De Cuyper et al. (35) determinan el efecto de incrementar los niveles de
OptiPhos®Plus (6-fitasa de Escherichia Coli). Utilizaron 150 cerdos, de 4 semanas de
edad con un peso medio de 8,2 kg, en un estudio de 6 semanas de duracién. Los niveles
de fitasa fueron 0, 125, 250, 500 y 1000 FTU/Kkg.

Existe una correlacién entre el aumento de los niveles de fitasa, la mejora de la
digestibilidad del fésforo y el peso del animal. Conforme se incrementan los niveles de
fitasa, el fésforo ve incrementada su biodisponibilidad como nutriente y, en

consecuencia, aumenta el crecimiento de los animales.
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Con 500 FTU/kg de fitasa el peso medio fue de 27,2 kg y con 1000 FTU/kg fue de 26,9
kg (Tabla 8). Debe tenerse en cuenta que la actividad fitasica viene determinada por
muchos factores intrinsecos y extrinsecos, como la dieta del animal, género, proteasas
del tracto digestivo, etc. No obstante, la diferencia de interés es la existente entre una
dieta con 0 FTU/kg de fitasa exdgena microbiana y una dieta con 1000 FTU/kg, donde

se observa un aumento de la digestibilidad de fésforo.

Tabla 8. Efecto del incremento de fitasa sobre la digestibilidad total aparente del tracto digestivo (%) del

fésforo (%) y sobre el peso final (kg).

(FTU/kg) 0 125 250 500 1000

Digestibilidad total 33,1 42,0 47,6 53,6 61,6
aparente del tracto
digestivo de P (%)

Peso (kg) 23,3 25,4 24,9 27,2 26,9

- Hamdi et al. (36) evaluan el efecto de incrementar la concentracion de una fitasa
de Serratia odorifera (3-fitasa) llamada comercialmente FLF®1000 FUT. Utilizan 160
pollos de engorde, de 1 dia de edad, en un estudio de 35 dias de duracion. Las
concentraciones de fitasa fueron 0, 250, 500 y 1000 FTU/kg.

Este estudio ayuda a correlacionar la retencion de fosforo con la mejora en la
digestibilidad de este. Cuanto mejor es la digestibilidad del fésforo gracias a la adicion
de fitasas, mayor retencion existe y, por lo tanto, menor excrecion. Asi se reduce el

problema medioambiental que causa el fésforo (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de diferentes concentraciones de fitasa sobre la retencion de fésforo (%) y en la

digestibilidad ileal aparente (%).

FTU/kg 0 250 500 1000
Retenciéon de P 53,0 58,4 58,9 57,7
(%)

Digestibilidad 49,9 54,2 53,4 55,7

ileal de P (%)
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- Dersjant-Li et al. (37) comparan el efecto de diferentes concentraciones de una
6-fitasa de Escherichia coli y una 6-fitasa de Buttiauxella sp. con un incremento del
fésforo inorganico en forma de fosfato monocalcico. Utilizaron 1152 pollos de engorde,
de 5 dias de edad, en un estudio que duré 16 dias. Las concentraciones afiadidas de
fitasa fueron 250, 500, 750, 1000 FTU/kg para las dos fitasas.

La adicién de fitasas exdgenas microbianas sigue teniendo un papel muy importante en
la retencion de fésforo y la utilizacibn de este como nutriente. Utilizando fitasas
microbianas en vez de un suplemento de fosfato monocalcico se obtiene un incremento
de peso mayor, incremento en la digestibilidad del fésforo y mayor retencién de este
(Tabla 10).

Se consiguen mejores resultados con la fitasa de Buttiauxella sp. debido a que es mas
activa a pH bajos (pH=3) en comparacién con la fitasa de Escherichia coli. Tiene mas
capacidad de liberar el fésforo del fitato en las primeras regiones del tracto superior

digestivo antes de que este forme complejos con minerales y nutrientes.

Tabla 10. Efecto de suplementar la dieta con dos fitasas diferentes o con fosfato monocalcico como fuente
de fésforo inorganico en el peso (g), digestibilidad aparente ileal del fésforo (%) y en la retencion de fosforo
(%).

- fitasa / - fitasa / Buttiauxella sp. Escherichia coli

-P +P

inorgénico inorgénico 250 500 750 1000 | 250 500 750 1000
Peso () 692 878 766 832 848 876 | 787 816 848 844
Digestibilidad 59,1 55,8 655 678 715 739|652 688 67,6 68,6
aparente ileal
de P (%)
Retencion de 57,6 53,0 64,0 68,3 694 722|620 658 657 690
P (%)
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- Attia et al. (38) estudian el efecto de una fitasa fungica de Aspergillus niger (3-
fitasa) sobre el rendimiento de crecimiento en pollos. Se utilizaron 420 pollos, de un dia
de edad, en un estudio de 64 dias de duracién. Las concentraciones de fitasa afladidas
fueron 0 y 500 FTU/Kg.

El fésforo a nivel metabdlico se ve incrementado y en consecuencia aumenta el peso de

los pollos al poder utilizar este fésforo como nutriente (Tabla 11).

Tabla 11. Efecto de afiadir fitasa a la dieta sobre el peso (g) y niveles de fésforo (mg/dL) de pollos.

- fitasa + fitasa
Fésforo (mg/dL) 6,10 6,64
Peso (g) 1478 1646

- Bello et al. (39) evaltuan los efectos de suplementar la dieta con una fitasa de
Buttiauxella sp. (Axtra®PHY) en la digestibilidad ileal aparente. Utilizaron 456 gallinas
ponedoras entre 30 y 70 semanas de edad. La concentracion de fitasa afiadida fue de
0y 300 FTU/Kg.

Vemos que a las 48 semanas de edad la digestibilidad del fésforo ha aumentado
considerablemente respecto a 32 semanas y respecto a no afiadir fitasas (Tabla 12). No
obstante, a las 70 semanas el factor “edad” influye en la digestibilidad y por lo tanto, el

fésforo liberado no acaba siendo absorbido y usado como nutriente.

Tabla 12. Efecto de la adicion de 300 FTU/kg de fitasa en la digestibilidad aparente ileal (%) dependiendo

de la edad de gallinas ponedoras.

Digestibilidad ileal aparente (%)

Semanas 32 48 70
- fitasa 39,9 53,0 54,2
+ fitasa 52,7 60,7 39,2

La edad de las gallinas ponedoras es una variable importante que disminuye los efectos
de las fitasas en la absorcion de fosforo (41). En animales adultos el tiempo de retencién
de la digesta es mayor y el pH es mas favorable a la hidrodlisis del fitato pero la eficacia

de absorcion disminuye.
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- Srikanthithasan et al. (40) analizan el efecto de afiadir una fitasa de Aspergillus
niger (6-fitasa) comercialmente conocida como Natuphos®E sobre la excrecion de
fésforo en pollos de engorde. Utilizaron 810 pollos, de un dia de edad, en un estudio de
35 dias de duracién. La concentracion de fitasa afiadida fue de 500 FTU/kg y 1000
FTU/Kg.

El suplemento de fésforo dicalcico promueve una mayor absorcion pero también mayor
excrecion, ya que el fitato ingerido continla excretandose al no haber enzimas que lo
destruyan (Tabla 13). Con la fitasa existe mayor absorcion y ademas una menor

excrecion de fésforo al poder hidrolizar el fitato.

Tabla 13. Efecto de la concentracion de fitasa afiadida sobre el fésforo excretado (%).

0 FTU/kg / 500 FTU/kg / 1000 FTU/kg /
+ fosfato dicalcico
- fosfato dicalcico - fosfato dicalcico
Fosforo 72 39 15

excretado (%)
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5. Discusion

5.10rigen vy tipo de fitasa

En la tabla 5 se ve como la mayoria de los estudios realizados con fitasas exégenas
microbianas usan 6-fitasas. Un porcentaje elevado corresponde a fitasas bacterianas
(Buttiauxella spp., Escherichia coli), aunque actualmente ya existen 6-fitasas fungicas
como Natuphos®E (Aspergillus niger). Se observa que el uso de fitasas provenientes

de levaduras es muy bajo aunque existente (42).

A nivel de desfosforilacion, las 3-fitasas forman como producto final el IP1 y las 6-fitasas
se detienen al formar IP4. Esto hace que comercialmente sean mas atractivas las 3-

fitasas.

Las fitasas fungicas (generalmente 3-fitasas) estan glicosiladas. Existen casos en que
la glicosilacion aumenta la termoestabilidad de la enzima y su produccion. No obstante,
en general tiene efectos negativos sobre las fitasas: propiedades cataliticas, estabilidad,

punto isoeléctrico y expresion.

Actualmente no se dispone de unas conclusiones claras respecto a la glicosilaciéon pero
al escoger una 6-fitasa bacteriana para estudiar el papel que tiene sobre la absorcion

de fésforo se evita una variable importante.

5.2 Concentracion de fitasa afiadida

Las ecuaciones que sigue la digestibilidad de fésforo en funcién de la concentracion de
fitasas son exponenciales o logaritmicas. Aun asi se puede deducir un incremento lineal
por unidad de fitasa (3). Muchos son los articulos que determinan que a partir de 1000
FTU/kg no hay una mayor digestibilidad de fésforo. Se puede ver que la cantidad
méaxima de fitasa afiadida en los articulos de la Tabla 5 es de 1000 FTU/kg y que existe

un incremento a mayor cantidad de fitasa afiadida.

Actualmente se estan llevando a cabo estudios donde se afiaden super dosis de fitasas
a la dieta (>1500 FTU/Kkg). Estudios recientes han demostrado que puede mejorar el
crecimiento de los animales monogastricos. No obstante, aunque este super-dosing

esta4 generando mucho interés no se han desarrollado conclusiones firmes (43).

5.3 Efecto sobre la absorciéon de fosforo

Porcentaje de retencion de fésforo, digestibilidad ileal, digestibilidad total, bone ash,
excrecion y rendimiento de crecimiento de los animales (peso final) han sido los valores
analizados para determinar el papel de estas fitasas microbianas. Mediante el andlisis

de los articulos escogidos para esta revision puede concluirse que en cada uno de ellos
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existe una mejora relacionada con el fésforo. De esta manera se da respuesta al objetivo
principal de esta revisibn concluyendo que las fitasas exdgenas microbianas
desempefan un papel muy importante en la absorcién de fésforo. Como consecuencia

directa de esto se ven también mejoras en otros aspectos.

5.4 Especie

Entre los diferentes articulos se puede ver que hay variedad en cuanto al animal
monogastrico escogido. Aunque todos son animales de granja monogastricos, la edad,
especie y objetivo (gallinas ponedoras o pollos de engorde, por ejemplo) influyen en la

absorcién de fésforo.

5.5 Matriz alimentaria

Las matrices alimentarias mas utilizadas son el trigo, maiz y soja. En la tabla 4 se ve
que el trigo tiene una actividad fitasica elevada pero en cambio maiz y soja tienen unos

valores muy bajos.

Si la alimentacion es de consistencia liquida y ademas es humeda se ve favorecida la
eficacia de las fitasas vegetales contenidas en las matrices alimentarias. Es algo que no
se puede discutir ni analizar ya que en los articulos estudiados no existe tal referencia

sobre la dieta.

En respuesta al objetivo secundario de este trabajo se puede concluir que la elecciéon
del tipo de cereal de la dieta viene motivada por su contenido en carbohidratos,
proteinas y lipidos, por ejemplo. Todo esto influye en el valor energético del grano. Mas
alla de buscar un efecto aditivo entre matriz alimentaria y fitasa para la actividad fitasica,
lo que se requiere es un cumplimiento adecuado de los valores nutricionales. En la
mayoria de los articulos se evalla la absorcion de fésforo provocada por la fitasa y no

se tiene en cuenta el cereal.

No obstante, existen estudios donde se observa un efecto aditivo entre las fitasas
vegetales de la matriz alimentaria (salvado de trigo) y las fitasas microbianas

(Aspergillus niger) (3).
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6. Conclusiones

Las fitasas microbianas han sido usadas amplia y exitosamente durante los Gltimos afios
dentro de la alimentacién de animales monogastricos. La primera generacion de fitasas
procede de fuentes fungicas, sobre todo de Aspergillus spp. Esta generacion
mayoritariamente era termolabil y activa a un pH neutro (el del estbmago es mas
acidico). Se potencié el uso de fitasas bacterianas y surgié una segunda generacion,
generalmente de Escherichia coli. Aumenté la actividad especifica de la enzima y la
afinidad por el sustrato, pero no la termoestabilidad. Actualmente existe una tercera
generacion de fitasas termoestables con modificaciones en aminoacidos y en patrones

de glicosilacion.

Desde un punto de vista biotecnolégico se esta ante un mundo que tiene mucho
potencial en el futuro pero que actualmente aiun no ha encontrado la fitasa ideal. Esta
fitasa deberia actuar a un rango muy amplio de pH y mantenerse activa en el estbmago
y hasta la parte alta del intestino delgado. Asi se usaria de manera mas eficiente para

la absorcion de fosforo en animales monogastricos de granja.

Existen incoherencias como el método de medicion de la actividad fitasica. Esta se
realiza a pH 5,5 el cual no refleja el pH real del tracto digestivo de los cerdos, por
ejemplo. También es muy complejo comparar diferentes estudios de fitasas ya que hay
una gran cantidad de variables que se tienen en cuenta: cantidad de ingredientes en la
dieta, la especie y edad del animal, condiciones del tracto digestivo, pH y temperatura.
Ademas, en la alimentacion animal el pelleting del pienso es el factor mas limitante. Las
temperaturas son muy elevadas y aunque se usen fitasas modificadas para ser mas

termorresistentes no dejan de ser enzimas que se desnaturalizan con el calor.

Sin embargo, puede concluirse que el uso de fitasas microbianas exdgenas facilitan
considerablemente la absorcién de fésforo. Se reducen los costes a causa de evitar los
suplementos de fésforo inorgénico, se mejora la eficiencia del uso del fosfato y se reduce
la excrecion de fosforo, lo que resulta en una disminucion de la contaminacion

ambiental.
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7. Autoevaluacion

Este trabajo ha sido muy enriquecedor a la par que dificultoso.

A raiz de la situacion de pandemia que estamos viviendo, tuve que cambiar de un
Trabajo de Final de Grado (en adelante, TFG) experimental a bibliografico. Nunca habia
hecho una revision de tal calibre asi que realmente era un reto para mi, ya que no se

asemeja para nada a un trabajo corriente de cualquier asignatura.

Empezar con este trabajo mas tarde de lo habitual y a contrarreloj propicio una situacién
de estrés gque tuvo momentos negativos pero también me ayudd a focalizarme en el

trabajo y mantenerme concentrada olvidandome un poco del contexto social.

Las limitaciones que he ido encontrando han sido a la hora de buscar informacion, sobre
todo porgue una inmensa mayoria de articulos no son open access. Lo positivo fue que
al encontrarnos en esta situacion de confinamiento, muchas plataformas empezaron a

ofrecer gratuitamente articulos, revistas y libros para uso académico.

Estoy muy satisfecha con el trabajo realizado, me ha dado mucha confianza en mi
misma ya que no me creia capaz de llevarlo a cabo. También he aprendido a valorar el
trabajo de otros investigadores. A medida que iba referenciando iba creciendo en mi un
respeto (alin mas si cabe) hacia esos cientificos que comparten sus conocimientos con

la comunidad cientifica y que muchas veces se ven vulnerados por plagios.

Poniendo el foco en las fitasas creo que queda mucho estudio por delante. No obstante,
la biotecnologia va por buen camino ya que sumandole el uso de sistemas biol6gicos,
en este caso microorganismos, los beneficios nutricionales, ambientales y econémicos

que obtenemos son un objeto de estudio muy atractivo.
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