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Los resultados presentados en el presente trabajo fin de grado fueron obtenidos durante la
estancia en practicas en el departamento de investigacion (APSA R&D) de la empresa
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1. RESUMEN

El fosforo es un mineral imprescindible para los animales monogastricos. No obstante,
la mayoria del fésforo presente en los piensos animales se encuentra formando parte
de las moléculas de acido fitico, haciendo que el fésforo no sea biodisponible. Est4
demostrado que la adicion de fitasas exdgenas procedentes de microorganismos a
los piensos animales mejora la biodisponibilidad de este mineral. En este trabajo se
caracterizaron tres fitasas de diferente procedencia para su posible uso en alimenta-
cion animal. Asi también, a través de ensayos in vitro, se evalué como el paso de
estas fitasas por la parte superior del tracto gastrointestinal de animales monogastri-
cos afectaba a su actividad enzimatica. Los resultados mostraron resistencia a la pep-
sina por parte de las fitasas evaluadas. Sin embargo, cuando la digestibilidad de las
fitasas se llevd a cabo utilizando matrices de distintos cereales (trigo, soja, maiz y

cebada) la actividad varié en funcion del cereal empleado.

Palabras clave:

Fosforo, acido fitico, fitasa, animales monogastricos, caracterizacion enzimatica y di-

gestibilidad in vitro.
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2. INTRODUCCION

2.1. FOSFORO

2.1.1. IMPORTANCIA DEL FOSFORO PARA LOS ANIMALES MONOGASTRI-
COS

El fosforo es un macromineral imprescindible en la alimentacién de animales mono-
gastricos que debe ser administrado con la dieta. Es esencial para el desarrollo éseo
y es un componente necesario en otras funciones fisiolégicas (Gourley et al., 2018).
Aproximadamente, el 80% del fésforo presente en el organismo de los animales forma
parte de los huesos. El 20% restante forma parte de diversos compuestos organicos
gue juegan un papel clave en el metabolismo (ATP, creatinina, enzimas), en los &ci-

dos nucleicos (ADN, ARN) y en los fosfolipidos de membrana (Vittiy Kebreab, 2010).

2.1.2. FUENTES DE FOSFORO Y BIODISPONIBILIDAD

El fésforo contenido en la materia prima vegetal puede encontrarse en forma inorga-
nica y en forma orgénica. El fésforo inorganico (Pi) se encuentra principalmente en
forma de ortofosfatos (PO4%) mientras que el fésforo organico forma parte de molé-
culas como ATP, acidos nucleicos, fosfolipidos, fosfoproteinas y fosfoglucidos. La
Unica forma en que el animal pueda absorber el fésforo es en forma de fosfatos por
lo que el fésforo orgénico solo puede ser absorbido tras la hidroélisis de las moléculas
de las que forma parte (Rebolar y Mateos, 2005).

El fésforo vegetal obtenido a través de las materias primas vegetales de los piensos
es insuficiente para cubrir las necesidades de este mineral en los animales monogas-
tricos. Esto es debido a que las dos terceras partes del fosforo vegetal (60-80%) esta
ligado al acido fitico, en forma de fitatos y no son biodisponibles para este tipo de
animales (Quiles, 2002). En situaciones normales, el fésforo fitico consumido por el

animal aparece en las heces casi por completo (Rebollar y Mateos, 2005).

2.1.3. PROBLEMAS MEDIOAMBIENTALES DEL FOSFORO

El estiércol y los purines han tenido histéricamente valor residual como fertilizantes
de las tierras de cultivo por su aporte, entre otros nutrientes, de fésforo. Sin embargo,

la intensificacion de la produccion ganadera y la concentracion de esta en areas
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especificas durante las ultimas décadas, han provocado que la concentracion del fos-
foro sea excesiva. Las plantas tienen una capacidad limitada de extraccion de mine-
rales, un exceso de aporte sobre las necesidades de la planta resulta en contamina-
cion ambiental. El fosforo del estiércol que llega al terreno en forma de fitatos es libe-
rado por la accion enzimatica de las fitasas procedentes de los microrganismos del
suelo. El fésforo puede pasar del suelo a rios y lagos, dando lugar a fenémenos de
eutrofizacion de las corrientes de agua y de los reservorios acuaticos. Bajo estas cir-
cunstancias hay un crecimiento acelerado de las algas y un agotamiento del oxigeno
del agua, provocando la muerte de la fauna acuética (Rebollar y Mateos, 2005;
Humer, Schwarz y Schedle, 2015).

2.2. ACIDO FITICO

El &cido fitco o fitato (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisdihidrogenofosfato,
CsH18P6024) es una molécula que posee seis grupos fosfato que se esterifican con
los grupos hidroxilo del alcohol ciclico del myo-inositol (Figural).

OH

Fig.1 Estructura del acido fitico a pH neutro (Humer, Schwarz y Schedle, 2015)

El acido fitico es inestable en su forma libre y se presenta principalmente formando
complejos con cationes metalicos como Ca?*, Fe?*, Zn%*, Mg?*, K* y Mn?*, Estas sales
son denominadas fitatos. El acido fitico tiene 12 protones remplazables, 6 de ellos
son fuertemente acidos (pKa 1,5), tres son débilmente &cidos (pKa entre 5,7y 7,6) y

los otros tres son muy débilmente acidos (pKA > 10,0). Esto implica que a pH del
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estbmago (pH ~ 2,0), el acido fitico se encuentra cargado negativamente. Ademas,
debido al pequefio tamafio de la molécula de inositol, el &cido fitico tiene una densidad
de carga extremadamente negativa y, por ello, se asume que los fitatos no pueden
atravesar la barrera lipidica de las membranas plasmaticas. Por el momento, no se
han encontrado resultados significativos de que los fitatos puedan ser absorbidos du-
rante la digestién (Humer, Schwarz y Schedle, 2015).

Moléculas como proteinas y almidén también pueden unirse a los fitatos. El acido
fitico cuando se une a los cationes para formar los correspondientes fitatos, provoca
una reduccion de la biodisponibilidad de estos. La mayor o menor biodisponibilidad
va a depender de una serie de factores tales como el pH, la concentracion, la asocia-
cion entre el &cido fitico con las proteinas y el almidén, el procesado del pienso o la
presencia de otros iones en el alimento. Las proteinas unidas a los fitatos son menos
susceptibles de ser atacadas por las proteasas que las proteinas libres, lo que pro-
voca una reduccion de la digestibilidad de estas. Por todo ello el fitato es considerado
un anti-nutriente (Ariza et al., 2013 ).

2.3. FITASAS

Las fitasas (myo-inositol hexafosfato fosfohidrolasas) son enzimas que catalizan la
hidrolisis gradual del inositol hexafosfato (InsP6) a Pi y myo-inositol (Humer, Schwarz
y Schedle, 2015). En las ultimas dos décadas, el valor de las fitasas ha aumentado
significativamente debido principalmente al aumento de su uso como alimento funcio-
nal en animales para poder hacer biodisponible el fosforo procedente del fitato. La
adicién de fitasas reduce la necesidad de suplementar la alimentacién animal con Pi,
un recurso costoso y no renovable (Ariza et al., 2013; Gourley et al., 2018). La diges-
tibilidad del fésforo en funcién de la concentracion de fitasas sigue ecuaciones no
lineales (exponenciales o logaritmicas), de las cuales se puede deducir un incremento
lineal del 0,016% en la digestibilidad el fésforo por unidad de fitasa (Quiles, 2002). La
actividad fitasa se define en unidades de fitasa (FTU). Una FTU se refiere a la canti-
dad de enzima que libera 1 ymol de ortofosfato inorganico por minuto a pH 5,5y 37°C
(Selle y Ravindran, 2008).
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2.3.1. TIPOS DE FITASAS

Las fitasas se pueden clasificar segun varios criterios, como su origen (vegetal, ani-
mal, bacteriano o fungico), la posicion del carbono en el anillo de inositol donde se
inicia la hidrélisis (3-fitasa, 6- fitasa y 5-fitasa) o su pH (acidas y alcalinas).

Segun la posicién del carbono en el anillo de inositol donde se inicia la hidrdlisis, las
fitasas pueden ser 3, 5 o 6-fitasas (EC 3.1.3.8, EC 3.1.3.72 y EC 3.1.3.26, respecti-
vamente). Se han identificado muy pocas 5-fitasas (por ejemplo, las procedentes de
Selenomonas ruminantium). Las 3-fitasas eliminan primero el grupo fosfato en la po-
sicion C3, mientras que las 6-fitasas lo hacen en la posicion C6. Las 3-fitasas son
principalmente de origen microbiano y las 6-fitasas han sido aisladas principalmente
en plantas. Sin embargo, las fitasas eliminan de manera secuencial varios grupos
fosfato del fitato, por lo que una definicion simple de la especificidad del sustrato no
es sencilla. Ademas, incluso en el primer paso, se pueden atacar diferentes posicio-
nes. Una 6-fitasa puede producir tanto el producto principal Ins (1,2,3,4,5) P5 como
adicionalmente Ins (1,2,4,5,6) P5 en la primera etapa de hidrdlisis, donde los nimeros
entre paréntesis se refieren a las posiciones de los fosfatos (Ariza et al., 2013; Humer,
Schwarz y Schedle, 2015).

Segun su pH 6ptimo, encontramos fitasas acidas (pH 6ptimo 3,0 - 5,5) y fitasas alca-
linas (pH optimo 7,0 — 8,0). Las fitasas &cidas suelen liberar cinco de los seis fosfatos
unidos al myo-inositol, dando lugar como producto de la degradacion InsP1 o incluso
Ins puro. Por otra parte, las fitasas alcalinas no aceptan como sustrato moléculas de
myo-inositol que contengan menos de tres fosfatos unidos. Por tanto, el producto final
de su degradacion son InositolP3 (Humer, Schwarz y Schedle, 2015).

2.3.2 FUENTE Y OBTENCION DE FITASAS

Existen cuatro posibles fuentes de fitasas para los animales monogastricos. Estas
incluyen fitasas enddgenas generadas por la mucosa del intestino delgado, fitasas
generadas por la microbiota de los animales, fitasas exdgenas presentes en los pien-
so0s animales que estdn compuestos por cereales y fitasas exdgenas afiadidas a los
piensos animales (Selle y Ravindran, 2008).

Las fitasas de la mucosa tienen una actividad despreciable. Existe controversia sobre
si en realidad la actividad fitasa de la mucosa se trata de una manifestacion de activi-

dad no especifica acida o de actividad fosfatasa (Humer, Schwarz y Schedle, 2015;
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Vashishth, Ram y Beniwal, 2017; Cangussu et al., 2018). Las fitasas de la microbiota
de los animales pueden fermentar el fitato en el intestino grueso. Sin embargo, la
absorcion del fosfato ocurre en las partes iniciales del intestino delgado y, por tanto,
el fésforo liberado en el intestino delgado y grueso es fisiologicamente irrelevante. La
actividad fitasa procedente de fitasas intrinsecas de las plantas varia dependiendo de
la especie de planta. Dietas que incluyen ingredientes con alto contenido en actividad
fitasa, como salvado de trigo o centeno, promueven una mayor absorcion de fosforo
procedente de fitato. Sin embargo, durante los procesos de granulacién y los trata-
mientos de calor que se suelen realizar en la produccion de alimentos, la actividad
fitasa se puede inactivar. Por su parte, las fitasas exdgenas aisladas de microorga-
nismos son las fitasas que se afladen a los piensos animales para aumentar la libe-
racion de fésforo. Los avances en biotecnologia han permitido mejorar las técnicas
de modificacion genética de microorganismos, haciendo posible obtener fitasas mas
eficaces y especificas. (Humer, Schwarz y Schedle, 2015).

2.3.3. FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD FITASA

Como ya se ha mencionado la actividad de la fitasa se mide FTUs, donde 1 FTU es
la cantidad de fitasa que libera 1 pumol de fosforo inorganico por minuto a pH 5,5y
37°C. La variacién de estos parametros hace variar la actividad de la fitasa (Tena y
Jorrin, 2008).

- Efecto del pH: las alteraciones del pH en medio pueden cambiar el caracter idnico
de los grupos amino y carboxilo de los diferentes aminoacidos que constituyen la
proteina. Esto puede afectar al poder catalitico de la enzima.

- Efecto de la temperatura: temperaturas extremas pueden producir desnaturaliza-
cion de la proteina y, por lo tanto, afectar al poder catalitico de estas.

- Efecto de la concentracion de enzima [E]: la ratio de las reacciones enziméaticas
es directamente proporcional a la [E], cuando aumentamos la [E] aumentamos la

velocidad de la reaccion. Se refleja con la formula:

Vmax= Kcat [EO]
Donde:
Vmax: velocidad maxima

kcat: constante catalitica

-10 -
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- Efecto del sustrato: el efecto de la concentracion de sustrato [S] en la velocidad
de la reaccion enzimatica a una [E] constante se ve reflejado en la Figura 2. Este
comportamiento cinético, conocido como curva de saturacion hiperbdlica por el
sustrato, constituye la norma seguida por la mayoria de los enzimas. Este modelo

cinético se ajusta a la ecuacion:
v=Vmax [S]/ (Km + [S])

Donde:

Km: constante de Michaelis-Mente

y se puede representar segun la Figura 2:

Vmax -

{ ooy

0

Q

Q

©

(O]

-

L Vmaxd= = —

’8 2

e |

Q

e |

Q

2 |
|

Km  Concentracidn de sustrato

Fig. 2: Diagrama de la velocidad de reaccion segun la cinética de Michaelis-Menten (Tena y Jorrin,

2008).

Cuando hablamos de factores que afectan a la actividad enzimética in vivo, podemos
clasificarlos en: factores relativos a las enzimas, factores relativos a la dieta del animal
y a factores relativos al tracto gastrointestinal del animal (Figura 3) (Dersjant-Li et al.,
2015).
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Actividad fitasa en TGI:
edad y especie del anima
Fitasas endogenas de
rigen microbiano

Factores Factores relativos a la
Factores relativos a la fitasa relativos’ dieta
al animal

Fitasa tipo 3 0 &;
Fitasa bacteriana o fungi
El arganismao de expresion;
rando pH optimo;
Resistencia a
roteasas

Contenido de fitat
Tipo de sustrato

Fitasas intrinsecas

MNiveles totales de P
Ratio Ca:P etc
Iy

Eficiencia de
la fitasa in wivo

Factores influenciados

por la eficiencia de la

medida de la actividad
fitasa

Metodo de analisis:
recuperacion de
fitasa en el alimento

Fig. 3: Esquema sobre los factores que influencian in vivo la actividad fitasa y factores que afectan la

medida de la actividad fitasa (Dersjant-Li et al., 2015).

Factores relativos a la fitasa

Rango de pH 6ptimo. El pH del estbmago (pH~2,0) es considerablemente in-
ferior al pH 5,5, el pH usado para medir la actividad enzimética. El pH éptimo
de la fitasa nos proporcionara una idea de la efectividad que tendra la fitasa en
el estbmago y en el intestino delgado.

Resistencia de la fitasa a proteasas enddgenas. Las fitasas podran ser hidroli-
zadas por pepsinas enddgenas durante su paso por el tracto gastrointestinal
del animal.

Especificidad de la fitasa por el sustrato. La afinidad de la fitasa a los diferentes

tipos de substratos es un factor influyente en la eficacia de las fitasas.

Factores relativos a la dieta del animal

Tipo y niveles de fitato, ratio enzima/substrato. En la medicién estandar de la
actividad enzimatica de la fitasa, el fitato de sodio se utiliza como sustrato, sin
embargo, la tasa de hidrdlisis del fitato a partir de los ingredientes de los ali-
mentos naturales por la fitasa es diferente del fitato de sodio sintetizado quimi-
camente. Debido a la diferencia en la composicion, los niveles y la ubicacion
del fitato, asi como la contribucion de la fitasa intrinseca en algunos cereales y

semillas oleaginosas, la tasa de hidrodlisis del fitato por la fitasa procedente de
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un microorganismo previamente suplementada puede variar en gran medida
en estos ingredientes de origen vegetal.

- Otros factores relativos a la dieta. Muchos otros factores pueden tener impacto
en la ratio de liberacion de Pi. Algunos ejemplos son la ratio Ca:P, la concen-
tracion de cationes, los niveles de acidos organicos y Na o la combinacion de
las fitasas con otras enzimas como xilanasas. Mientras que la presencia de
cationes puede disminuir la absorcidon de fosforo, la presencia de acidos orga-
nicos, como el acido citrico y la presencia de xilanasas, puede aumentar la
eficacia de algunas fitasas.

Factores relativos al tracto gastrointestinal del animal

Los factores relativos al animal incluyen a la especie animal y la edad del animal.
Dichos factores pueden afectar a la eficacia de las fitasas debido a que cada animal
tiene un pH diferente en cada parte del tracto gastrointestinal. Los pollos y los cerdos
gue poseen tractos gastrointestinales similares (Figura 4), son los principales anima-
les monogastricos de granja. En cerdos en los que no se le incluye fitasa en su ali-
mentacion presentan actividad fitasa principalmente en el colon. Mientras que cuando
se suplementa los piensos con fitasas, la actividad fitasa se observa principalmente
en el estbmago (pH 2,0-2,5) y en la parte alta del intestino delgado (pH 3,5-5,5). En
los pollos alimentados con piensos suplementados con fitasa, la actividad fitasa se
observa principalmente en el buche (pH 5,2- 5,8) y en el proventriculo (pH 2,5) (Ders-
jant-Li et al., 2015).

//Duodeno

ol

Estémago

Buche

h Proventiiculo

Melleia

lntesting

Cloaca

Fig. 4: Tractos gastrointestinales (A) de cerdos (B) de pollos.
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Meétodos de andlisis:
Dependiendo del método de andlisis utilizado la actividad medida puede variar consi-

derablemente (Dersjant-Li et al., 2015).

2.3.4. EFECTO DE LAS FITASAS EN LA BIODISPONIBILIDAD DE NU-
TRIENTES
Un gran numero de estudios han evaluado los efectos del uso de fitasas en la diges-

tibilidad de animales de granja. Los estudios han demostrado que la adicion de fitasas
en la dieta mejora la digestibilidad del Pi y reduce su excrecion (Dersjant-Li et al.,
2015). EIl 40-50% de la actividad fitasa procedente de la dieta se observa en el esto-
mago y 16-31% en el intestino delgado anterior. Debido a la desfosforilacion, también
se ve mejorada la digestion y absorcion de otros minerales, proteinas, aminoacidos
y/o obtencion de energia ya que las fitasas degradan los complejos fitatos-proteina-
almiddn de los vegetales. (Ariza et al., 2013).

Las fitasas en primera instancia se utilizaron para liberar el P del fitato y asi reducir la
excrecion del P al medio ambiente. Mas adelante, se ha descubierto que existen ven-
tajas adicionales en el uso de las fitasas como mejorar la digestibilidad de otros mi-
nerales y proteinas. Por ello, el contenido de minerales y proteinas de las diferentes
materias primas también es interesante a tener en cuenta a la hora de elegirlas para

la produccién de piensos (Dersjant-Li et al., 2015).

2.4. CEREALES UTILIZADOS EN LA ALIMENTACION DE
ANIMALES MONOGASTRICOS

Los piensos utilizados en la alimentacion de animales monogastricos son variados en
cuanto a materias primas utilizadas. Dependiendo de las materias primas, el conte-
nido de &cido fitico y fésforo varia en mayor o menor porcentaje. El contenido de estas
moléculas también puede variar dependiendo de la temporada, la region donde se
cultiven y los procesos utilizados para la preparacion de los piensos. Procesos como
la granulacion o la extrusién pueden reducir los niveles de fitato (Humer, Schwarz y
Schedle, 2015). En la Tabla 1 aparecen los porcentajes de fitato, P total, porcentaje
de fitato respecto al fosforo total y actividad enzimatica de diferentes ingredientes
que se utilizan para elaborar pienso animal (Dersjant-Li et al., 2015).
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Tabla 1. Cantidad de fésforo, fitato, porcentaje de fitato sobre el fosforo total y actividad fitasa en los

cereales mas utilizados en la alimentacion de animales monogastricos (Dersjant-Li et al., 2015; Quiles,

2002).
Cereal

Trigo

Soja

Maiz
Cebada

Fosforo
(9/kg)
2,00-3,08
6,49-6,66
2,40-2,62
2,60-3,21

Fitato (g/kg)

1,60-2,20
3,88-4,53
1,70-2,05
1,60-2,20
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10-95

24-25

255-840



Efecto de la digestibilidad in vitro sobre la actividad fitasa Paula Calvo Lépez-Davalos

3. OBJETIVO E HIPOTISIS
3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal del presente trabajo es caracterizar bioquimicamente tres fitasas
de uso en alimentacion animal y evaluar su resistencia a la pepsina y al pH acido del

tracto gastrointestinal de los animales monogastricos.

2.2. OBJETTVOS ESPECIFICOS

e Determinar el pH optimo de las distintas fitasas.

e Determinar la temperatura 6ptima de las distintas fitasas.

e Evaluar la pérdida de materia por desecacién y materia organica.

e Determinar la resistencia de las fitasas a la pepsina.

e Determinar la resistencia de las fitasas al pH acido (pH 2,0).

e Determinar la resistencia a la pepsina del producto enzimatico usando diferen-
tes cereales como matrices (trigo, soja, maiz y cebada).

e Determinar la resistencia de las fitasas al pH acido (pH 2,0) usando diferentes

cereales como matrices.

3.3 HIPOTESIS

Las fitasas aisladas recientemente resisten, sin pérdida de actividad enzimatica, a la
pepsina y el pH acido (pH 2,0) presente en la parte superior del tracto gastrointestinal

de los animales monogastricos.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. DESCRIPCION DE I.AS FTTASAS

En el presente trabajo se trabaja con tres fitasas diferentes. Estas seran nombradas
segun la regulacion interna de APSA R&D. Los nombres dados seran: RD2019.029,
RD2019.046 y RD2018.369.

Cada fitasa tiene un origen diferente y se ha producido para tener unas caracteristicas
especificas. La fitasa RD.2019.029 tiene una mayor capacidad de hidrosolubilidad y
la actividad tedrica proporcionada por el proveedor es de 53062 U/g. Las fitasas
RD.2019.046 y RD.2018.369 ofrecen mayor termoestabilidad y su actividad es de
11077 U/g y 10000 U/g respectivamente. La actividad enzimatica de las muestras fue
medida en condiciones de pH 5,5y 37°C.

4.2. PREPARACION DE LAS MATRICES UTILIZADAS

Para los ensayos de digestibilidad in vitro se utilizaron diferentes cereales como ma-
trices (trigo, soja, maiz y cebada).

Los piensos comercializados en la empresa APSA S.A. incluyen fitasas para que el
trigo tenga una actividad final entre 200 U/kg y 1000 U/kg. Para no tener problemas
con el limite de cuantificacion se escogio la dosis mas alta y ademas, tal y como des-
criben Zeng et al., 2018 esta se multiplico X20, preparando finalmente las diferentes
matrices a 20000 U/kg.

4.3. DETERMINACION DE LA ACTTIVIDAD FITASA

La determinacion de la actividad fitasa se llevo a cabo utilizando el International Stan-
dard method 30024:2009 (ISO, 2009). El procedimiento, junto con los materiales y

reactivos utilizados, se detallan en el Anexo 1. Los analisis se realizan por duplicado.

4.3.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Se pesa 1 g = 0,01 mg de muestra, se disuelve con 100 mL de tampdn acetato 0,25
M con 0,01% de Tween 20 y se agita durante 45 minutos. Las muestras se diluyen

hasta llegar a una concentracion final que este entre 0,15U/mL y 0,25U/mL.
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4.3.2. PROCESO ANALITICO

Se realizan tres determinaciones analiticas para cada una de las réplicas y dos para
los blancos.
Se afiaden 360 uL de tampon acetato 0,25M con Tween 20 y 40 yL de la muestra
diluida en tubos de 10 mL. Los tubos se pre-incuban a 37°C durante 10 minutos. En
los tubos que seran utilizados como muestra se afiaden 0,8 mL del sustrato (solucion
de fitato) también pre-incubada 37°C. Se mantienen a 37°C durante 30 minutos exac-
tos. Pasados los 30 minutos se afiaden 0,8 mL de la solucion STOP. En los tubos
utilizados como blancos se afiadira primero 0,8 mL de la solucién STOP y después
0,8 mL de la solucion de fitato. Se centrifugan durante 5 minutos a 10000 g. En una
placa de ELISA se afiaden 200 pL del sobrenadante y utilizando el lector de placas
Multiskan se mide la absorbancia a una longitud de onda de 415 nm.
La concentracion de fosforo inorganico se obtiene por la interpolacion de la recta pa-
trén, usando regresion lineal:

y=ax+b Abs (415 nm)=a [umoL/mL] + b

[Fosfato inorganico (umoL/mL) = Abs (415 nm) - b/a
La actividad enzimatica (U/g producto) se calcula como:

U/g producto = [ ymolL (fosfato inorganico) /mL] x Vd/t * g producto
Donde:
pumol (fosfato inorganico = concentracion de fosforo inorganico
Vd = dilucion de cada muestra
t = tiempo de incubacién

g producto = peso del producto en gramos

4.4, DETERMINACION TEMPERATURA OPTIMA

La determinacion de actividad enzimatica a diferentes temperaturas se lleva a cabo
midiendo la actividad enzimatica segun el apartado 4,3, pero cambiando la tempera-
tura a la que se lleva a cabo la reaccion enzimatica a 30, 40, 50, 60 y 70°C en un bafio

térmico durante 30 minutos y a pH 5,5.
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Para comparar la actividad de las diferentes fitasas se calcula la actividad relativa,
donde se considera que a 37°C la actividad es del 100%. Los calculos se realizan

utilizando la siguiente ecuacion:

U/gi

Actividad relativa % = ==
lgj

Donde:

U/gi . actividad enzimatica con modificaciones en las condiciones (p. ej. T2= 30, 40,

50, 60, 70°C)

U/gj: actividad enzimatica con las condiciones originales (p.ej. T2= 37°C)

4.5. DETERMINACION PH OPTIMO

La determinacion de actividad enzimatica a diferentes pHs se lleva a cabo midiendo
la actividad enzimatica segun el apartado 4.3, pero variando el pH al que se realiza la
reaccion enzimatica (pHs: 3,0, 4,0, 5,0 y 6,0). Para ello, el tampdn de incubacion vy el
sustrato se ajustan a los diferentes pHs que se quieres estudiar. El resto de las con-
diciones no varian.

Para comparar la actividad de las diferentes fitasas se calcula la actividad relativa,
donde se considera que a pH 5,5 la actividad es del 100%. Los resultados se obtienen

a partir de la actividad relativa, utilizando la ecuacion del apartado 4.4.

4.6. DETERMINACION DE LA HUMEDAD DE LLAS MUES-
TRAS

Para determinar la humedad de las muestras se utiliza un método gravimétrico a
103°C.

Se pesa un 1 gramo de muestra y se seca durante 4 horas a 103°C en un crisol
previamente secado.

El % de humedad se calcula mediante la ecuacion:

_ (ta+B)-C)*100
B B

% Humedad
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Donde:
A = peso del crisol vacio (g)
B = peso de la muestra (g)

C = peso del crisol mas la muestra después de secarlo a 103°C

4.7. DETERMINACION DE LLAS CENIZAS TOTALES DE LAS
MUESTRAS.

Para determinar las cenizas totales de las muestras se utiliza un método gravimétrico
a 550°C.

Se pesan 5 g de las muestras y se secan durante 6 horas a 200°C en crisoles previa-
mente calcinados. A continuacion, las muestras se calcinan. La calcinacion com-
prende una rampa de temperatura donde se aumenta la temperatura progresivamente
durante 4 horas hasta llegar a 550°C. Una vez alcanzada esta temperatura se man-
tiene durante 4 horas mas.

Los resultados se expresan en % de cenizas. Para obtener los resultados utilizamos

la siguiente formula:

(Pcr+ce—Pcr)*100
Pcr+m—Pcr

% Cenizas =

Donde:
Pcr+ce : peso del crisol mas el residuo (g)
Pecr: peso del crisol vacio (g)

Pcr+m : peso del crisol mas la muestra (Q)

4.8. DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LA PEPSINA

La determinacion de la resistencia a la pepsina se lleva a cabo simulando in vitro las
condiciones de estbmago de los animales monogastricos.

Los materiales, reactivos y soluciones se detallan en al Anexo 2.

4.8.1. RESISTENCIA A LA PEPSINA EN PRODUCTO

Se pesa 0,6 g del producto enzimatico y se introduce en botella de 100 mL. Se afiaden
68 mL de tampdn fosfato sédico 0,1M, 28 mL de HCI 0,2M, 2,7mL de solucion stock
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de pepsina. Se ajusta a pH 2 utilizando HCI 1M y NaOH 1 M. Después se afiade 1,3
mL de cloranfenicol 0,5% para evitar el crecimiento bacteriano.

Las botellas se incuban durante 1 hora y 15 minutos en un bafio a 40°C con agitacion.
Tras la incubacion se mide la actividad enzimatica del contenido de la botella. Para
ello, se coge una alicuota del contenido de la botella, se realizan las diluciones nece-
sarias para tener una concentracion cuantificable (entre 0,10U/mL y 0,25U/mL) con
tampén acetato 0,25M con 0,01% de Tween 20 y se mide la actividad enzimatica

utilizando el método explicado en el apartado 4.3.

4.8.2. RESISTENCIA A LLA PEPSINA EN MATRIZ DE CEREAL

Se pesan 0,6 g de la matriz de cereal (trigo, soja, maiz y cebada) en una botella de
100 mL. Se afiaden 120 pL de una solucion stock de enzima a 100 U/mL, 25 mL de
tampoén fosfato sodico 0,1 M, 10 mL de HCI 0,2 My 1 mL de solucion de pepsina. Se
ajusta el pH a pH 2 utilizando HCI 1M y NaOH 1 M. Después se afade 0,5 mL de
cloranfenicol 0,5% para evitar el crecimiento bacteriano.

A continuacion, las botellas son incubadas a las mismas condiciones que el apartado

anterior y se sigue el mismo procedimiento para medir la actividad.

4.8.3. RESISTENCIA A LA PEPSINA EN FITATO

Se realiza el mismo procedimiento que en el apartado anterior, pero sustituyendo la
matriz por su contenido de &cido fitico (Tabla 1).

4.9. METODOS ESTADISTICOS

La actividad fitasa, el porcentaje de humedad y el porcentaje de materia organica se
presenta en U/g 0 % * desviacion estandar.

Para el andlisis estadistico se utilizé la Anova de un factor mediante el programa XLS-
TAT. Para evaluar las diferencias significativas se aplico el test estadistico de Tukey

con un p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACION DE I.LAS MUESTRAS
5.1.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimética de las fitasas fue comparada con la actividad tedrica de estas
(evaluada por el fabricante) para poder dar como valida su medida. En la Tabla 2 se
observa como la actividad de cada una de las muestras junto con el porcentaje de
recuperacion en relacion a la actividad teérica se pueden considerar igual ya que la

recuperacion es del 100 %.

Tabla 2. Actividad fitasa medida por el fabricante y durante el experimento.

Muestras U/g tedrica U/g medida %R
RD.2019.029 51141 53062 £ 5768 104
RD.2019.046 11077 11106 + 1406 100
RD.2018.369 10000 10204 + 314 102

+ hace referencia a la desviacién estandar

5.1.2. DETERMINACION PH OPTIMO DE I.LAS MUESTRAS

Se cuantifico actividad fitasa de las distintas muestras a pH 2, 3, 4, 5y 6. Para ello,
se modificé el pH de los distintos tampones utilizados en el método (tampdn del sus-
trato y tampdn de incubacién) y se mantuvieron el resto de las condiciones estableci-
das. La curva de pH para cada fitasa se realiz6 utilizando la actividad relativa.

Tal y como se observa en la Figura 5, el pH 6ptimo para las tres fitasas esta en torno
a pH 3. Cabe destacar que la fitasa RD.2019.029 presenta una actividad practica-
mente nula a pH estomacal (pH 2) y que las tres fitasas incluidas en este estudio

tienen una actividad despreciable a pH 6.
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RD.2019.029 —@=RD.2019.046 —A=RID.2018.369
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% ACTIVIDAD RELATIVA

Figura 5. Curvas de pH dptimo para las fitasas RD.2019.029, RD.2019.046 Y RD.2018.369.

5.1.3. DETERMINACION TEMPERATURA OPTIMA DE ILAS MUESTRAS

Se midid la actividad fitasa de las distintas muestras a las temperaturas de 30°C,
40°C, 50°C, 60°C y 70°C. Para ello, se modifico la temperatura de reaccion y se man-
tuvieron el resto de las condiciones estandarizadas. La curva de temperatura para
cada fitasa se realiz6 utilizando la actividad relativa.

RD.2019.029 —#=—RD.2019.046 =—#=RD.2018.369

160
140
120
100 &=
80
60
40
20

0
30 35 40 45 50 55 60 65 70

TEMPERATURA

Il

% ACTIVIDAD RELATIVA

Figura 6. Curvas de temperatura 6ptima de las fitasas RD.2019.029, RD.2019.046 y RD.2018.369.

Tal y como se observa en la Figura 6, la muestra RD.2019.029 tiene su maximo de
actividad en torno a 40°C y con el aumento de temperatura esta, disminuye su activi-

dad hasta ser casi despreciable a 70°C. Por el contrario, las muestras RD.2019.046
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y RD.2018.369 presentan elevada actividad cuando la reaccion se lleva a cabo a tem-

peraturas altas.

5.1.4. DETERMINACION DE LA MATERIA SECA Y LA MATERIA ORGA-
NICA DE LLAS MUESTRAS

En la Tabla 3 se observa el porcentaje de humedad y de materia organica de cada
una de las muestras. La determinacion de materia orgénica se realiza tras el proceso
de pérdida por desecacién. Calcinando las muestras se obtiene la cantidad de materia

inorganica y la materia organica.

Tabla 3. Porcentaje de humedad y porcentaje de materia organica presente en las tres fitasas analiza-
das * desviacion estandar (n=3).

Muestras %Humedad %Materia organica

RD.2019.029 1,57 +0,06 72,50 + 0,03
RD.2019.046 1,25+ 0,00 74,86 = 0,05
RD.2018.369 1,34 +0,00 79,18 + 0,01

El porcentaje de humedad es bajo y similar para las tres muestras lo que hace prever

gue las fitasas no tienen problemas de estabilidad.

5.2. RESISTENCIA A LA PEPSINA DEIL PRODUCTO

La determinacion de la resistencia a la pepsina se llevé a cabo simulando in vitro las
condiciones del estbmago de los animales monogastricos.

En primer lugar, el ensayo se llevé a cabo siguiendo el PNT (procedimiento normali-
zado de trabajo) de APSA R&D, ya validado en el laboratorio. Segun este protocolo
las fitasas se pesan y se introducen en bolsas filtrantes que se introducen en las bo-
tellas donde se simula la digestion in vitro (apartado 4.8.1). No obstante, se vio que
parte de la muestra permanecia (teéricamente soluble en agua) dentro de la bolsa por
lo que parte de la actividad se perdia. Para comprobar que la perdida de actividad se
debia a ello, se midi6 la actividad del contenido de la bolsa filtrante y se comprobo
gue habia actividad pese a que no pudo cuantificarse. Por ello se procedio a introducir

la fitasa directamente en las botellas.

-24 -



Efecto de la digestibilidad in vitro sobre la actividad fitasa Paula Calvo Lépez-Davalos

En la tabla 4 se observa la actividad enzimatica de cada una de las muestras después
de la digestion junto con su porcentaje de recuperacion comparandolo con la actividad
medida para cada una de las muestras sin realizar el ensayo de digestibilidad (activi-
dad inicial).

Se observa que las fitasas son resistentes a la actividad proteasa de la pepsina ya
gue la recuperacion de la actividad es practicamente completa para las tres fitasas

estudiadas.

Tabla 4. Actividad fitasa de las tres fitasas analizadas tras un ensayo de digestibilidad in vitro + des-
viacion estandar (n=2).
Muestras U/g %R
RD.2019.029 52654 + 2232 99
RD.2019.046 11259 + 74 101

RD.2018.369 10150 * 1525 99

Pese que a la digestibilidad se lleva a cabo a pH 2, la reaccion de analisis se lleva a
cabo a pH 5,5 (método estandarizado). Como se vio que a pH 2 la actividad de la
fitasa RD.2019.029 disminuia considerablemente (Figura 5) se decidié comprobar
gue actividad se obtenia tras llevar a cabo el ensayo de digestibilidad con pH 2 y

utilizando todos los tampones a pH 2.

* pH2 mpH)5,5

50000 I
2 40000
2
< 30000
<
= 20000
o *
2 10000 L — .
=
- 0
5 RD.2019.029 RD.2019.046 RD.2018.369
< MUESTRAS

Figura 7. Comparacién de la actividad medida a pH 2 y pH 5,5 tras ensayo de digestibilidad in vitro.
*indica que se han encontrado diferencias significativas entre el pH 2 y el pH 5 (p<0.05) aplicando el

test de Tukey.
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En la Figura 7 se observan diferencias significativas cuando el andlisis de actividad
se realiza a pH 2 0 5,5 en dos de las tres fitasas analizadas. La fitasa RD.2019.029
disminuye drasticamente su actividad enzimatica a pH 2 en comparacion a las fitasas
RD.2019.046 y RD.2018.369.

5.3. RESISTENCIA A LLA PEPSINA DEL PRODUCTO EN MA-
TRIZ DE CEREAL

Se comprobo la resistencia a la pepsina mediante la digestibilidad in vitro de las dife-
rentes fitasas en presencia de distintos cereales (matriz en la que se ubicara la en-

zima) previamente preparados a una actividad de 20000 U/kg.

Trigco MSoja M Maiz B Cebada

35 - .
o
< 30
S I
< 25 = b b g
< b p
jas) e
a 15
= 10 a
2 I ff
H o5 £t
z I
0 I
RD.2019.029 RD.2019.046 RD.2018.369 Blanco
MUESTRAS

Figura 8. Comparacion de la actividad fitasa tras ensayo de digestibilidad in vitro utilizando diferentes
cereales como matrices.
Las letras en superindice (a, b, ¢, d, e y f) representan las diferencias significativas (p<0.05) de las

actividades enziméticas para una misma fitasa en distintos cereales aplicando el test de Tukey.

En la Figura 8 se observa la comparacion de las actividades de fitasa para las distintas
matrices. Cuando se utiliza soja, maiz y cebada como cereal, todas las matrices se
comportan similar, recuperdndose cerca del 100% de la actividad. Sin embargo,
cuando se utiliza trigo como matriz la actividad varia en gran medida dependiendo de
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la fitasa utilizada. La fitasa RD.2019.029 disminuye su actividad mientras que las fita-
sas RD.2019.046 y RD.2018.369 la aumentan.

Asi, se decidio realizar mas ensayos con la matriz de trigo para estudiar el porqué de
la variacion de actividad. Se realizaron ensayos de digestibilidad en presencia y au-
sencia de la enzima pepsina (Figura 9). Se observa como cuando la digestibilidad in
vitro se lleva a cabo sin utilizar pepsina la actividad fitasa en el trigo aumenta en las

diferentes fitasas. Cabe destacar que el blanco de trigo también tiene actividad fitasa.

Con pepsina Sin pepsina

60 I
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=
)

*

N
S
*
—
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I

RD.2019.029  RD.2019.046  RD.2018.369 BLANCO
MUESTRAS

—
(-

Figura 9. Comparacion de actividad fitasa de las diferentes fitasas tras ensayo de digestibilidad in vitro
utilizando trigo como matriz en presencia y ausencia de pepsina.
*indica diferencias significativas entre la utilizacién o no de pepsina con un P<0.05 utilizando el test de

Tukey.

Se realiz6 un ensayo de digestibilidad in vitro sustituyendo la matriz de trigo por la
cantidad de &cido fitico que esta contenia (Figura 10). Utilizando la informacion de la
Tabla 1 se decidi6 utilizar 20 mg acido fitico/g de trigo. Se pes6 0.12 g de &cido fitico
y se afiadieron 100 mL de tampdn acetato + tween 20 al 10% y pH 5,5, para obtener
una solucién stock de acido fitico. Para llevar a cabo la digestibilidad se afiadié 1 mL
de la solucion stock. La actividad fitasa disminuye cuando se utiliza acido fitico en vez
de trigo para las fitasas RD.2019.046 y RD.2018.369. En cambio, la fitasa
RD.2019.029 mantiene su actividad.
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Figura 10. Comparacion de actividad fitasa de las diferentes fitasas tras ensayo de digestibilidad in
vitro utilizando trigo como matriz para las fitasas y la cantidad de fitato presente en el trigo.
*indica que se han encontrado diferencias significativas entre utilizar trigo y fitato (p<0.05) aplicando el

test de Tukey.

Por udltimo, al igual que se realiz6 en la digestibilidad de producto sin matriz, se midio
la actividad cuando la reaccion se llevaba a cabo a pH 2.
Taly como se observa en la Figura 11 la actividad fitasa disminuye cuando la reaccién

se lleva a cabo a pH 2 respecto al pH 5,5 (pH éptimo para el andlisis estandarizado

de fitasas).
mpH 20 mpHS5,5
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Figura 11. Comparacion de la actividad medida a pH 2 y pH 5,5 tras ensayo de digestibilidad in vitro
utilizando trigo como matriz para las fitasas.
*indica que se han encontrado diferencias significativas entre utilizar pH 2 y pH 5,5 (p<0.05) aplicando

el test de Tukey.
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6. DISCUSION

En el trabajo se estudia la digestibilidad in vitro del estbmago siguiendo el ensayo
descrito por Boisen y Fernandez, 1997. Este ensayo consta de 3 partes: simulacion
del estbmago, del intestino delgado y del intestino grueso. Se decidié emular solo las
condiciones del estomago ya que el 40-50% de la actividad de las fitasas exdgenas
suplementadas en la dieta se da en el estbmago y el 16-31% en la parte superior del
intestino delgado (Yiy Kornegay, 1996). Ademas, la absorcion del P se lleva a cabo
principalmente en la parte superior del intestino delgado (Humer, Schwarz y Schedle,
2015).

Pese a que las tres fitasas analizadas en el trabajo pertenecen a la misma clasifica-
cién enzimatica las diferencias entre ellas son numerosas.

El pH es uno de los factores que mas influye en la actividad enzimética de las fitasas
analizadas. Las tres fitasas pueden clasificarse como fitasas acidas (pH 6ptimo 3,0-
5,5) (Humer, Schwarz y Schedle, 2015). Tras evaluar el pH 6ptimo podemos ver que
la fitasa RD.2019.029 tiene muy poca actividad a pH 2. Esto es especialmente rele-
vante ya que el pH del estbmago de cerdos se encuentra entre 2,0 y 2,5 mientras que
el proventriculo de los pollos estd a pH 2,5 (Dersjant-Li et al., 2015). Como se ha
explicado anteriormente, la actividad enzimatica se lleva a cabo principalmente en
estas partes del tracto gastrointestinal de los animales, por ello, que la fitasa
RD.2019.029 no muestre actividad a pH 2 nos indica que su eficiencia podria verse
modificada en condiciones in vivo.

La actividad enzimatica también se ve alterada por la temperatura. Cuando las fitasas
se afiaden a los piensos estas deben pasar por un proceso de granulacion que se
lleva a cabo a temperaturas elevadas (60-80°C). Debido a ello se busca que las fitasas
sean termorresistentes y mantengan su actividad a temperaturas altas. Aunque en el
presente trabajo no se ha evaluado la termorresistencia de las fitasas, el analisis de
su actividad a diferentes temperaturas nos puede dar una idea de este fenébmeno. Las
fitasas RD.2019.046 y RD.2018.369 muestran una alta actividad a 60 y 70°C por lo
gue seguramente sean resistentes al proceso de granulacion. Por otra parte, la fitasa
RD.2019.029 pierde actividad una vez superados los 40°C, siendo despreciables a
los 70°C. Esto puede indicarnos que si la fitasa se afiade a piensos que después
pasen por el proceso de granulacidn su actividad puede perderse. No obstante, como
se indica en la descripcion de las fitasas, esta fitasa tiene gran capacidad de
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hidrosolubilidad y por ello seria mejor que se dosifica en agua de bebida en lugar de
a los piensos.
En los ensayos de digestibilidad de producto podemos observar que las tres fitasas
son resistentes a la pepsina y al pH acido ya que tras simular in vitro las condiciones
del estbmago y después de medir su actividad utilizando el método estandarizado (pH
5,5) no se observa pérdida de actividad. Sin embargo, cuando utilizamos tampones a
pH 2,0 ademas de para simular la digestion, para llevar a cabo la reaccidon enzimatica,
la actividad de las fitasas disminuye considerablemente, especialmente en la fitasa
RD.2019.029. Como la reaccion se lleva a cabo en el estbmago, podemos deducir
que la actividad se vera disminuida y su eficacia no seré tan alta como cabria esperar.
Por otra parte, cuando las fitasas son adicionadas a una matriz de cereal la actividad
de las fitasas se ve alterada. El grado de alteracion depende de la fitasa analizada y
del cereal utilizado. Asi bien, cuando se utilizan matrices de soja, maiz y cebada la
actividad se mantiene cercana al 100 % de actividad sin haber grandes diferencias
entre las fitasas analizadas. Cuando el cereal utilizado es el trigo se observan grandes
variaciones entre fitasas deduciendo que la composicién del trigo afecta a la actividad
de las fitasas analizadas. Es probable que alguno de los componentes del trigo inhiba
la actividad de la fitasa RD.2019.029 mientras otro componente produzca efecto ma-
triz en las fitasas RD.2019.046 y RD.2018.369. Li et al., 2016 demostraron que la
eficiencia de las fitasas se veia afectada por las concentraciones de Ca, fosforo no
ligado al fosfato (nPP) y fésforo ligado a fitatos PP.
Se ha descrito en los resultados, la inhibicion de actividad enzimética de la fitasa
RD.2019.029 puede ser debido al fitato del trigo ya que cuando el ensayo de digesti-
bilidad se lleva a cabo cambiando el trigo por su contenido de fitato, la actividad no
se ve modificada. Por otra parte, podemos intuir que el efecto matriz producido en las
fitasas RD.2019.046 y RD.2018.369 no es debido al fitato. Se deberian estudiar el
resto de los componentes del trigo para determinar cual seria el componente que
afecta a la actividad.
Otros trabajos han estudiado los moduladores de actividad fitasa. Tamin et al. deter-
mind el porcentaje de degradacion del fitato tras afadir Ca concluyendo que en dietas
en las que se afadia el 0,5% de Ca, la degradacion del fitato era del 25, 4% mientras
gue, cuando no se afiadia Ca la degradacion de fitato era del 69%. En dietas suple-
mentadas con 500 FTU kg de dos fitasas diferentes, se obtuvo una degradacioén del
58,9% y 44,9% en presencia de 0,5% de Cay el 79,5% y 76,2% de degradacion de
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fitato. Wyss et al., 1999 estudiaron las diferencias en la actividad enzimética de tres
fitasas con un alto porcentaje de homologia en su secuencia de aminoacidos. Vieron
gue diferentes iones metalicos (Cu?*, Fe?*, Fe3*, APPF* y Mn?*) afectaban de forma di-
ferente en las diferentes fitasas analizadas.

Cuando el ensayo de digestibilidad in vitro se lleva a cabo sin afiadir pepsina se puede
observar que la actividad aumenta tanto en los ensayos realizados con las tres fitasas
como en el ensayo con el blanco (solo matriz de trigo). El trigo tiene gran actividad de
fitasas intrinsecas (Tabla 1). Segun los resultados obtenidos en el ensayo con pepsina
podemos deducir que las fitasas del trigo no son resistentes a la pepsina. También
podemos pensar que existe una inhibicidbn competitiva entre fitasas intrinsecas en el
trigo y las fitasas exdgenas afadidas, debido a que la actividad de las fitasas
RD.2019.046 y RD.2018.369 no es tan alta como cabria esperar después de ver la
actividad del blanco de cereal.

Cuando la digestion in vitro se da en presencia de trigo y a pH2, la actividad obtenida
es similar a la obtenida en presencia de fitato. Esto puede dar a entender que el efecto
matriz se pierde a pH 2 (muestras RD.2019.046 y RD.2018.369).

El método oficial de medicién de actividad fitasa se lleva a cabo a pH 5,5. Pese a que
durante el experimento se midio la actividad de las fitasas a pH 2 cambiando los pH
de los tampones utilizados para que se lleve a cabo la reaccidn, este método no esta
estandarizado. Tal y como reclaman autores como Dersjant-Li et al., 2015 es nece-
sario la estandarizacién de un método para poder comparar la actividad enziméatica a
pH acido (pH 2-3) presente en las partes superiores del tracto gastrointestinal correc-

tamente.
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7. CONCLUSIONES

e Lastres fitasas analizadas son resistentes a la pepsinay a pH 2,0, pH presente
en el tracto gastrointestinal de los animales monogastricos.

e Los cereales de los piensos tienen influencia en la actividad enzimética.

e Las fitasas estudiadas suplementadas en soja, maiz y cebada son resistentes
ala pepsinay al pH 2.

e El trigo tiene influencia en la actividad fitasa de las tres fitasas analizadas. En
funcidn de la fitasa, la actividad enzimatica puede ser inhibida por la cantidad

de fitato del trigo 0 aumentada por un posible efecto matriz.
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ANEXO 1
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FITASA

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.

Eqguipos

Bafio térmico programable.
pHmMetro.

Agitadores magnéticos
Balanza analitica

Vortex

Centrifugadora (10000 rpm)

Paula Calvo Lépez-Davalos

Pipetas, electronicas y manuales, para medidas entre 10 ul y 1000 pl.

Espectofotometro Multiskan go-Microplate (415nm)

Reloj avisador
Handystep
Estufa de desecacion (105 °C)

Desecador relleno de gel de silice

Materiales

Tubos vidrio, 10 y 20 ml con rosca
Erlenmeyers de 500 ml

Espatula de acero inoxidable
Vaso de precipitados 600 ml
Probetas de 25 ml, 50 ml y 500 ml|
Pipetas Pasteur de plastico
Matraces aforados de 50 y 100 ml
Puntas micropipeta

Puntas Handystep

Varilla magnética
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Reactivos

Amoniaco (NHs) 25%

Heptamolibdato de amonio tetrahidratado ((NH4)eMo07024-4H20)
Vanadato amaonico (NHs VO3)

Acido nitrico (HNO3) 65%

Fitato de sodio hidratado (CeH18024Ps-xNa-yH20)

Tween 20

Acido clorhidrico (HCI) 25%

Acetato de sodio trihidratado (CHsCOONa-3H20)

Soluciones

Reactivo de heptamolybdato de amonio: disolver 100 g £ 0.1 mg de hepta-
molybdato tetrahidratado en 800 ml de agua Milli-Q. Afladimos 10 ml de solu-
cion de amoniaco al 25% y enrasar con agua hasta 1 L. Almacenar a tempera-
tura ambiente en oscuridad. Almacenar un tiempo maximo de 2 meses.
Reactivo de vanadato de amonio: disolver completamente 2,35 g £ 0,1 mg de
monovanadato de amonio en 400 ml de agua Milli-Q caliente. Afiadir 20 ml de
acido nitrico diluido y enreasar con agua hasta 1 L. Almacenar a temperatura
ambiente en oscuridad. Almacenar un tiempo méaximo de 2 meses.

Solucion STOP molibdato/vanadato: mezclar 1 volumen de vanadato de amo-
nio con 1 volumen de heptamolybdato de amonio y 2 volumenes de &cido ni-
trico diluido. Mezclar y almacenar a temperatura ambiente. Almacenar durante
un maximo de 1 dia.

Acido nitrico diluido: diluir un volumen de &cido nitrico al 65% con 2 volimenes
de agua. Almacenar a temperatura ambiente. No tiene caducidad.

Tween 20, 10 % fraccion de masa: disolver 10 g + 0,1 mg de tween 20 con
agua y enrasar a 100mL. Almacenar a temperatura ambiente. Almacenar du-
rante un maximo de 6 meses

Tampon acetato pH 5,5, 0,25 M: disolver 34 g £ 0,1 mg de acetato de sodio
trinidratado en 900 mL de agua. Ajusta a pH 5.5 con &cido clorhidrico al 25%.
Enrasar hasta 1L. Almacenar a temperatura ambiente. Almacenar durante un

maximo de 2 semanas.
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e Tampon acetato pH 5,5, 0.25 M, con 0,01% de tween 20: disolver 34 g £ 0,1
mg de acetato de sodio trihidratado en 900 mL de agua. Ajusta a pH 5.5 con
acido clorhidrico al 25%. Afadir 1 mL de tween 20 al 10% en masa. Enrasar
hasta 1L. Almacenar a temperatura ambiente. Almacenar durante un maximo
de 2 semanas.

e Solucidn de sustrato de fitato, 7,5 mM: disolver 2,4 + 0,1 mg de acido fitico sal
de sodio hidratado en 200 mL de tampdn acetato pH 5,5. Ajustar el pH a 5,5
con acido clorhidrico. Enrasar con tampdn acetato hasta 250 mL. Almacenar a
temperatura ambiente. Almacenar un maximo de 2 semanas.

e Solucion estandar de stock de fosfato para la recta de calibrado, 50 M: secar
10 g de potasio dihidrogenfosfato (KH2POa4) a 105°C durante 2 horas. Dejar
enfriar en el desacador durante 30 minutos. Pesar 682 mg + 0.1 mg de KH2PO4
secado y enrasar hasta 100 mL con tampoén acetato 0.25 M con 0.01% de masa
de tween 20. Almacenar a temperatura ambiente. Almacenar un maximo de 2

semanas.

PROCESO ANALITICO

PREPARACION DE LLA CURVA DE CALIBRACION ESTANDAR DE FOS-
FATO Y LECTURA A 415NM

Para la realizacion de la curva de calibracion estandar de fosfato se utiliza la solucién
stock de fosfato 50 M. Esta se diluye con tampén acetato 0,25 M pH 5,5 con 0,01%
de Tween 20 segun la Tabla 5.

Para preparar la recta se pipetean 360 uL de tampdn acetato 0,25 M con 0,01% de
fraccion de masa con Tween 20, y 40 pL de la solucién estandar de fosfato corres-
pondiente. Para preparar los blancos se pipetearan 400 pL del tampén. Se afiade 0,8
mL de la solucién de sustrato de fitato y 0,8 mL de solucién STOP. Se centrifugan a
10000 rpm durante 5 minutos. En una placa de Elisa se afiaden 200 uL del sobrena-
dante y se mide la absorbancia a 415 nm.

Para cada dilucion se realizan tres determinaciones y dos determinaciones para los

blancos.
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Tabla 5. Volumenes necesarios para preparar la curva de calibracion estandar de fosfato, junto con el

factor de dilucién y la concentracion obtenida.

Solucion Volimenes de Volumenes de Factor de Concentracion
estandar solucion estandar 0,25M de tampén  dilucién (umol/mL)
stock de fosfato acetato con
0,01% de faccion
de masade
Tween 20
A 1 1 2 25
B 1 3 4 12,5
C 1 7 8 6,25
D 1 15 16 3,125
E 1 31 32 1,5625

PREPARACION DE LA MUESTRA

Se preparan dos replicas por cada muestra.

Se pesa 1 g + 0,01 mg de muestra en dos matraces aforados de 100 mL y se enrasa
con tampoén acetato 0,25 M con 0,01% en masa de Tween 20. La muestra se diluye

para tener una concentracion final que esté entre los 0,15 U/mL y los 0,25U/mL.

ANALISIS DE LAS FITASAS (LIBERACION DE FOSFORO INORGANICO)

Se adiciona 360 pL de tamp6n acetato 0,25 M pH 5,5 con 0,01% de Tween 20 al 10%
y 40 pL de la dilucion de la muestra. Los tubos se pre-incuban a 37°C. En los tubos
gue seran utilizados como muestra, se adiciona 0,8 mL de sustrato fitico y se incuban
durante 30 minutos. Pasado este tiempo se adicionan 0,8 mL de la solucion Stop. En
los tubos utilizados como blancos se adiciona primero 0,8 mL de la solucién Stop y
posteriormente 0,8 mL del sustrato fitico. Se centrifuga 5 minutos a 10000 rpm y por

ultimo, se lee la densidad Optica de cada tubo en el espectrofotometro a 415 nm.

INTERPRETACION Y VALIDEZ DE LOS RESULTADOS

El % RSD de dos analisis de la muestra no debe superar el 15%.
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CALCULOS Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresan como media de dos analisis (U/g producto), desviacion
estandar (s) y desviacion estandar relativa (%0RSD) para cada actividad enziméatica.
La concentracion de fosforo inorganico se obtiene por la interpolaciéon de la recta pa-

tron, usando regresion lineal:

y =ax + b Abs (415 nm) = a [umol/mL] + b

[Fosfato inorganico (umol/mL) = Abs (415 nm) - b/a
La actividad enzimatica (U/g producto) se calcula como:
U/g producto = [ pmoL (fosfato inorganico) /mL] x Vd/t x g producto

Donde:
pMmol (fosfato inorganico) = concentracion de fésforo inorganico
Vd = dilucion de cada muestra

t = tiempo de incubacion

g producto = peso del producto en gramos
EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Unidad de fitasa es la cantidad de enzima que libera 1 pmol de fosfato inérganico de

sustrato fitico por minuto a 37 °C y pH=5.5.
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ANEXO 2

DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LA PEPSINA
MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS Y SOLUCIONES

Materiales
e Erlenmeyer 100 ml.

e Botellas 100 ml.

Eguipos
e Balanza analitica

Bafio térmico con agitacion

pHmMetro

Agitador magnético
Reactivos
e Cloranfenicol (C1:H12Ci2N20s)
e Hidrogenofosfato di-sodio anhidrido (NazHPO4)
e Pepsina de tracto gastrico porcino
e Acido clorhidrico (HCI) 37%
e Hidroxido de sodio (NaOH)
Soluciones
e Cloranfenicol 0.5%: se pesan 100 mg de cloranfenicol y se afiade 20ml de eta-
nol al 96%. Se almacena a -3°C durante un maximo de 3 meses.
e Tampodn fosfato de sodio 0.1M a pH 6: se disuelven 1.58 g de NazHPO4y 29.44
g de NaH2PO4*2H20 en 1.5 L de agua. Se ajusta el pH a 6 utilizando HCl y
NaOH. Se enrasa a 2 L con agua. Se almacena a temperatura ambiente du-
rante un maximo de 1 mes.
e HCI 0.2 M: se afiaden 8.28 ml de HCI y se enrasa a 500 ml con agua. Se al-
macena a temperatura ambiente durante un maximo de 3 meses.
e Solucion de pepsina 0.025g/ml: se disuelven 0.25gde pepsina en 10 ml de HCI

0.2M. Preparar justo antes de utilizar.
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