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Resumen

Se realiz6 un trabajo en el Instituto de Ciencia Animal (ICA) con el objetivo
de obtener un crudo enzimatico con actividad fitasa a partir de
fermentaciones microbianas, para ello se realizaron dos experimentos, uno,
utilizando una cepa de Aspergillus oryzae y el otro usando una cepa de
Rhodotorula spp., se tomaron muestras de harina de maiz previamente
esterilizadas y se inocul6é sobre esta la cepa del hongo o levadura segun
correspondiera, luego se mantuvo en condiciones favorables de crecimiento
(humedad y temperatura). Los muestreos se realizaron en diferentes
tiempos de fermentacion para cada cepa y en cada uno de ellos se
determindé el contenido en fosforo fitico, fésforo total y crecimiento
microbiano, los dos primeros se compararon con el de la muestra inicial y el
tratamiento control. Se demostré que la cepa de A. oryzae tiene buena
actividad hidrolitica sobre el fésforo fitico, existiendo la mayor actividad a las
48 horas con una hidrélisis de 0.47 g/kg, momento que coincidié con la fase
de mayor desarrollo de las colonias. En el caso de Rhodotorula spp. los
resultados demostraron bajo desarrollo microbiano y baja actividad fitasa
con solo 0.17 g (gramos) de fosforo fitico hidrolizado por kg de harina. A
pesar de que ambas cepas microbianas expresaron actividad fitasa, fue la
cepa de A. oryzae la que mostré mayor actividad hidrolitica en el fésforo
fitico, estos principios llevados a la practica se traducen en menor
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contaminaciébn ambiental asi como mejor desempefio productivo vy
economico en la nutriciéon de animales monogastricos.

Palabras claves: fésforo fitico | Aspergillus oryzae | Rhodotorula | fitasa |
maiz.

Abstract

Abstract: This work was carried out at the Institute of Animal Sciences of
Cuba (ICA) with the objective of obtaining an enzymatic mixture showing
phytase activity from microbial fermentation. Thus, two experiments were
carried out, the first using a culture of Aspergillus oryzae and the other using
a culture of Rhodotorula spp. Samples of corn flour, that had been
previously sterilized, were taken. Then, the fungus or the yeast were
inoculated to these samples, which were kept in favourable growth
conditions (humidity and temperature). Samplings were done at different
fermentation times for each culture to determine the phytic phosphorus and
total phosphorus and total phosphorus contents as well as microbial growth.
The results were compared to the sample and a control. It was found that
the A. oryzae culture has a good hydrolytic activity on phytic phosphorus,
with the highest level of activity taking place 48 hours after inoculation with
an hydrolysis of 0,47 g/kg, which coincided with the maximum growth of the
colonies. In the case of Rhodotorula spp. the results showed a low microbial
growth and a low phytase activity with only 0,17 g of phytic phosphorus
hydrolyzed per kilogram of flour. In spite of the fact that both microbial
cultures showed a certain amount of phytase activity, the A. oryzae culture
showed a higher amount of hydrolytic activity an phytic phosphorus, which
means that it results in less environmental pollution as well as a better
productivity in monograstric animals feeding.

Key words: phytic phosphorus | Aspergillus oryzae | Rhodotorula | phytase
| corn

Introduccién

El &cido fitico y sus sales constituyen la principal forma de almacenamiento
de fosforo en semillas de cereales y leguminosas, sin embargo, en esta
forma el fésforo permanece no disponible para los animales monogastricos
debido a que estos no estan provistos de suficiente actividad fitasa, capaz
de liberar el grupo fosfato de la estructura del fitato. Segun Martinez y col.
(2002) el acido fitico, es ademas, un compuesto con actividad antinutricional
dado a su capacidad de formar complejos insolubles con minerales,
proteinas y almidones, disminuyendo su disponibilidad bajo condiciones
fisioldgicas.
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Una alternativa que ha tenido el hombre para aumentar la disponibilidad del
fésforo vegetal, ha sido extraer de fuentes microbianas, enzimas que
hidrolicen estos fitatos, ya que esta comprobada la actividad de la enzima
fitasa en diversos microorganismos.

Es por ello que constituye prioridad de la investigacion en la rama animal,
buscar una forma eficiente de controlar este efecto antinutricional que
contribuye cada dia mas al deterioro de medio y que a su vez influye
negativamente en economia de la producciéon animal. Teniendo en cuenta lo
antes planteado se realiz6 una investigacion para alcanzar los siguientes
objetivos:

Objetivo general

1. Obtener un crudo enzimatico con alta actividad fitasa a partir de
fermentaciones microbianas.

Objetivos especificos

2. Evaluar la actividad fitasa relativa de las cepas H/6.28.1 de
Aspergillus oryzae y LRO de Rhodotorula spp. sobre un sustrato
rico en fosforo fitico.

3. Evaluar la actividad fitasa relativa de los crudos enzimaticos, a
través del contenido de fésforo fitico.

Materiales y Métodos

Se realizaron dos experimentos en el Instituto de Ciencia Animal (ICA) a
escala de laboratorio que consistieron en fermentar harina de maiz con dos
cepas microbianas diferentes y determinar la actividad hidrolitica de cada
cepa en el contenido de fésforo fitico presente en la harina. En el
Experimento 1 se utilizé la cepa H/6.28.1 de Aspergillus oryzae y en el
Experimento 2 se us6 la cepa LRO (Levadura Rhodotorula Opaca) de
Rhodotorula spp., ambos experimentos se llevaron a cabo por Fermentacion
en Estado Sodlido (FES) y Fermentaciones Sdélido Sumergida
respectivamente. Se utilizaron erlenmeyer de 500 ml en los cuales se
inocularon cepas microbianas en 30 gramos de harina de maiz.

Los muestreos se realizaron en una dinamica donde en cada uno de los
tiempos deseados (horas), se les midié el pH, crecimiento microbiano y
luego se sometieron a 80° C para frenar su fermentacién, una vez pasada las
48 horas restantes se les determind su contenido en fésforo fitico, fésforo
total.

Para el caso de Aspergillus oryzae los tiempos de evaluacion fueron (0, 24,
48, 72, 96, 120 horas) y para Rhodotorula spp. (0, 4, 8, 12, 20, 28, 36, 44
horas). El fosforo total se determind por el método de Amaral (1972), citado
por Herrera y col. (1980) y el fésforo fitico segun Albelo (2007).
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Con la finalidad de medir el crecimiento que tenian ambas cepas microbianas
sobre el sustrato de harina de maiz se realizaron observaciones en cada
muestreo; para el caso de Aspergillus oryzae se le hicieron pruebas de
observacion y para Rhodotorula se realizaron conteos totales en camara de
Neubauer.

La actividad fitasa relativa se determind por la siguiente expresion
matematica:

Actividad Fitasa= P f (inicial) — Pf (muestreo siguiente) — (.....)P f (final)
Pf — Fosforo fitico

Analisis estadistico:

Los experimentos se realizaron segun Disefo Bloque al Azar con Clasificacion
Simple y los resultados se procesaron en el paquete estadistico
“STATGRAFIC version 5.07, las diferencias entre medias se determinaron por
la docima de Duncan, 1995.

Resultados y Discusion

En el desarrollo de la cepa de Aspergillus oryzae sobre el sustrato, se pudo
apreciar que el mayor crecimiento se encontré a las 48 horas, aunque la
esporulaciobn completa no se alcanz6 hasta las 120 horas. Este
comportamiento resultd ser similar al descrito en la literatura para este
género lo que demuestra el efecto positivo del sustrato partiendo de que el
indculo se desarrollé sobre la harina de maiz por un tiempo de 120 horas
(Abin y Fernandez, 1996).

Al observar los resultados de la actividad fitasa indirecta (relativa) se
comprobo6 que Aspergillus oryzae expresa su mayor actividad a las 48 horas,
donde se observd una hidrélisis de 1.1 gramos de fésforo fitico/kg (Figura
1), estos resultados coinciden con los planteados por Agudelo (2002), el cual
probé6 en cerdos, que 500 unidades de fitasas de Aspergillus niger
recombinante incrementaron el fésforo disponible en 0.86 g/kg de alimento.
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En la figura anterior se presenta el comportamiento hidrolitico sobre
contenido de fésforo fitico de la cepa de Aspergillus oryzae una vez pasada
las 48 horas, en este caso se aprecia una estabilidad enzimatica en las 72,
96 y 120 horas restantes, alcanzando solamente 9.09% del fésforo
hidrolizado total, la causa del planteamiento anterior puede estar dada al
agotamiento del fésforo fitico a partir de las 48 horas en la que la cepa
expreso su mayor actividad fitasa y por tanto una reduccion considerable del
fésforo organico.

En cuanto a la fermentacion sélido sumergido de la harina de maiz por la
cepa LRO de Rhodotorula spp. (Tabla 1), obsérvese como la cepa, aunque
mostré cambios estadisticos sobre los valores de fésforo fitico, no provoco
cambios desde el punto de vista biolégico al comparar en cada tiempo el
contenido de fésforo fitico con respecto al inicial. En este caso el valor mas
bajo de fésforo fitico se aprecia a la hora 36, sin embargo representa solo un
15 % del fosforo fitico inicial.

Tabla 1. Actividad fitasa relativa de la cepa LRO de Rhodotorula spp. sobre
el contenido de fésforo Fitico (F. fit) (g/kg de alimento) y el pH

t 0 4 8 12 20 28 36 44 Cont -
inicial
Ff 1,763 | 1,74%° | 1,71 | 1,70° | 1,68 | 1,67 | 1,64Y | 1,679 | 1,84% 1.93
EE+ - 0,019 *
pH 4,35 4,46 4,85 4,85 4,81 4,52 | 5,24 |5,37 | 4,44

Medias con letras no comunes en la misma fila difieren entre si para P < 0,05 (Duncan,

1955),

* P< 0,05

Leyenda:

 — Tiempo (horas)
Ff ---- Fosforo fitico

Cont ---- Control

Otro aspecto importante lo constituye el comportamiento del pH en la
fermentacion, el cual se mantuvo por debajo de 6 (Tabla 1). Los valores de
pH observados pudieran estar relacionados con el escaso crecimiento de
Rhodotorula spp. durante la fermentacion, corroborando lo planteado por
Rodriguez (2004) de que esta cepa se desarrolla en condiciones de pH
alcalinos, por lo que los bajos valores de pH en la fermentacion pudieron
influir negativamente en la actividad fitasa del microorganismo en cuestion.
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Conclusiones

1. Se encontr6 alta actividad fitasa de la cepa de Aspergillus oryzae en
la harina de maiz usada como medio de fermentacion.

2. Aspergillus oryzae redujo el contenido de fosforo fitico en todos los
tiempos, siendo las 48 horas el momento de mayor actividad fitasa.

3. El sustrato harina de maiz permitié el crecimiento normal de
Aspergillus oryzae.

4. La actividad fitasa de la cepa de Rhodotorula spp. fue baja en la
harina de maiz usada como sustrato.

5. Recomendaciones

6. Encontrar una forma adecuada para la extraccion, almacenamiento y
utilizacion del crudo enzimatico obtenido a partir de Aspergillus
oryzae.

7. Continuar el estudio de Rhodotorula spp. como productora de fitasa
exdgena.
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