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Resumen

Una forma Ttil de evaluar la potencial funcionalidad de las fitasas comerciales bajo las condiciones del
digestivo de especies acuaticas es utilizar modelos de simulacion digestiva adaptados a la fisiologia de
especies concretas. El presente estudio ha utilizado un modelo in vitro de digestion de lubina para testar la
efectividad de 4 fitasas evaluando los cambios en la liberacion de fosforo total y fitato solubles a partir de
una matriz de ingredientes vegetales. Los resultados evidenciaron diferencias muy significativas en la
capacidad de las enzimas para hidrolizar el fitato, con valores que variaban entre el 9% y el 90% de la
cantidad inicialmente presente en la muestra, lo que incrementaba la cantidad de fosforo soluble
potencialmente biodisponible hasta en un 50% en el mejor de los casos. Se demostrd por tanto la utilidad
de este enfoque como herramienta analitica aplicable a la seleccion de la enzima mas adecuada segun la
especie y los ingredientes vegetales a emplear.

Introduccioén

Mas del 50% de las reservas de fosforo en las semillas de leguminosas y cereales esta presente como fitato,
una forma no biodisponible para animales monogastricos, tanto terrestres como acuaticos y altamente
reactiva con otros compuestos. El uso creciente de ingredientes vegetales en piensos para acuicultura
conlleva una ingesta elevada de fitato que se traduce directa o indirectamente en efectos negativos sobre la
utilizacion de minerales, proteinas y energia por parte de los mismos. El uso de fitasas para hidrolizar el
fitato es una practica rutinaria en la elaboracion de piensos para monogastricos terrestres. De esta forma no
solo se incrementa la biodisponibilidad de dicho elemento, sino que se reducen las cantidades necesarias
para suplementacion y las descargas al medio de fosforo, asi como los efectos antinutritivos generados por
el fitato a nivel digestivo. Aunque esta practica se estd extendiendo cada vez mas en el ambito de la
acuicultura, la evaluacion de su potencial aplicacion precisa considerar los rasgos peculiares de la fisiologia
digestiva entre peces. En este sentido, los ensayos de simulacion digestiva in vitro pueden ser una valiosa
herramienta dado que permiten establecer condiciones experimentales estandar que permiten estimar tanto
el efecto del proceso digestivo sobre diferentes fitasas como la efectividad de las mismas. En el presente
estudio se ha aplicado un modelo de simulacion del digestivo de lubina (Dicentrarchus labrax) para evaluar
la efectividad comparada de 4 fitasas comerciales en la hidrolisis del fitato presente en una matriz vegetal.
Los resultados pueden ser utilizados tanto para seleccionar la enzima mas adecuada como para optimizar
las dosis que maximicen el rendimiento a partir de ingredientes concretos.

Material y Métodos

Se prepar6 una matriz modelo de 2 ingredientes vegetales formada por un 60% de harina de soja y 40%
gluten de maiz. Sobre la misma se aplicaron 4 fitasas comerciales, procedentes de distintos fabricantes, las
cuales se prepararon en forma liquida para facilitar su dosificacion y mezcla con las harinas. Las cantidades
utilizadas se calcularon tomando en consideracion las indicaciones del proveedor y para garantizar el aporte
de una actividad equivalente por kg de dieta.

Tabla 1. Condiciones utilizadas en el ensayo in vitro para las dos etapas de digestion

Temperatura (°C) 25
Cantidad pienso (mg) 700
Etapa acida

Extracto enzimatico (U proteasa/g pez) 39
pH 4.5
Tiempo (h) 3
Etapa alcalina

Extracto enzimatico (U proteasa/g pez) 27.5
pH 8.2

Tiempo (h) 3
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Una vez hechas las mezclas, se almacenaron a -20 °C hasta su empleo en los ensayos de digestion simulada.
Estos se llevaron a cabo usando biorreactores de membrana semipermeable los cuales permiten la retirada
constante de los productos de hidrolisis generados durante la hidrolisis de los sustratos minimizando las
interferencias entre si. Las condiciones empleadas se basaron en los rasgos de la fisiologia digestiva de la
lubina (tipo y cantidad de enzimas, pH, duracion de la digestion, etc) adaptadas para un individuo de 50 g
(Tabla 1). Se midieron tanto las cantidades de fosforo total y fitato solubles liberadas como resultado de la
hidroélisis como las remanentes en el residuo final. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Resultados y Discusion

Laliberacion de P total y P fitico a partir de la matriz vegetal resultante de los tratamientos con las diferentes
fitasas se detalla en la Figura 1. Se pudo observar que en los casos de las fitasas A y B se obtuvieron
elevadas cantidades de P soluble durante la hidrolisis, mientras que las de fitato soluble fueron bajas, lo que
sugiere que la hidroélisis de esta molécula fue eficiente y produjo cantidades significativas de P disponible.
En cambio, los resultados obtenidos con las fitasas C y D evidenciaron una menor liberacion de P soluble
que se correspondieron con mayores cantidades de fitato soluble que no fue hidrolizado adecuadamente.
Estas diferencias entre ambos grupos de fitasas se correlacionaron claramente con los valores de P total
remanentes en la matriz vegetal tras la digestion (Figura 2). Los resultados obtenidos demuestran que las
fitasas evaluadas presentaban una efectividad claramente diferente en su capacidad de hidrolizar fitato
cuando operaban en las condiciones simuladas del digestivo de lubina, de manera que dos de ellas
produjeron cantidades significativamente mayores de P potencialmente biodisponible para absorcion
intestinal y menor cantidad en el residuo no digerido en comparaciéon con las restantes. Se pone de
manifiesto por tanto la idoneidad de los ensayos in vitro de simulacion digestiva como herramienta para
ayudar a la seleccion de la enzima mas adecuada para su potencial inclusion en un pienso comercial de la
especie seleccionada.
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Figura 1. Variaciones en las cantidades de fosforo soluble total (linea solida) y fitato soluble (linea de puntos) liberadas
durante la hidrolisis de la matriz vegetal bajo condiciones simuladas in vitro de la digestion de lubina. Las cifras indican
las cantidades promedio totales de ambos productos recuperadas al final de la hidrélisis.
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Figura 2. Cantidades de fosforo total presentes en el residuo no digerido tras la hidrdlisis enzimatica en las muestras
tratadas con las diferentes fitasas.



