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RESUMEN

Se midid la actividad fitasica in vitro de las bacterias del rumen
de cabras alimentadas con diferentes tipos de dietas. Se utili-
zaron seis cabras de la raza Alpino, con peso promedio de 70
kg, distribuidas aleatoreamente, tres por tratamiento, a dos ti-
pos de dietas, alta (F, 80% de MS) o baja (C, 40% de MS) en
forrajes. Se tomo¢ liquido ruminal, de cada animal, para separar
las bacterias por centrifugacion. El in6culo bacteriano fue incuba-
do con el sustrato, fitato de sodio, durante 2 y 4 horas y, durante
4,10, 16 y 22 horas para la dieta alta en forrajes. El material in-
cubado fue centrifugado y el sobrenadante fue utilizado para me-
dir el fosforo inorganico liberado. Los valores fueron ajustados
por la cantidad de fésforo inorganico presente en el indculo bac-
teriano. La cantidad de fosforo liberado por las fitasas microbia-
nas del rumen, expresada como g P mLL, fue de 128, 7 y 126,8
para F y C, respectivamente, sin diferencias entre dietas, durante
2 horas de incubacion. A 4 horas de incubacion la actividad fitasi-
ca incrementd (P<0,008) con valores de 156,1 y 158,1 para F y
C, respectivamente, sin diferencias significativas entre dietas. La
actividad fitasica de las bacterias (nmol P min'l) fue similar entre
dietas, con valores de 28,0y 28,7 para F y C a las 2 horas de in-
cubacion. La actividad fitasica disminuyé (P<0,02) siendo los va-
lores a las 4 horas de incubacion de 18,0 y 19,5 para F y C, res-
pectivamente. La proporcién de fésforo liberado (g P mL'l) del fi-
tato de sodio incrementd (P<0,001) con el tiempo de incubacién
siendo los valores de 174,4; 208,6; 235,8 y 264,0 para 4, 10, 16
y 22 horas, respectivamente. El fosforo liberado (%) increment6
con el tiempo de incubacién siendo los valores de 43,54; 52, 07;
58,87 y 65,91, respectivamente para 4, 10, 16 y 22 horas. La ac-
tividad fitasica (nmol Pi min'l) disminuy6 (P<0,001) con el tiempo
de incubacion siendo los valores de 23,4; 11,2; 7,9y 6,5 para 4,
10, 16 y 22 horas, respectivamente.
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ABSTRACT

To evaluate the phytase activity of the rumen bacteria in vitro,
six Alpine goats, averaging 70 kg body weight were distributed,
three for treatment, to two types of diets, high (F, 80% DM) or
low (C, 40% DM) forage level. From each goat, ruminal liquid
were taken to separate bacteria by centrifugation. Approxi-
mately one gram of bacterial material was incubated with so-
dium phytate, during 2 and 4 hours, and, during 4, 10, 16 and
22 hours in the forrage diet. The incubated material was cen-
trifuged and the supernatant was used to measure the re-
leased inorganic phosphorus. The values were adjusted ac-
cording to the quantity of inorganic phosphorus present in
the rumen in6culum. The quantity of released phosphorus by
the microbial phytase of the rumen, expressed as g P mL-1,
was 128,7 and 126,8 for F and C, respectively, with no differ-
ences between diets, during 2 hours of incubation. At 4
hours of incubation the phytase activity increased (P<0,008)
with values of 156,1 and 158,1 for F and C, respectively,
without significant differences between diets. The phytase
activity of the bacteria (nmol P min-1) was similar between
diets, with values of 28,0 and 28,7 for F and C at 2 hours of
incubation. The phytase activity decreased (P<0.02) at 4
hours of incubation to 18,0 and 19,5 for F and C, respec-
tively. The proportion of released phosphorus (g P ml-1)
from sodium phytate increased (P<0.001) with the time of in-
cubation, being the values of 174,4; 208,6; 235,8 and 264,0
for 4, 10, 16 and 22 hours, respectively. The released phos-
phorus increased with the time of incubation being the val-
ues of 43.54, 52. 07, 58.87 and 65.91%, respectively for 4,
10, 16 and 22 hours. The phytase activity (nmol Pi min-1)
decreased (P<0.001) with the time of incubation being the
values of 23,4, 11,2, 7,9 and 6,5 for 4, 10, 16 and 22 hours,
respectively.
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INTRODUCCION

Los rumiantes en estados fisiologicos de altas deman-
das nutricionales y de elevada produccién de carne y leche ge-
neralmente son suplementados con granos y/o subproductos
de cereales y oleaginosas. Estos materiales contienen altos ni-
veles de fosforo fitico (60-80% de P total) que es potencial-
mente utilizado por estas especies, por la actividad fitdsica de
los microorganismos del rumen.

Muy pocos trabajos han sido realizados sobre la utiliza-
cion del foésforo fitico por las fitasas de los microorganismos
del rumen bajo diferentes regimenes de alimentaciéon. Raun y
col. [5] sefialan que la hidrdlisis de los fitatos en el rumen es
incompleta debido a la saturacion de la actividad enzimatica.
Asimismo, Ellis y Tillman [3] indican que cuando se utilizan
dietas que contienen altas proporciones de fosforo fitico es po-
sible que no ocurra la hidrdlisis total del compuesto.

Recientemente, Yanke y col. [9] han determinado la acti-
vidad fitasica de cultivos puros de bacterias ruminales bajo di-
ferentes condiciones de alimentacion. Estos estudios demues-
tran que la actividad fitasica del rumen es principalmente de
origen bacterial, confirmando los resultados de Raun y col. [5],
y que, la actividad fitasica de las bacterias ruminales incre-
menta cuando se suministran dietas altas en concentrados.

Consecuentemente, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la actividad fitasica in vitro del rumen, provenientes
de inéculos de cabras alimentadas con dietas altas en forrajes
0 en concentrados.

MATERIALES Y METODOS

Animales y dietas experimentales

Para medir la actividad fitasica in vitro del rumen, seis
cabras, de la raza Alpino, con peso promedio de 70+5,3kg,
distribuidas aleatoreamente, tres por tratamiento, fueron ali-
mentadas con dos tipos de dietas, alta en forrajes (F, 80% de
MS) y alta concentrado (C, 40% de MS), TABLA I.

Muestras ruminales y preparacién del in6culum

De cada cabra, después de un periodo de adaptacion de
15 dias a las dietas experimentales, TABLA |, se tomaron
250mL de liquido ruminal, previo filtrado a través de una gasa.
Del fluido ruminal recolectado se separaron las bacterias por
centrifugacion diferencial directa. La primera centrifugacion se
realizé a 200g, por 10 minutos, con la finalidad de separar las
particulas de alimento y una recentrifugacion del sobrenadante

TABLA |
COMPOSICION DE LAS DIETAS (% MS)

Forraje (F) Concentrado (C)

Alfalfa (heno) 34,0 25,5
Graminea (heno) 16,0 12,0
Remolacha (silage pulpa) 26,0 19,5
Cebada (paja) 4,0 3,0
Maiz (harina) 6,4 12,8
Cebada (harina) 6,4 12,8
Remolacha (pulpa 2,0 4,0
deshidratada)

Soya (harina) 4,0 8,0
Bicarbonato de sodio 0,5 0,5
Minerales 0,7 0,7
Proteina cruda,% 13,3 14,2
FDN,% 52,15 44,22

FDN: Fibra detergente neutra.

a 12000g, por 30 minutos, para sedimentar las bacterias del
rumen.

El residuo bacteriano fue lavado dos veces con una so-
lucién de NaCl 0.9%. Aproximadamente un gramo de bacteria,
diluido en 10mL de solucion tampon tris-HCI 0.02M y pH 7.5,
fue triturado con un ultra turax, tres veces durante 15 seg., dejan-
do reposar por 10 seg. en hielo, entre cada molienda. Las mues-
tras fueron centrifugadas a 2500rpm, durante 10 seg. y luego re-
centrifugado el sobrenadante a 13000rpm por 30 minutos.

Actividad fitasica

La metodologia desarrollada por Bitar y Reinhold [2] para
medir la actividad enzimatica en alimentos y mucosa intestinal,
fue adaptada para medir la actividad enzimatica en bacterias ru-
minales, para lo cual, un mL del sobrenadante fue incubado con
el sustrato, fitato de sodio 5mM, en bafio de Maria a 39°C, du-
rante 2 y 4 horas, para las dietas altas en forraje o en concen-
trado y, 4, 10, 16 y 22 horas, solo en la dieta alta en forrajes. Se
adicion6, ademas, MgCI2 100mM, tampon tris-HCI 0,2M pH 6.5
y agua destilada. La actividad fitasica fue interrumpida con 3mL
de acido tricloroacético (20%). El material incubado fue centrifu-
gado a 10000rpm, durante 10 seg. El sobrenadante fue utilizado
para medir el fésforo inorganico liberado [1]. Los valores fueron
ajustados por la cantidad de fosforo inorganico presente en el
inéculo bacteriano.

Una unidad (U) de fitasa fue definida como la cantidad
de enzima requerida para liberar 1nmol Pi min-1 bajo las
condiciones indicadas para la experimentacién y por mL de
inoculum [2].
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TABLA Il

FOSFORO INORGANICO LIBERADO POR FITASAS MICROBIANAS (gPi mL'l,%) DEL RUMEN DE CABRAS ALIMENTADAS
CON DIFERENTES DIETAS

Pi liberado, gPi mL™

Pi liberado,%

Tiempo, h F C SD F C
2 128,7 126,8 10,8 32,13 31,66
4 156,1 158,1 10,8 38,96 39,46

Tiempo: P<0,008; Dieta: P<0,99; TxD: P<0,86

TABLA Il
ACTIVIDAD FITASICA (nmol Pi min'l) DE LAS BACTERIAS
DEL RUMEN DE CABRAS ALIMENTADAS CON
DIFERENTES DIETAS

Dieta
Tiempo, h F C SD
2 28,0 28,7 3,0
4 18,0 19,5 3,0

Tiempo: P<0,02; Dieta: P<0,72; TxD: P<0,89

Los datos fueron sometidos a analisis de la varianza y
las medias comparadas por el método de amplitudes multiples
de Duncan [7].

RESULTADOS

La cantidad de fésforo liberado por las fitasas microbia-
nas del rumen, durante 2 horas de incubacion, fue de 128,7 y
126,89 Pi mL'lpara F y C, respectivamente, sin diferencias en-
tre dietas. Cuando el tiempo de incubacién aumenté a 4 horas
la actividad fitasica incrementé significativamente (P<0,008)
con valores de 156,1 y 158,1 para F y C, respectivamente, sin
diferencias significativas entre los tipos de dietas, TABLA II.

El porcentaje de fésforo liberado del sustrato (fitato de
sodio), a las 2 horas de incubacion, fue de 32,13 y 31,66 para
F y C, respectivamente, y a las 4 horas de 38,96 y 39,46, para
el mismo orden de tratamientos.

La actividad fitasica de las bacterias (nmol Pi min') fue
similar entre dietas, con valores de 28,0 y 28,7 para Fy C, a
las 2 horas de incubacion. La actividad fitdsica disminuy6 sig-
nificativamente (P<0,02) con el tiempo de incubacion, siendo
los valores a las 4 horas de 18,0 y 19,5 para F y C, respectiva-
mente, TABLA Il

Cuando el tiempo de incubacion se extendié a 22 horas,
en la dieta alta en forrajes, la proporcion de fésforo liberado
(ngPi mL'l) del fitato de sodio incrementd significativamente
(P<0,001), siendo los valores de 174,4, 208,6, 235,8 y 264,0
para 4, 10, 16 y 22 horas, con concentraciones de fosforo libe-
rado de 43,54; 52,07; 58,87 y 65,91%, respectivamente para
los mismos tiempos de incubacién. La actividad fitasica (nmol
Pi min'l) disminuyé significativamente (P<0,001) con el tiempo
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de incubacién, siendo los valores de 23,4; 11,2; 7,9y 6,5 para
4,10, 16 y 22 horas, TABLA IV.

En la FIG. 1 se describen las ecuaciones de regresién
entre el fésforo liberado y la actividad fitasica de las bacterias
del rumen Vs los tiempos de incubacion, siendo las ecuacio-
nes de Y= 4,9334x + 156,57 (R2=0,55; P<0,05) y Y=
0,0267e°0970% (R2=0 86; P<0,01), respectivamente.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio indican que las
bacterias del rumen son capaces de utilizar el fésforo presente
como fitatos, a través de la enzima fitasa que los degrada,
como fue demostrado por Raun y col. [5] y mas recientemente
por Yanke y col. [9].

La cantidad de fésforo inorgénico liberado de las molé-
culas de fitato de sodio y la actividad fitasica de los microorga-
nismos del rumen fue similar en los diferentes regimenes ali-
menticios, probablemente debido a que la relacion forraje:con-
centrado no fue suficientemente amplia. Los resultados obteni-
dos por Reddy y col. [6] indican un incremento en la actividad
fitAsica en respuesta a altos niveles de fitatos en la dieta de ru-
miantes, como consecuencia de la suplementacién con eleva-
das proporciones de granos de cereales. Similarmente, Yanke
y col. [9] obtuvieron valores de la actividad fitasica superiores,
cuando utilizaron dietas con 90% de granos, en relacién con la
dieta con 100% de heno.

Cuando se extiende el tiempo de incubacion a 4 horas,
en ambos regimenes alimenticios, el fésforo inorganico libe-
rado aumenta de 32 a 39% vy la actividad fitasica de las bac-
terias disminuye significativamente, posiblemente debido a
un efecto de inhibicion del fosfato libre sobre la actividad de
la enzima, como sefalado por Volfova y col. [8]. Otros estu-
dios sin embargo indican que parece poco probable que este
efecto ocurra en las bacterias del ruemen [9]. Con tiempos de
incubacién que alcanzaron las 22 horas, realizado Unicamen-
te en la dieta con 80% MS de forrajes, se incrementa signifi-
cativamente la concentracién de fosforo inorgéanico liberado,
alcanzando un valor maximo de 66%, y la actividad fitasica
disminuye significativamente, indicando la hidrdlisis incomple-
ta del fosforo fitico por las fitasas bacterianas, lo que podria
explicarse por una saturacion en la actividad enzimética,
como reportado por Raun y col. [5] in vitro.
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TABLA IV
ACTIVIDAD FITASICA Y FOSFORO INORGANICO LIBERADO DEL FITATO DE SODIO POR LAS FITASAS
DE LAS BACTERIAS DEL RUMEN

Tiempo, h g PimL? SD %Pi liberado SD nmolPi min? SD
4 174,42 6,26 43,54 1,56 23,4 0,4
10 208,57 6,26 52,07 1,56 11,2 0,4
16 235,81 6,26 58,87 1,56 7,9 0,4
22 264,01 6,26 65,91 1,56 6,5 0,4
Tiempo: P<0.001
La hidrolisis del sustrato fitato de sodio es incompleta,
alcanzando el 66% con tiempos de incubacion de 22 horas.
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FIGURA 1. FOSFORO LIBERADO (ug Pi mL-1) Y ACTIVE
DAD FITASICA (umol Pi min-1) DE FITASAS MICROBIANAS.

CONCLUSIONES

La metodologia utilizada para medir la actividad fitsica
de ingredientes alimenticios y de la mucosa intestinal, desarro-
llada por Bitar y Reinhold [2], se puede utilizar para medir la
actividad fitdsica de las bacterias del rumen, modificando el pH
(6.5), la temperatura (39°C) y el tiempo de incubacion (2 ho-
ras).

Las bacterias del rumen poseen actividad fitasica lo que
les permite utilizar el fésforo fitico presente en los ingredientes
alimenticios (granos y subproductos) que se incluyen normal-
mente en dietas para rumiantes con altas demandas por nu-
trientes.

No se pudo demostrar diferencias en la actividad fitasica
de las bacterias del rumen por tipo de dieta debido a que la re-
lacién forraje:concentrado no fue suficientemente amplia, parti-
cularmente en los componentes estructurales.
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