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1. RESUMEN

El alimento para salmones constituye aproximadamente un 50% de los gastos de
produccion de esta industria.

Las materias primas utilizadas para formular el alimento, provienen fundamentalmente de
fuentes animales y/o vegetales.

Debido al alto costo de la harina de pescado en alimentacion animal, la industria
elaboradora de alimentos para peces ha recurrido a utilizar fuentes proteicas de origen vegetal.
Sin embargo, esta nueva alternativa presenta como inconveniente la presencia de acido fitico
(AF), el cual es una forma de almacenamiento de fdésforo no disponible para animales
monogastricos (salmones, pollos, cerdos, etc.) que carecen de la enzima fitasa. Es por esto que la
industria salmonera esté evaluando la adicién de fitasas en la dieta para peces.

Un procedimiento HPLC-IR inédito en Chile para determinar y cuantificar mioinositol y
acido fitico, permitié evaluar el efecto de la utilizacién de la enzima fitasa en alimento de
salmones.

Los resultados obtenidos dan cuenta que los niveles de acido fitico en contenido intestinal
de salmones alimentados con dietas que contenian fitasa en su formulacion, fue aproximadamente
un 38% menor a los obtenidos en los salmones control. Sin embargo, debido al bajo nimero de
muestras analizadas, estos no serian concluyentes y se deberia realizar ensayos con un nimero

mayor de muestras.



SUMMARY

The food for salmonids constitutes approximately 50% of the expenses of production of
this industry. The raw materials used to formulate the food, fundamentally come from animal
and/or vegetable sources.

Due to the high cost of fish flour in animal feeding, the food industry for fish has chosen
to use protein sources of vegetal origin. Nevertheless, this new alternative presents the
inconvenience of containing phytic acid (AF), which is a form of phosphorus storage
nonavailable for monogastric animals (salmons, chickens, pigs, etc.) because of lack of the
enzyme phytase. This is why the salmon industry is evaluating the addition of phytases in the diet
for fish.

An HPLC-IR procedure unpublished in Chile to determine and quantify myo-inositol and
phytic acid, allowed to evaluate the effect of the use of the enzyme phytase in salmon food. The
results indicate that the phytic acid levels in intestinal content of salmons fed with diets that
contained phytase in their formulation, were approximately 38 % lower then those obtained in
control salmons. Nevertheless, due to the low number of analyzed samples, these are not

conclusive and the determination should be carried and with a greater number of samples.



2.- INTRODUCCION

La Industria Salmonera en Chile ha tenido un gran desarrollo durante los dltimos veinte
afios y continlia con un crecimiento sostenido con excelentes proyecciones. Chile se ubica como
segundo productor mundial de salmdn, después de Noruega, y primero de trucha, cultivados.

El salmon constituye méas del 51% de las exportaciones pesqueras chilenas y representa el
5,6% de las exportaciones nacionales, alcanzando US $1.147 millones en el afio 2003. Sin
embargo, al considerar los costos de produccidn un aspecto importante es la alimentacion de los
salmones que abarca cerca del 50% del total.

La industria de alimentos para salmonidos mueve al afio cerca de US$ 700 millones,
requiriendo insumos de diversos rubros econdémicos, donde la pesca y la agricultura tienen una
participacion relevante (Salmonchile?). Las materias primas necesarias para producir el alimento
de salmon provienen fundamentalmente de dos fuentes: animal y vegetal. La primera es de
procedencia marina, y la méas relevante dentro de los insumos. Asi, la harina y el aceite de
pescado tienen una participacion media que sobrepasa 60%. Es importante destacar que uno de
los efectos nocivos de la harina de pescado es su elevado contenido de fdsforo, en donde la
totalidad del fosforo (3,0-3,5%) contenido en cartilago y huesos se encuentra como hidroxiapatita
o fosfato tricalcico de baja disponibilidad para los peces (Riche y Brown, 1996), con una
biodisponibilidad de 30% aproximadamente.

Por lo tanto, debido al alto costo de la harina de pescado en la alimentacién animal, la
industria elaboradora de alimentos para peces estd recurriendo a utilizar fuentes proteicas de
origen vegetal mas econdémicas, como soya, canola, trigo, lupino, entre otras, pero esta nueva

alternativa presenta un inconveniente que esta nuevamente relacionado con la presencia de



fosforo, el cual se encuentra principalmente como &cido fitico (AF), forma que no resulta
disponible para animales monogastricos que carecen de la enzima fitasa capaz de hidrolizar los
grupos fosfatos a simple mioinositol. De esta forma, todo el fésforo de baja disponibilidad es
eliminado por los peces en las excretas contribuyendo asi a la contaminacion y a un aumento en
la eutroficacion de las aguas. EI AF es ademas un compuesto con actividad antinutricional,
debido a su capacidad de formar complejos insolubles con minerales y proteinas (Zhou, 1995),
convirtiéndolos en no asimilables por el organismo bajo condiciones fisioldgicas.

Debido a esto, la industria salmonera esta recurriendo a la utilizacion de la enzima fitasa
en dietas para peces, ya que ésta es capaz de hidrolizar el AF presente en las fuentes proteicas de
origen vegetal que se estan incorporando en las actuales formulaciones. Como resultado se
eliminan las caracteristicas antinutricionales que presenta la molécula de AF, aumenta la
biodisponibilidad del fésforo presente y se logra una disminucion importante en la contaminacion

de las aguas.

2.1 Caracteristicas del fitato.

Existen nueve esteroisomeros de inositol (hexadihidrociclohexano), de los cuales siete se
han encontrado en la naturaleza. De todos ellos el méas frecuente es el mioinositol, el cual se
puede encontrar en una amplia variedad de formas polifosforiladas (Robinson, 1991).
Quimicamente, el &cido fitico se define como mioinositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 hexahidrégeno fosfato
(Figura 1) (Maga, 1982) y es sintetizado a partir del mioinositol-1-fosfato mediante la accion de
la fosfoinositol quinasa y las fosfoesterasas (Irving, 1973), siendo el principal componente de

fosforo en las plantas, abundante en semillas de oleaginosas, legumbres y cereales de grano
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donde se presenta como una mezcla de sales de magnesio, potasio y calcio, llamados fitatos
(Budavari, 1996). Sin embargo, en esta forma el fosfato permanece no disponible para el hombre
y animales, debido a que éstos no estan provistos de suficiente actividad de fosfatasas enddgenas
(fitasas) que sean capaces de liberar el grupo fosfato de la estructura del fitato (Walsh et al.,
1994).

Figura 1: Estructura quimica del &cido fitico.
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El fitato es ampliamente estable al calor y su destruccion depende del tipo de proteinas y
cationes presentes. Al someter por 4 horas a 115° C distintas semillas y preparados proteicos, la
desfosforilacion de este compuesto es muy variable y no supera el 60% (De Boland et al., 1975).
El fitato estd cargado fuertemente negativo en la mayoria de la escala de pH, por lo que tiene un
gran potencial para complejar las moléculas cargadas positivamente, tales como cationes y
proteinas con la formacion de complejos que son insolubles. Por lo tanto, la extension del
complejo fitato y proteinas depende del pH y del contenido de iones divalentes; a pH &cido las

proteinas de carga neta positiva y el fitato negativamente cargado forman un complejo binario



proteina- fitato. A pH alcalino ambos, proteina y fitato, poseen carga negativa y la interaccion es
mediada por cationes multivalentes para formar un complejo ternario proteina- cation- fitato, el
rompimiento de este complejo requiere la remocion de cationes del sistema mediante el uso de
quelantes (Serraino y Thompson, 1984).

El fitato es soluble en agua y, dado que los complejos proteina - fitato pueden romperse
mediante el empleo cuidadoso de sales y ajuste de pH, es posible obtener concentrados proteicos
con baja concentracion de éste (Zhou et al., 1990). Asi dietas y alimentos que contienen granos o
legumbres procesadas en forma de harinas, pueden tener cantidades apreciables de fitatos
parcialmente desfosforilados (Phillipy, 1988).

Las legumbres, cereales y semillas oleaginosas son las que presentan los niveles mas
altos en el contenido de fitato, Ilegando en algunos casos a superar el 5,0% en peso (De Boland
et al., 1975). Este compuesto se utiliza como reserva y representa 50 a 75% del fésforo total
(Nelson et al., 1968), encontrandose en semillas maduras para luego ser consumido durante la

germinacion (De Boland et al., 1975).

2.2 Consideraciones nutricionales del fitato.

Por su estructura altamente reactiva, el AF es un excelente agente quelante presentando
gran afinidad por todos los elementos trazas polivalentes y minerales como Cu?* Co**, Mn*,
Zn*, Fe®*/ Fe**, Mg*", Ca®* (Sugiura et al., 1999).

Numerosos estudios han llegado a la conclusion de que el fitato reduce la
biodisponibilidad de estos iones metalicos, debido a la formacion de complejos insolubles entre
proteinas, cationes y fitato (Robinson, 1991), reduciendo la absorcion de calcio, magnesio, fierro

y zinc en el tracto intestinal de los animales y seres humanos (Zyla, 1995).



Los efectos adversos del AF en la biodisponibilidad mineral dependen de un gran nimero
de factores entre los que se destacan la concentracion de AF y la fuerza de su unién con los
diferentes minerales (Thompson, 1993), también influyen otros factores como:

e La presencia de fitasa de origen intestinal, bacteriana o de la dieta, asi como la inhibicion
de dicha enzima.

e La presencia de otros agentes quelantes como fibra dietética, acido oxalico, &cido
ascorbico, que pueden competir con el AF en su unién con minerales.

e La concentracion de las proteinas de la dieta, y por tanto la presencia de proteinas,
péptidos 0 aminoacidos en el intestino que pueden interferir en la formacion del complejo

fitato - mineral, entre otros (Cheryan, 1980; Thompson, 1993).

Se ha descrito que el efecto inhibidor del fitato depende del grado de fosforilacién del
inositol, cuando es elevado (5 ¢ 6 fosfatos) la absorcidon del calcio y el zinc es inhibida
significativamente, sin embargo, a niveles de fosforilacion menor este efecto no se observa
(Lonnerdal et al, 1989). Cuando el calcio esta en concentraciones elevadas se forman complejos
con cinco o seis cationes por molécula de fitato, también puede existir otro complejo que incluya
cuatro cationes, todo ello dependiendo de la concentracion de calcio presente; los complejos
hexa- penta- tetra- y tricalcio son insolubles mientras que los complejos mono- y dicalcio son
solubles (Gifford et al., 1993). No obstante, la absorcion del calcio de los complejos solubles
fitato - calcio es muy pobre debido a la alta carga de estas moléculas (Schlemmer et al., 1995).
Los complejos insolubles fitato - calcio son también considerados como los principales

responsables de la reduccion de la biodisponibilidad de otros minerales como fierro y zinc, a



través de la union de éstos al complejo fitato - calcio para formar un complejo ain menos soluble
(Zhou et al., 1995).

La interaccion del AF con algunas proteinas ha sido ampliamente estudiada, sin embargo,
su naturaleza no es totalmente conocida. Ciertas enzimas digestivas tales como la pepsina,
amilasa y tripsina; se ven afectadas por la presencia de fitato, lo que podria deberse a la unién de
éste con la proteina o con los cationes esenciales para la actividad enzimatica (Fennema, 2000).
La actividad de la tripsina in vitro se ve inhibida por la presencia de fitato, lo que se deberia a
que la conversion del tripsindgeno en enzima activa requiere la presencia del ién calcio, el cual al
estar unido al fitato, no puede participar en la reaccion, ocasionando una disminucién en la
disponibilidad de las proteinas in vivo (Sing y Krikorian, 1982). Por lo tanto, esto implica que
altas concentraciones de fitato pueden causar deficiencia de minerales y reduccién en la
digestibilidad de proteinas, almidén y lipidos (Zyla et al., 1995).

La digestion del almiddn in vitro se ve inhibida por la presencia de fitato, el cual podria
unirse con la molécula de almidéon mediante puentes fosfato o quelando calcio, el cual es
necesario para la estabilidad de la amilasa salival (Thompson et al., 1987).

En la interaccion entre zinc, calcio y fitato, investigada en cerdos (Maga, 1982), se
encontrd que altos niveles de calcio, en conjuncién con fitato disminuyen la disponibilidad del
zinc. En perros, se demostrd que la adicién de fitato en la dieta reduce la absorcion de calcio
induciéndose raquitismo como consecuencia. En pollos, se encontré que cuando la dieta no
contenia fitato el requerimiento de calcio fue de 0,5% y en dietas naturales que contenian fitatos
los requerimientos de calcio incrementaron a un 0,95%; en peces (Basf, 1998), se sugiere que el
fitato forma complejos con cationes en el tracto gastrointestinal. La situacién empeora cuando el

nivel de calcio dietario se incrementa conduciendo a una disminucion en la biodisponibilidad del



zinc tanto en mamiferos como en peces. Las consecuencias de altos niveles de AF en peces
incluyen ademas reduccion de crecimiento y disminucion de la utilizacion de proteinas de la
alimentacion. Ademas, se ha observado anormalidades estructurales en el lado epiteliar del piloro
del intestino del pez, atribuida a los efectos toxicos del acido fitico como resultado de la

reduccion de la disponibilidad del magnesio (Richardson et al., 1985).

2.3 Generalidades de las fitasas.

Estas enzimas son una clase especial de fosfomonoesterasas (mioinositol hexafosfato
fosfohidrolasa) capaces de iniciar la liberacion de fosfato desde el AF (mioinositol 1, 2, 3, 4, 5, 6
hexafosfato), el cual constituye la mayor forma de almacenamiento de fésforo en las plantas.
Dentro de ellas se encuentran dos tipos: una mioinositol hexafosfato 3-fosforilasa (EC 3.1.3.8) y
una mioinositol hexafosfato 6-fosforilasa (EC 3.1.3.26), ambas ampliamente distribuidas en
plantas, microorganismos y algunos tejidos animales (Konietzny y Greiner, 2002). Generalmente
la enzima 3 - fosforilasa es de origen microbiano y la 6 - fosforilasa de origen vegetal, pero
existen algunas excepciones (Dvorakova, 1998).

Esta enzima, no es la Unica capaz de desfosforilar el AF, una combinacion de fitasa y
fosfatasas no especificas estan involucradas en el proceso (Maenz, 2001).

Las fitasas hidrolizan Unicamente los fitatos en solucion, por lo que su actividad requiere
humedad en el medio y unas condiciones determinadas de pH y temperatura que son variables
segun el tipo de fitasa (Wodzinsky y Ullah, 1995).

Numerosos estudios han demostrado que independiente del origen de la fitasa, bacteriana,
fangica o vegetal, para las fitasas acidas el producto final de degradacion del fitato fue

identificado como mioinositol monofosafato (Hayakawa et al., 1990; Wyss et al., 1999 Nakano et
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al., 2000; Greiner et al., 2001; Greiner et al., 2002). Sélo en casos raros el mioinositol libre fue
detectado. En cuanto a las fitasas alcalinas no son capaces de hidrolizar mioinositol fosfato con
tres 0 menos residuos de fosfato como sustrato (Hara et al., 1985; Kerovuo et al., 2000). Por lo
tanto, el mioinositol trifosfato es el producto final de la degradacion del fitato por estas fitasas

alcalinas.
2.3.1 Fitasas enddgenas vegetales.

Las fitasas de origen vegetal son del tipo 6 - fitasa, cuyo proceso inicial consiste en liberar
el grupo ortofosfato en la posicion seis de la molécula de inositol (Gibson y Ullah, 1990). EI
primer intermediario obtenido es el mioinositol 1, 2, 3, 4, 5 pentafosfato. A partir de aqui la
fitasa-6 actla de forma secuencial, desfosforilando la molécula en su totalidad (Wodzinsky y
Ullah, 1995). Por tanto, al menos tedricamente, una molécula de AF podria dar lugar a una
molécula de mioinositol y 6 moléculas de ortofosfato.

El pH 6ptimo para la actividad de estas enzimas esta entre 4,0 y 7,5, con la mayoria de
ellas por encima de 5,0, perdiendo irreversiblemente su actividad a pH comprendidos entre 2,5y
3,0 (Pointillart, 1993). La temperatura Optima se sitia entre 45 y 60° C, degradandose
rapidamente a temperaturas superiores (Reddy et al., 1982).

Se estima que las fitasas contenidas en las plantas son al menos 10% menos eficientes que
las de naturaleza fungica, la raz6n podria ser el estrecho rango de pH al cual las fitasas vegetales
son activas, ya que los valores dptimos de pH para su maxima actividad son superiores a los
encontrados en el estbmago de animales monogastricos, principales puntos de accion de las

fitasas (Pointillart, 1993).
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2.3.2 Fitasas enddgenas intestinales en animales monogastricos.

La actividad fitsica de la mucosa intestinal es muy reducida aunque demostrable
experimentalmente (Pointillart, 1993). Al menos en el cerdo, las fosfatasas intestinales endégenas
s6lo son capaces de hidrolizar las moléculas de intermediarios del inositol fosfato con escaso
numero de iones ortofosfatos (mioinositol trifosfato a mioinositol monofosfato) dando lugar a
inositol libre (Kemme et al., 1998). El contenido digestivo del estémago e intestino del cerdo (Yi
y Kornegay, 1996) y del buche, estbmago e intestino de aves (Liebert et al., 1993) tiene escasa
actividad fitasica propia. En cualquier caso, se estima que su interés practico es muy reducido

(Jongbloed et al., 1992).

2.3.3 Fitasas microbianas.

La enzima fitasa es producida por diferentes especies de microorganismos como bacterias,
levaduras y hongos. Algunas fitasas se han detectado en bacterias como Pseudomonas sp.,
Bacillus sp., Raoutella sp., Escherichia coli., Citrobacter braakii, Enterobacter, entre otras
(Vohra y Satyanarayana, 2003). En levaduras como Sacharomyces castelli, Sacharomyces
cereviseae y en hongos como Apergillus ficuum, Aspergillus terreus y Apergillus niger
(Nagashima et al., 1999). Recientemente se descubrié que el hongo Peniophora lycii también es

un productor de la enzima fitasa (Roche?).

Las enzimas de origen fangico son producidas por varias especies, siendo el género
Aspergillus el principal microorganismo utilizado como fuente en la actualidad y sus enzimas son
del tipo fitasa - 3. La hidrdlisis de los fitatos in vitro transcurre en forma secuencial, actuando en

primer lugar sobre los fosfatos con mayor nimero de grupos ortofosfato desde mioinositol

2 www.roche-vitamins.com (03.05)
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hexafosfato hasta mioinositol monofosfato (Kemme et al., 1998). La fitasa - 3 parece no ser
capaz de hidrolizar el inositol monofosfato y precisa de la ayuda de otras fosfatasas, bien la
fitasa- 6 o las fosfatasas enddgenas del animal para completar el proceso. El pH 6ptimo de estas
fitasas se encuentra entre 2,5y 7,5, siendo activas en un amplio rango de temperaturas, entre 35°
y 65° C y son, por lo tanto, los microorganismos de eleccion actual para la produccién de fitasas

comerciales (Wodzinsky y Ullah, 1995).

La fitasa producida por Aspergillus niger es la mas extensamente estudiada y numerosos
estudios han demostrado que el pH éptimo de esta fitasa microbiana presenta dos rangos de pH,
uno a pH de 5,0 - 5,5 y el segundo de mayor actividad ocurre a pH 2,3 a 2,7 (Simons et al.,
1990). La temperatura Optima de actividad se encuentra aproximadamente a los 60° C, lo que

hace a esta enzima altamente termoestable (Eeckhout y De Paepe, 1994).

Simons et al., (1990) fue el primero en adicionar fitasa producida por un cultivo de
Aspergillus sp. en harina de soya, la que fue incubada por 2 a 4 horas a 50° C y usada luego para
alimentar pollos, los que mostraron un considerable incremento en el porcentaje de fosforo en los
huesos en relacion al control. En un segundo experimento una preparacion de fitasa producida
por Aspergillus ficuum fue adicionada a una dieta completa para pollos, en este caso la enzima
mostrd ser activa en el tracto gastrointestinal, deduciéndose que, las preparaciones de fitasa
derivadas de hongos y adicionadas a dietas comerciales para animales monogastricos, mejora la
retencion de fitato y calcio, con la consecuente disminucion del contenido de fosforo en las

excretas (Nelson et al., 1968; Simons et al., 1990).
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2.3.4 Fitasas microbianas producidas por la flora digestiva.

Numerosos hongos y microorganismos presentes en el tracto intestinal producen fitasa - 3.
Los rumiantes y parcialmente los animales copréfagos, tales como el conejo, pueden beneficiarse
de esta actividad fitasica. Sin embargo, en la mayoria de las especies monogastricas, tales como
el cerdo, las aves y los peces, la actividad de la flora microbiana tiene lugar en el intestino grueso.
De aqui que, aunque las fitasas microbianas hidrolicen los fitatos y liberen el fosforo inorgénico,
el animal no pueda beneficiarse ya que este fosforo se excretara enteramente en las heces

(Kemme et al., 1998).

2.3.5 Caracteristicas de la fitasa Ronozyme ® P.

Se trata de una fitasa microbiana altamente activa, relativamente nueva (afio 2001) de
nombre comercial Ronozyme ® P comercializada por el laboratorio Roche y es derivada de un
hongo de la clase Basidiomycetes llamado Peniophora lycii. Es una fitasa - 6, la cual es capaz de
liberar fosforo desde el acido fitico comenzando desde la posicion 6 del anillo inositol. Por tener
actividad fitasa, Ronozyme ® P, se esta utilizando como suplemento en dietas animales con alto
contenido de proteina vegetal lo cual mejora la biodisponibilidad del fésforo en cerdos, aves y

peces y disminuye la excrecion de fosforo en un 30% aproximadamente.

Esta enzima, tiene un rango de actividad superior al 40%, entre pH 3,5y 5,5 (Figura 2).
En tanto que la actividad 6ptima (100% de actividad) de la enzima se encuentra a pH 4,0, luego
en estas condiciones se ha observado muy buena cinética enzimatica en tracto digestivo de aves,

cerdo y peces.
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Figura 2: Perfil de actividad enzimatica de Ronozyme P entre pH 3,0y 7,0.
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Claramente, enzimas con una alta actividad en medios acidos, como es Ronozyme ® P,
son ventajosas para la aplicacion en alimentacion animal.

La principal ventaja de esta enzima es su termoestabilidad, ya que esta formulada como
un granulado revestido termorresistente (CT), disefiado especificamente para proteger a la enzima
durante el procesamiento hidrotérmico de los alimentos. En estudios realizados se observo que a
85° C permanece casi el 100% de la actividad enzimatica en tanto que a 95° C se ha determinado
aproximadamente un 70% de la misma (Roche). Por lo tanto esta enzima puede utilizarse en casi
todas las condiciones de granulacién comerciales empleadas actualmente, sin pérdida
significativa de su actividad. La presentacion comercial de la enzima para temperaturas
superiores a los 90°C es en forma liquida la cual se aplica sobre los Pellets por rociada o
aspersion (aplicacion post- pelleting).

Numerosos estudios y ensayos han demostrado que a pesar de algunas diferencias en las

propiedades cataliticas y de estabilidad de Ronozyme ® P, no existen factores que la diferencien
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en actividad bioldgica y bioeficacia con otras fitasas a las dosis recomendadas. Luego, la ventaja
que presenta ésta respecto de otras enzimas, se debe a su revestido termorresistente, que le
permite sobrevivir a las modernas técnicas de procesamiento del alimento.

Es importante mencionar que las diferencias existentes en las dosis recomendadas entre la
fitasa de Peniophora (Figura 3) y las fitasa de Aspergillus, se deben a las diferencias en las
caracteristicas propias y en el origen de las fitasas y no a las caracteristicas de granulado
termorresistente en que se presenta Ronozyme P. Las dosis recomendadas para el producto
liquido son las mismas que para el producto CT (Roche).

Figura 3: Modelo Ronozyme ® P.

Las enzimas, en este caso las fitasas, son definidas por su actividad, pero su estructura
puede ser totalmente diferente. Ronozyme ® P y Aspergillus catalizan la misma reaccion, la

hidrélisis de fitato para liberar fosfato inorganico, pero sus secuencias aminoacidicas son
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claramente diferentes. La razon que se utilice una dosis 50% extra comparada con la fitasa de
Aspergillus nigger es porque la fitasa de P. lycii es diferente a la mencionada anteriormente en

términos de escala de pH, cinética de reacciony origen.

La unidad de fitasa (FTU) corresponde a la cantidad de enzima que libera un umol de
fosforo inorganico por minuto de un exceso de fitato de sodio a 37° C y pH 5,5 (Engelen, et al.,

1994).

2.4 Efecto de la utilizacion de fitasa en alimentacion animal.

Las enzimas como aditivos en alimentacidn han tenido un gran impacto en la industria, no
solo porque mejoran la utilizacion de dietas que contienen cereales como trigo, avena, cebada
(Campbell y Bedford, 1992) y maiz (O” Quinn, 1997), lo que ha sido probado ampliamente para
aves y cerdos, sino también porque a la vez mejora la calidad medio ambiental, por reducir la
eliminacién de contaminantes en las excretas como fosfato, nitrégeno y amonio (Marquard y

Bedford, 1997).

Los rumiantes son capaces de digerir el fitato sin problemas, lo cual se debe a la actividad
microbiana presente en el rumen. En animales monogastricos la actividad de la fitasa es muy
reducida, por lo que estudios realizados muestran que la suplementacion enzimatica tiene el
potencial de mejorar el valor nutritivo de los alimentos para animales monogastricos (Spring et
al., 1996). Para lograr efectos beneficiosos, las enzimas tienen que estar bioldégicamente activas
cuando reaccionan en el tracto gastrointestinal, ya que la enzima puede ser alterada por

exposicion al calor, pH extremos, etc. por lo que su aplicacion debe ser controlada.
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El primer estudio del efecto de la fitasa en animales se realizo en pollos de un dia, donde
se pretratd un preparado de soya liquido con fitasa a 50° C por 24 horas, lograndose un 97% de
hidrélisis. Luego de alimentar a las aves por varias semanas se observé un incremento importante
en el porcentaje de cenizas de los huesos con respecto al control, que no contenia ningun
suplemento de fésforo (Nelson et al., 1968). En un estudio posterior, la enzima se adicioné en
forma directa a la dieta, obteniéndose porcentajes de cenizas de huesos similares a aquellas que
tenian suplementos de fosforo inorgédnico. Debido a esto, se descubrid que la fitasa tenia
actividad en el tracto gastrointestinal (Nelson et al., 1971), permitiendo el desdoblamiento del
fitato en la parte acida del estomago (Engelen et al., 1994). Se aprecia que tanto la tasa de
crecimiento, como la disponibilidad del fosforo total y la tasa de conversion alimenticia,
aumentan. También se observa una disminucién del 50% en el contenido de fdésforo en las fecas.

Estos efectos podrian deberse a:

e La liberacion de minerales esenciales, que forman complejos con el fitato.

e A una mejor utilizacion del fosforo presente.

e A un posible incremento en la digestibilidad del almidén (Simons et al., 1990).

En dietas basadas en mezclas de maiz y soya, bajas en fésforo disponible, administradas
durante dos semanas en pollos de pocos dias, no se observé un mejoramiento en la ganancia de
peso. En gallinas de 21 semanas, las cuales fueron alimentadas con harina de soya y maiz por
cuatro meses, se observo una baja frecuencia de la puesta de huevos por la falta de fésforo

disponible. Al adicionar 600 unidades de fitasa’kg de alimento, hubo un aumento importante en
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la produccion de huevos y en la dureza de la cascara, comparables a las dietas con suplementos

de fosforo (Haichen y Hui, 1997).

En un estudio de la fitasa de Aspergillus niger (var ficuum) en dietas para cerdos, la fitasa
microbiana no afectd significativamente la concentracion de fosforo total en el contenido
duodenal, pero la concentracion de AF fue reducida y los complejos de fitato fueron hidrolizados
en el estbmago. Entre un 60% a 74% del fitato pudo ser hidrolizado en el intestino y en dietas no
suplementadas solo el 10% fue hidrolizado. Por accién de la fitasa presente en el maiz, un 38%
del fitato fue absorbido en el estémago y aproximadamente 55% fue absorbido en los intestinos.
Es evidente que la digestibilidad es debida a muchos factores, como la composicion de la dieta,
cantidad de alimento consumido, suministro de agua, estrés, anatomia gastrointestinal, etc.

(Jongbloed et al., 1992).

El pH determina la eficacia de las fitasas de la dieta (endégenas y exdgenas) e influye en
la solubilizacion de los fitatos y de los fosfatos minerales de baja calidad (Sauveur, 1989),

mientras que tiempos de permanencia prolongados permiten una mayor extension de la actividad.

El lugar de accion de la fitasa en el aparato digestivo es distinto en aves y en cerdos.
Liebert et al. (1993) demostraron que en pollos la hidrolisis de AF tiene lugar fundamentalmente
en el buche (69 a 86% de la actividad fitasica afiadida) y en menor medida en el proventriculo
(31- 38%), no detectandose actividad en el intestino delgado. En porcino la fitasa actla
mayoritariamente en el estomago (Kemme et al., 1998). Yi y Kornegay (1996) observaron que un
40-50% de la actividad de las fitasas, afiadidas a la dieta de cerdos, se detecta en el estbmago y

solo entre 16 y 30% en el tramo superior del intestino delgado.
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2.5 Utilizacion de fitasa en alimentacion de peces.

El fosforo es considerado un mineral esencial para todas las formas de vida, incluyendo
los peces. Estos pueden obtener un nimero sustancial de minerales necesarios directamente de su
alimentacion acudtica, pero el fosforo es un mineral esencial que debe ser suplido a través de la
dieta (Lall, 2002). El fosforo es un componente estructural de los tejidos duros como huesos y
dientes, ademas es un constituyente de varias coenzimas, fosfolipidos y acidos nucleicos y
también esta involucrado en el metabolismo energético. Los requerimientos dietarios de fésforo
en diferentes especies de peces han sido reportados en un rango bastante amplio entre 0,3y 0,9%
en la dieta (Lall, 2002). En general, para los peces salmonideos se necesita un aporte real en la
dieta de 0,5%- 0,6% para una normal mineralizacion de los huesos y 6ptimo crecimiento (Ketola

y Richmond, 1994).

En estudios realizados con salmdn atlantico, la retencién de fosforo no supera el 22%, por
lo que cerca del 80% de éste se elimina en las excretas. El tratamiento o manejo de efluentes por
si solo, no necesariamente reduciria la cantidad de fésforo presente, debiéndose realizar de todas

formas la eliminacion o reduccion del fitato en las dietas (Ketola y Harland, 1993).

El fosforo excedente, incrementa el crecimiento del fitoplancton y el crecimiento de las
algas, lo que reduce el oxigeno disuelto a través del aumento de la respiracion bacteriana que
descompone la materia organica. La disminucion de la calidad del agua deja a los peces méas
propensos a adquirir enfermedades, lo que significa aumentar los costos de produccion por las
necesidades de medicarlos con antibidticos. Otro efecto importante es el desarrollo de sabores y

pigmentacion no deseada en la carne del pez, ocasionado principalmente por la ingestion de



20

protozoos y microalgas, organismos que son mas abundantes en aguas con baja concentracion de

oxigeno (Robinson et al., 1996).

Una estrategia para reducir el exceso de fésforo dietario, es reemplazar la harina de
pescado en la dieta por fuentes proteicas alternativas. Fuentes promisorias incluyen ingredientes
como harina de canola o proteina de canola concentrada, que han demostrado ser equivalente en
aminoacidos esenciales y de alta aceptabilidad en dietas de truchas y salmones. Estos
concentrados generalmente tienen entre un 5,5- 7,5% de &cido fitico (Forster y Higgs, 1999).

También se estan utilizando el trigo, el lupino, la soya, entre otras.

La principal desventaja de las proteinas vegetales es que, aunque contienen mucho menos
fésforo, alrededor de 60 a 70% de éste se encuentra en la forma de fosforo fitico que no puede ser

digerido por los animales monogastricos incluyendo los peces (Ketola y Richmond, 1994).

Suplementar con fitasas microbianas el alimento para peces con alto contenido de proteina
vegetal, incrementa la biodisponibilidad del fosforo (Cain y Garlin, 1995; Eya y Lovell, 1997; Li

y Robinson, 1997; Sugiura et al., 2001).

Experimentos con carpa, mostraron mejorar la utilizacion del fésforo fitico asi como la
reduccion de fdsforo en la excrecion. En un experimento realizado con pez gato de 6,5 g de peso
y alimentados con cinco dietas diferentes que contenian ya sea 1, 50, 1000, 2000, 4000, FTU por
kg de dieta durante 10 semanas, se encontré que en los peces alimentados con dietas que
contenian mas de 500 FTU de fitasa microbiana por kilo de alimento consumido, el incremento
de peso fue mayor comparado con los peces, alimentados con la dieta basal sin la suplementacion

de fitasa. En cuanto a la supervivencia de los peces no hubo diferencia entre los tratamientos.
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Estos resultados mostraron que la ganancia de peso, eficiencia alimenticia, mineralizacion y
fosforo de los huesos fue més elevada y la relacion conversion - alimentacion fue mas alta para
peces alimentados con dietas suplementadas con fitasa en comparacién a las dietas no
suplementadas. La concentracion de fosforo en las fecas disminuy6 linealmente con el aumento
en el nivel de fitasa, con lo que se demuestra que la utilizacién de fitasa comercial es efectiva

para mejorar la disponibilidad del fésforo fitico (Jackson et al., 1996).

Yan y Reigh, en el 2002 demostraron, en un nuevo estudio en pez gato (lctalurus
punctatus), que dietas con alto contenido de proteina vegetal y con altas concentraciones de
cenizas, calcio, fésforo y manganeso, al suplementarla con 500 unidades de fitasa por kilo de

alimento, fue suficiente para mejorar la retencion de éstos minerales y su utilizacion por el pez.

Cabe mencionar que los salmones mantienen una reserva de fosforo en los tejidos duros
que puede ser liberado en periodos cortos de tiempo para compensar una inadecuada entrega de
este mineral en la dieta, por lo tanto, cuando los salmones son alimentados con una dieta
deficiente de fosforo, ellos sacan y utilizan sus reservas del cuerpo hasta que son agotadas (Hardy

etal., 1993).

En salmonideos, el nivel efectivo de inclusién de fitasa en dietas que contienen altas
concentraciones de &cido fitico no ha sido definido. Sin embargo, se sugiere que las altas
temperaturas usadas en el procesamiento de extrusion de dietas peletizadas para salmones, deben
reducir drésticamente la actividad de la enzima fitasa. Por lo tanto, se recomienda que la enzima
no se incorpore a la dieta antes de la extrusion, sino que debe ser aplicada externamente al

“pellet” (Forster y Higgs, 1999).
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En animales terrestres, la fitasa es adicionada al alimento terminado y su accién ocurre en
el intestino del animal, la temperatura de éstos es de 37° C donde la actividad de la enzima es
cercana a un 60%. En salmones las temperaturas que se trabajan en los viveros son bajas, donde
la actividad de la enzima es de aproximadamente 10 a 30% (Engelen et al., 1994). Debido a esto,
se hace necesario estudiar tratamientos previos del alimento para peces, otorgando a la enzima

condiciones méas adecuadas y controladas.

2.6 Métodos de analisis de acido fitico.

El AF no tiene un espectro de absorcidn caracteristico y por tanto su determinacion ha
constituido un problema analitico durante muchos afios. Hasta 1980, el AF era exclusivamente
determinado a través de métodos de precipitacion no especificos o de intercambio iénico. En la
actualidad, aunque algunos de los métodos anteriores siguen vigentes, el empleo de
procedimientos en los que se incluyen HPLC en fase reversa, cromatografia de par iénico o RMN

son muy utilizados.

Debido a que los inositoles fosfatos no tienen un espectro de absorcion caracteristico, su
deteccion mediante analisis HPLC (High Performance Liquid Chromatographic) esta limitada a
metodos que emplean monitoreo del indice de refraccion, determinacion de productos de reaccion
postcolumna o deteccién indirecta, entre otros (Xu et al., 1992). En muchos de ellos la etapa
inicial de obtencion de fitatos se realiza mediante intercambio idnico o precipitacion. Asi el
método desarrollado por Graf y Dintzis (1982) combina un método de intercambio idnico (Kaur
y Kapoor, 1990) con HPLC en una columna Cig, la técnica utilizada por Camire y Clydesdale
(1982) se basa en la precipitacion del AF como fitato férrico, seguida de su conversion en fitato

sodico antes de ser inyectado en una columna Cigy en el método de Lehrfeld y Morris (1992) la
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separacion de los inositoles fosfatos se realiza segun el método de Harland y Oberleas (1986) en
donde la solucion resultante es concentrada y analizada por HPLC. Recientemente, Talamond et
al. (2000) desarrollaron un método HPLC con intercambio anidnico para la deteccion del AF en

alimentos, empleando la conductividad como sistema de deteccion.

Entre las ventajas que presenta el HPLC en la determinacion del AF, se debe destacar
que los distintos inositoles fosfatos son determinados como entidades independientes,
permitiendo la cuantificacion del AF, mioinositol e incluso los distintos isomeros en diversas

mezclas (Lehrfeld y Morris, 1992).

El HPLC permite ademéas la cuantificacion de inositol fosfato en presencia de
nucle6tidos, que en otros métodos de analisis pueden interferir en la determinacion del AF
(Phillippy et al., 1992). En los alimentos que contiene carne, pescado, extracto de levadura o
cereales germinados, los nucledtidos se encuentran de forma natural y en algunos alimentos
procesados es comun su adicion como potenciadores del sabor. Por lo tanto en los alimentos
procesados (los cuales generalmente contienen inositol parcialmente fosforilados como
consecuencia de la hidrolisis del AF) la determinacion del AF deberia realizarse por HPLC

(Lehrfeld y Morris, 1992).

2.7 Validacion de metodologias analiticas.

La validacion es el proceso usado para confirmar que un procedimiento analitico
empleado para un test especifico es adecuado al uso proyectado. Esto proporciona un alto grado

de confiabilidad y seguridad en el método analitico y en la calidad de los resultados obtenidos.
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Los parametros que se incluyen en el proceso de validacion son: Linealidad, Precision, Exactitud/

Recuperacion, Sensibilidad y Selectividad.

2.7.1 Linealidad.

La linealidad corresponde a la capacidad de un método analitico de obtener resultados
linealmente proporcionales a la concentracion de analito en la muestra, dentro de un intervalo
determinado, y por lo tanto indica la proporcionalidad entre la concentracion de analito y su

respuesta.

La prueba de linealidad se puede realizar sobre soluciones patrén del analito o muestras
problema que contengan concentraciones crecientes de analito, efectuandose posteriormente el
tratamiento estadistico de los resultados analiticos. Para esto se realiza una curva de calibracion
que relaciona la concentracion o cantidad de analito con la respuesta generada (&reas, altura, etc.).
Se determina la curva de regresion del tipo y = bx+ a, donde y es la respuesta, b la pendiente, x la

concentracion y a el término independiente (Castro et al., 1989).

2.7.2 Precision.

La precision es un pardmetro relacionado con la dispersion de las medidas con respecto a
su valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales

cuando el método se aplica repetidamente a maltiples alicuotas de la misma muestra.

La precision indica el grado de reproducibilidad del método analitico bajo condiciones
normales de trabajo, es decir la capacidad del método para dar resultados semejantes cuando se

aplica repetidamente a una muestra.
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Un estudio de precision requiere la repeticion del analisis sobre una muestra. La precision
asi obtenida se denomina “del método” puesto que incluye todo el procedimiento analitico, desde
la preparacion de la muestra hasta la lectura instrumental. También se puede determinar la
precision del “sistema instrumental” hallando la variabilidad de respuesta de una solucién patrén

(Castro et al., 1989; Torroba y Vivino, 2000).

Dentro del término precision del método se pueden distinguir tres tipos de estudios:

e Repetibilidad: es la medida de la precision de un método efectuado en las mismas
condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo laboratorio, con los
mismos aparatos y reactivos y en el curso de la misma serie de andlisis efectuados, generalmente,

en un corto intervalo de tiempo.

e Reproducibilidad: es la medida de la precision de los resultados de un método analitico
efectuado sobre la misma muestra pero en condiciones diferentes (diferentes analistas, aparatos,

dias, etc.).

e Robustez: el estudio de robustez evalta los efectos de pequefios cambios en las condiciones
operacionales del analisis sobre la fiabilidad del método analitico (Castro et al., 1989; Torroba y

Vivino, 2000).

2.7.3 Exactitud-Recuperacion.

Este pardmetro, también llamado error sistematico o tendencia, corresponde a la
diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor verdadero. La exactitud describe la veracidad

de los resultados experimentales y la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas
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proximos posibles al valor verdadero. Se determina aplicando el metodo a muestras que
contienen cantidades iguales y conocidas del analito en la matriz (valor verdadero). Este
parametro se determina mediante los porcentajes de recuperacion (R) del analito y se calcula a

partir de la siguiente formula:

R = (X/Xo) x 100

Donde X corresponde al valor medio y X, el valor verdadero.

Matematicamente la exactitud se expresa en forma de Porcentaje de Recuperacion del
analito presente en la muestra. Estadisticamente se realiza un t Student para determinar si el valor
medio hallado y el valor considerado verdadero no difieren significativamente para un grado de

probabilidad determinada (Castro et al., 1989; Torroba y Vivino, 2000).

2.7.4 Sensibilidad.

La sensibilidad es un pardmetro que da cuenta de la minima cantidad de analito que puede
producir un resultado significativo o que puede determinarse en una muestra con razonable

precision y seguridad. Este parametro se evalta determinando:

2.7.4.1 Limite de deteccion.

Corresponde a la menor concentracion de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse en una muestra, en las condiciones establecidas y se expresa en
unidades de concentracion (%, ppm, ppb, etc). Su determinacion puede efectuarse por
comparacion con la respuesta de un blanco o placebo, siendo positiva cuando la sefial supera la

relacion sefial/ruido en un factor de 2 6 3 (Quattrocchi et al., 1992).
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2.7.4.2 Limite de cuantificacién.

Corresponde a la menor concentracion de analito que puede determinarse con precision y
exactitud razonables en las condiciones establecidas y se expresa en unidades de concentracion.
Se mide la sefial de fondo (relacién sefial/ruido), efectuando mediciones repetidas sobre un
blanco o placebo, se mide su desviacion estandar y se calcula el limite de cuantificacion
multiplicando esa desviacion estandar por un factor igual a 10. El valor resultante se valida por
andlisis de un numero variable de muestras de concentracion cercana al limite fijado

(Quattrocchi et al., 1992).

Los limites de deteccion y cuantificacion pueden estimarse analizando una serie de
blancos de la muestra (> 0 = 10) y se calcula la media Xb y la desviacion estandar Sb de las
respuestas obtenidas. A partir de estos valores, existen diferentes expresiones en las que
interviene la sensibilidad (pendiente de la recta de calibracién) y que dan una estimacion de los

limites de deteccidn y cuantificacion expresados en unidades de concentracién (C.E.E., 1999).

Para el limite de deteccion y cuantificacion se aplica la siguiente formula en el caso de

procedimientos cromatograficos, tales como HPLC.

L(x) = Xb + K x Sb

b

L(x) = Limite de cuantificacion o deteccién.

K = constante >= 3.
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Usualmente K = 3 para el limite de deteccion y K = 10 para el limite de cuantificacion.
Sb = Desviacion estandar de la respuesta de los n blancos.

b = pendiente de la recta de calibracion a bajas concentraciones (C.E.E., 1999).

2.7.5 Selectividad.

La selectividad de un método analitico es la capacidad de medir un analito en presencia de
interferencias que puedan estar presentes en la matriz de la muestra, asi también como la
capacidad de detectar simultanea o separadamente sustancias quimicas diferentes presentes en
una misma muestra. La selectividad de un método analitico se puede determinar comparando los
resultados del analisis de muestras conteniendo impurezas, productos de degradacion, sustancias
relacionadas o excipientes con los resultados del analisis de muestras que no contienen dichas

sustancias (Castro et al., 1989).

Una de las formas de determinar la selectividad es analizando el tiempo de retencion, éste
sirve como primera base para la identificacion del pico, pero esto no siempre resulta. En el caso
de disponer de estandares, la coinyeccion de éstos y la comparacién cuidadosa de los

cromatogramas resultantes puede servir como primera aproximacion (Quattrocchi et al., 1992).
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2.8 Hipotesis.

El alto contenido de proteina vegetal utilizada en la formulacién de alimentos para peces
produce efectos antinutricionales, principalmente por la presencia de &cido fitico y sus derivados
altamente fosforilados. La incorporacion de la enzima fitasa en los pellets de alimentos para

salmones, disminuye los niveles de &cido fitico y sus derivados.

2.9 Objetivos.

2.9.1 Objetivo General.

Modificar y validar un método de cuantificacion para acido fitico y mioinositol, por
Cromatografia de Intercambio Anidnico de Alta Resolucion acoplada a detector de indice de
Refraccion (IR) y determinar la presencia y cantidad de estos analitos tanto en alimentos como en

contenido intestinal de salmones.

2.9.2 Objetivos Especificos.

e Desarrollar un método de extraccion de acido fitico y mioinositol a través de Cromatografia
de Intercambio Anidnico desde pellets de alimentos para salmones.

e Desarrollar un metodo de extraccion de acido fitico y mioinositol a través de Cromatografia
de Intercambio Anidnico desde contenido intestinal de salmones.

e Realizar modificaciones, si fuese necesario, del método de separacion, identificacion y
cuantificacion de acido fitico y mioinositol mediante Cromatografia de Intercambio Anidnico de

Alta Resolucion acoplada a detector de indice de Refraccion.
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e Validar mediante los parametros de precision, exactitud, linealidad, sensibilidad, los
procedimientos de extraccion y cuantificacion de acido fitico y mioinositol tanto en alimentos
como en contenido intestinal de salmon.

e Aplicar el método a dos tipos de matrices, alimento y contenido intestinal de salmén, con el

propdsito de evaluar el efecto de la actividad de la fitasa en la formulacion.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos.

e Acetato de sodio de Merck.

e Acido acético de Merck.

e Acido clorhidrico de Caledon Laboratories L.T.D.
e Agua desionizada de Merck.

e Eter de petroleo de Merck.

e Hidroxido de Sodio de Argquimed.

¢ Inositol Hexafosfato de Sigma Chemical Co.

e Mioinositol de Sigma Chemical Co.

e Resina Dowex tipo | (Trimethylbenzyl ammonium) de Sigma Chemical Co.

3.2 Muestras.
e Alimento de Salmon formulado con y sin la enzima Fitasa Ronozyme® P (CETECSAL S.A.).

e Contenido intestinal de Salmdn alimentados con pellets con fitasa y/o pellets de alimento

control (CETECSAL S. A).
3.3 Materiales.

e Agitador magnético VWR modelo 320.

e Balanza analitica digital AA 200 de ARQUIMED.

e Bafo de agua BM 100 Yamato.

e Bomba cuaternaria Jasco PU — 2089 plus de IVENS S.A.

e Bomba de vacio Lammert 10302.
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e Centrifuga P. Selecta Mixtasel 96.

e Columna KR 100 — 5NH; Kromasil, tamafio 250 X 4,6 mm de IVENS.

e Detector: Rl — 71 Differential refractometer (Merck).

e Filtros 0.22 um Millipore de Advantec MFS.

e Material usual de laboratorio: baguetas, micropipetas, espatulas, etc.

e PH METER Microprocessor HI 9321 de HANNA instruments.

e Rotavapor Yamato RE 200.

e Software Jasco ChromPass Chromatography Data System connection V. 1.7.403.1.

e Sonicador Ultrasonik modelo 20 T/H.

3.4 Metodologia analitica.
3.4.1 Condiciones cromatograficas.

Fase movil.

Acetato de sodio 35 mM ajustada a pH = 7,0 con &cido acetico 5,0 % p/v. Esta solucién
fue preparada con agua desionizada grado HPLC vy luego fue filtrada con filtro 0,22 um y

desgasificada por sonicacién durante 10 minutos.

Fase estacionaria.

e Columna:

Kromasil®, KR 100 — 5NH, , tamafio 250 x 4,6 mm (5 um). La columna se estabiliza por un
periodo de 20 — 30 minutos con la fase movil.

e Bomba cuaternaria Jasco PU — 2089 plus equipada con loop de 20 ul e inyector Rheodyne

modelo 7125.
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Detector RI — 71 Differential refractometer (Merck).

Velocidad de flujo: 0,8 ml/min.

Temperatura ambiente.

3.4.2 Extraccion de acido fitico y mioinositol desde alimento y contenido intestinal de

salmon.

1. Se peso6 1,0 gramo de alimento y/o contenido intestinal de salmén.

2. Se agregaron 20 ml de HCI 0,5 M y la mezcla fue sonicada por 30 minutos (Lehrfeld, 1989).

3. La mezcla fue sometida a agitacion constante por una hora.

4. Transcurrido este tiempo la totalidad de la mezcla es centrifugada a 6.000 rpm por 30
minutos.

5. Después de esta etapa se filtrd la suspension en papel W-N° 1 y la solucién obtenida fue
neutralizada con NaOH 0,250 M/ EDTA 5mM (Graf y Dintzis, 1982).

6. EIl volumen total de esta Gltima solucion se mezcld con igual volumen de éter de petrdleo en
embudo de decantacion y transcurridos 15 minutos de agitacién vigorosa, se procedié a
recuperar la fase acuosa.

7. La fase acuosa fue nuevamente filtrada en papel W- N° 1 y por ultimo se realiz6 una
filtracion en filtro 0,22 pm.

8. La muestra filtrada fue sometida a una cromatografia de intercambio anionico con el

propdsito de purificar y concentrar la muestra. Para esto el volumen total, aproximadamente
20 ml, de la solucion filtrada, en el punto 7, se hizo pasar a traves de la columna con resina

Dowex tipo | que habia sido previamente equilibrada con HCI 50 mM.
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9. Después de la aplicacion de la muestra, la resina fue lavada con tres alicuotas de 5 ml de
NaCl 100 mM, a continuacion se hicieron pasar 20 ml de agua desionizada.

10. Para eluir los inositoles retenidos en la resina se adicionaron 10 ml de HCI 2,0 M a un flujo
aproximado de 0,5 ml/min.

11. Una alicuota de 6 ml del eluato (aprox. 10 ml) fue evaporada a sequedad completa en
rotavapor a 40 ° C (2 horas).

12. El residuo final fue reconstituido en 4 ml de fase movil y analizado por HPLC-IR.

3.4.3. Disefio de las curvas de calibracion de mioinositol y &cido fitico.

3.4.3.1 Mioinositol.

Para disefar esta curva de calibracion se tom6 como referencia valores de mioinositol
obtenidos por Olavarria (2005) para distintas muestras vegetales. Se estimo6 que, en promedio, la
formulacion de alimento para salmén contiene aproximadamente un 35% de materias primas
vegetales (Basf), por lo tanto se probaron una serie de concentraciones de estandares: 0,20
mg/ml, 0,40 mg/ml, 0,60 mg/ml y 0,80 mg/ml, esto con el proposito de verificar en las dos
matrices en estudio (alimento y contenido intestinal de salmon), si esta curva de calibracion era

util para los niveles de mioinositol presente en ellas.

Cada punto de esta curva de calibracion se realiz6 por triplicado y se utilizd como
solvente la fase movil acetato de sodio 35 mM pH 7,0. Una vez preparada, cada solucién, se filtrd
con filtros 0,22 um y se inyectd al sistema, el cual habia sido previamente equilibrado con la

misma fase movil.
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3.4.3.2 Acido fitico.

Para el disefio de la curva de calibracion de acido fitico, basicamente se utilizaron los
mismos criterios que para mioinositol, es decir, extrapolaciones obtenidas desde andlisis de
matrices vegetales (Olavarria, 2005) y los antecedentes bibliogréficos reportados por industrias
alimenticias del rubro (Basf). Con esta informacion se disefié una curva de calibracion con cuatro
niveles y cada uno de ellos fue realizado en triplicado: 0,50 mg/ml, 1,00 mg/ml, 1,50 mg/ml y
2,00 mg/ml. Es importante sefialar que se contaba con un estandar de fitato de sodio, por lo tanto
se debiod hacer una correccion en el célculo y pesada a la hora de preparar cada nivel (Ejemplo de
calculo 1, en anexo N° 3). Al igual que con el estandar de mioinositol, cada uno de los niveles de

acido fitico fue disuelto en fase movil.

3.4.4 Montaje de la columna de intercambio anidnico (C.1.A).
Para mayor purificacion del extracto obtenido, se realiz6 una cromatografia de
intercambio aniodnico utilizandose una resina Dowex tipo I.
e Se pesod 3,0 gramos de resina y se colocaron en una columna de vidrio de 10 cm de longitud
por 1,2 cm de didmetro interno en cuyo extremo habia un filtro de lana de vidrio.
e Con la finalidad de estabilizar e hidratar la resina se lavo con 250 ml de HCI 50 mM
asimismo cada vez que la columna no se utilizaba se dejaba cubierta con este mismo acido.
e Esta columna fue de vital importancia para la purificacién y concentracion de los inositoles

extraidos desde las matrices en estudio (3.4.2).
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3.4.5. Validacion.
3.4.5.1 Linealidad.

Para determinar la linealidad del mioinositol se inyectd el analito en concentraciones
0,20 mg/ml, 0,40 mg/ml, 0,60 mg/ml y 0,80 mg/ml por triplicado. En tanto que para el caso del
acido fitico las concentraciones fueron 0,50 mg/ml, 1,00 mg/ml, 1,50 mg/ml y 2,00 mg/ml. Las
condiciones en que se realizé el procedimiento fueron el mismo instrumento y reactivos, ademas
la inyeccidn fue hecha por un solo analista en un solo dia y en cortos intervalos de tiempo entre
cada analisis. A continuacion, con los datos obtenidos, se determind los coeficientes de
correlacién (r), (r’) y el grado de significacion con una tabla de prueba de coeficiente de

correlacion.

3.4.5.2 Determinacion de la precision del sistema instrumental.
3.4.5.2.1 Determinacion de la repetibilidad.

Para determinar este parametro se utilizaron las concentraciones 0,40 mg/ml y 0,60
mg/ml para mioinositol, en tanto que para acido fitico se us6 0,50 mg/ml, y 1,50 mg/ml. Luego la
determinacion de la precision se realiz6 evaluando la dispersion de 10 inyecciones por cada nivel
de concentracion en condiciones de repetibilidad, mezclando las cantidades de analitos necesarias
para obtener 0,40 mg/ml de mioinositol con 0,50 mg/ml de &cido fitico y 0,60 mg/ml de
mioinositol con 1,50 mg/ml de &cido fitico, respectivamente.

Los estimadores de la precision del sistema instrumental son la desviacion estandar
(S.D.) y coeficiente de variacion (C.V.), que permiten evaluar la incertidumbre (error aleatorio)

en la estimacién de la medida.
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3.4.5.2.2 Determinacion de la reproducibilidad.

Esto se determina a través del coeficiente de variacion y se considera suficiente efectuar
ensayos tomando en cuenta solamente la variable de tiempo entre los analisis. La metodologia se
basé en inyectar, por duplicado, durante cinco dias diferentes una mezcla de mioinositol y &cido
fitico de concentraciones 0,80 mg/ml y 2,00 mg/ml, respectivamente. A partir de estos resultados

se determind el promedio, la desviacion estandar (S.D.) y el coeficiente de variacion (C.V.).

3.4.5.3 Determinacion de la precision del método.
3.4.5.3.1 Determinacion de la repetibilidad.

Para determinar este pardmetro se realizd un estudio bajo condiciones de
repetibilidad, a todo el método analitico, el cual se llevé a cabo en un periodo aproximado de seis
dias y en condiciones de repetibilidad, es decir: mismo equipo, laboratorio analista, etc. En este
estudio se trabajo con dos matrices diferentes, alimento para salmones y contenido intestinal de
salmon, por lo cual se debi6 realizar la repetibilidad del método para cada una de ellas. Para ello
se realizaron 6 determinaciones para 1,0 gramo de alimento de salmones y 1,0 gramo de
contenido intestinal de salmdn, de las cuales se determind mioinositol y acido fitico y se calculd

el promedio de las lecturas, la S.D. y el C.V.

3.4.5.3.2 Determinacion de la reproducibilidad.

Para la determinacion de este parametro, se realizd analisis en duplicado para 1,0 gramo
de alimento y 1,0 gramo de contenido intestinal de salmones. Este procedimiento se realizd en
cuatro dias diferentes y se considerd el tiempo como Gnica variable, luego a partir de los

resultados obtenidos se determino el promedio, la S.D. y el C.V.
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3.4.5.4 Exactitud —Recuperacion.

Para realizar este item se hicieron mediciones de mioinositol y &cido fitico en las dos
matrices en estudio, alimento y contenido intestinal de salmon, por triplicado. Una vez conocida
la cantidad de estos analitos en 1,0 gramo de cada matriz, se realizé la recuperacion de 5,0 y 10,0
mg para el caso de &cido fitico y de 2,5 y 5,0 mg para mioinositol.

Una vez que se peso la cantidad del analito, 2,5 y 5,0 mg para el caso del mioinositol y
5,0y 10,0 mg para el caso del acido fitico, se mezcl6 con 1,0 gramo de cada matriz y a
continuacién se realizo el procedimiento de extraccion y cuantificacion.

Finalmente a los resultados de la cantidad promedio de las muestras mezcladas con
cantidades definidas de los analitos, se les resto la cantidad promedio del acido fitico y
mioinositol que estaban presentes de manera constitutiva en cada matriz. Luego se procedi6 a

calcular el promedio, S.D., C.V. y porcentaje de recuperacion.

3.4.5.5 Sensibilidad.

Para la determinacion de la sensibilidad se aplicé el método de anélisis repetido del
blanco de la muestra.

Se realiz6 una curva de calibracion a baja concentracion para ambos analitos. Para
inositol se trabajé con 0,10 mg/ml, 0,20 mg/ml, 0,30 mg/ml y 0,40 mg/ml, en tanto que para
acido fitico se usaron los siguientes niveles: 0,25 mg/ml, 0,50 mg/ml, 0,75 mg/ml y 1,00 mg/ml.
Cada nivel, en ambas curvas de calibracion fue inyectado por triplicado y de la ecuacion de esa

recta se determind la pendiente b.
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A continuacion, se realizé el analisis de 10 blancos de la muestra, calculando la media
de la respuesta del blanco (Ybl) y la desviacion estandar de las respuestas obtenidas (Sbl). Con
todos estos datos se calculd el Limite de deteccion y el Limite de cuantificacion como esta

indicado en el punto 1.6.4.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de Linealidad.

El objetivo principal de este estudio fue determinar cuantitativamente niveles de acido
fitico, en formulaciones de alimento para salmones que contienen proteina vegetal, cuando éstas
estaban en presencia y/o ausencia de la enzima fitasa. Los antecedentes bibliogréficos de
similares experimentos, realizados en otras especies animales, como aves y cerdos (Young et al.,
1993; Akyurek et al., 2005), mostraron importantes e interesantes resultados que avalaban la
utilizacion de este tipo de formulacién en animales monogastricos.

En Chile, no existen estudios similares que describan el efecto de la adicién de la enzima
fitasa en el alimento de salmon, lo cual es una contradiccion puesto que hoy en dia las nuevas
formulaciones de pellets contienen altos porcentajes de proteinas vegetales.

Una gran limitante para llevar a cabo estos ensayos fue la inexistencia de un método
analitico tipo HPLC que fuese capaz de cuantificar &cido fitico en matrices complejas. Sin
embargo, Olavarria (2005) modificé y desarroll6 un método de determinacion, separacion y
cuantificacion de &cido fitico y mioinositol desde matrices vegetales, lo cual dio pie para la
realizacion de este estudio.

Este procedimiento HPLC fue realizado en matrices vegetales, por lo tanto, para hacer
este estudio fue necesario validar el procedimiento en matrices tales como pellets y contenido
intestinal de salmdn, antes de poder obtener resultados que indicaran el efecto del uso de fitasa en

las formulaciones.
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Uno de los problemas de esta investigacion, fue el hecho de que no se contaba con
bibliografia que sefalara los porcentajes aproximados de los analitos presenten en las
formulaciones de pellets. Por lo tanto, para disefiar la curva de calibracion de mioinositol y acido
fitico se partié de la base que las actuales formulaciones de alimentos para salmones contienen
aproximadamente un 35 % de proteina vegetal (Basf) y ademas, de los resultados obtenidos por
Olavarria (2005) en diferentes matrices vegetales. Con estos datos se realizé la suposicion de que
los pellets contenian &cido fitico provenientes, sdlo de la matriz con mayor nivel de éste analito
(trigo, 44 mg/g), es decir, aproximadamente 15,4 mg/g de pellet. Luego, a partir de esta
estimacion se realiz6 la curva de calibracion segun punto 3.4.3.2. Para el caso de la curva de
calibracion de mioinositol las aproximaciones realizadas fueron similares a las del primer analito,
por lo cual, en esta matriz se estimo un valor aproximado de 4,2 mg/g de mioinositol y se realiz6
la curva segun punto 3.4.3.1.

Mediante la extraccion de los inositoles desde alimento y contenido intestinal de salmén
y su posterior analisis a través de HPLC se encontrd que los niveles de &cido fitico y mioinositol
en su gran mayoria, entraban en los rangos de concentracion establecidos. De ahi a que se
utilizara las mismas curvas de calibracion para ambas matrices.

Una vez establecidos los rangos de concentracion de andlisis para cada analito, se realiz6
el ensayo de linealidad a la mezcla de mioinositol y acido fitico en las concentraciones que se
describen en métodos 3.4.3.1y 3.4.3.2. Los resultados de estas curvas de calibracion se muestran
en las figuras 8 y 9 (Anexo N° 1), de las cuales se obtuvieron las respectivas ecuaciones de

regresion tanto con sus valores (r) y (r) (Tabla 1, en anexo N° 2).
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Segun estos datos se puede concluir que:

- Para acido fitico la variable independiente explica un 99,71% de la varianza total de y.
- Para mioinositol la variable independiente explica un 99,67% de la varianza total de y.

Sin embargo, el mejor indicador de modelo lineal no es (r) sino un t estadistico, en el
cual se calcula el valor de un t, con n-2 grados de libertad y se compara con el t tabulado para el
nivel de confianza requerido, en este caso p = 0,05 y probabilidad superior al 95% (Quattrocchi et
al., 1992).

Los valores de t, obtenidos para mioinositol y &cido fitico son (Ejemplo de célculo 2, en
anexo N° 3):

- cido fitico t; 58,64 >> tiapia 2,228
- mioinositol t, 54,95 >> tiapia 2,228

Asi, se puede afirmar con un 95% de confianza que existe correlacion entre los datos

obtenidos en la curva de calibracién, por lo tanto, para las concentraciones entre 0,20 - 0,80

mg/ml para mioinositol y 0,50 - 2,00 mg/ml para &cido fitico hay una linealidad aceptable.

4.2 Precision del sistema instrumental.
4.2.1 Repetibilidad del sistema instrumental.

Las tablas 2, 3 y 4 (Anexo N° 2) muestran que todos los valores de coeficientes de
variacion promedio (C.V.), de la determinacion de repetibilidad del sistema instrumental, son
inferiores a 1,0% para ambos analitos y la USP indica en general un coeficiente de variacion del
sistema de no més de 2,0% como criterio de aceptacion.

Los valores de C.V promedio se compararon con una tabla de concentracion de analito

versus precision de la A.O.A.C. (Association of Oficial Analytical Chemist) y se encontrd que los
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valores estaban dentro del rango aceptable, puesto que para las concentraciones que van de 0,10 a
1,00 mg/ml el C.V. tiene que ser inferior a un 5,3 0 3,7%. Por lo tanto, el sistema es preciso bajo

condiciones de repetibilidad.

4.2.2 Reproducibilidad del sistema instrumental.

Los valores de coeficiente de variacion promedio de las lecturas en duplicado, tanto para
mioinositol como para acido fitico, 0,80 mg/ml y 2,00 mg/ml respectivamente, realizado durante
5 dias, estan dentro del rango aceptado por la A.O.A.C, el cual se encuentra entre 5,3 y 3,7% para

concentraciones que van entre 0,10 y 1,00 mg/ml (Tablas 5, 6 y 7, en anexo N° 2).

4.3 Precision del método.
4.3.1 Repetibilidad del método.

La repetibilidad del método se realiz6 para las dos matrices en estudio, alimento y
contenido intestinal de salmén, como se describe en métodos punto 3.4.2. En las tablas 8, 9, 14 y
15 (Anexo N° 2) se informaron las cantidades de los analitos extraidos desde estas dos matrices
(Ejemplo de célculo 3, en anexo N° 3).

A partir de estos valores se calculd el coeficiente de variacion, tanto para mioinositol
como para &cido fitico y luego de compararlos con la tabla de referencia de la A.O.A.C., se

concluy6 que estaban dentro del rango aceptado.



44

4.3.2 Reproducibilidad del método.

La determinacion de la reproducibilidad del método se realiz6 en duplicado durante 4
dias para cada una de las matrices, alimento y contenido intestinal de salmén. El método se
consider6 preciso bajo condiciones de reproducibilidad, ya que teniendo en cuenta la variable
tiempo, se obtuvo para mioinositol y &cido fitico un C.V. aceptado por la A.O.A.C. (Tablas 10,

11,16y 17, en anexo N° 2).

4.4 Exactitud/ Recuperacion.

El ensayo de exactitud/ recuperacion consistié en determinar por triplicado la cantidad de
los analitos en 1,0 gramo de cada una de las matrices en estudio. Con este dato se mezclo
cantidades fijas de alimento y contenido intestinal de salmoén (1,0 g), con los analitos en sus
cantidades correspondientes (3.4.5.4).

A continuacidn, se realizé la extracciéon de mioinositol y acido fitico desde cada mezcla y
se calcul6 los porcentajes de recuperacion. Las tablas 12 y 13 (Anexo N° 2) promedian un 86%
de recuperacion para el alimento de salmon en tanto, que en las tablas 18 y 19 (Anexo N° 2) se
puede apreciar un 89% de recuperacion para contenido intestinal (Ejemplo de célculo 4, en
anexo N° 3). Estos valores para el nivel de cantidad/ concentracion versus recuperacion de los
analitos, estan fuera del rango aceptado por la A.O.A.C., el cual se encuentra entre el 90 -105%
de recuperacion.

Con el propdsito de confirmar el resultado obtenido, se aplicé como segunda metodologia
de analisis, el método de t de student. Para ello se calculo el te, de cada uno de los analitos
(Tabla 20, en anexo N° 2 y ejemplo de célculo 5, en anexo N° 3) y se compard con el tipa con

p = 0,05y n-1 grados de libertad, para &cido fitico y mioinositol, el cual es de 2,571.
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El texp para el acido fitico y mioinositol fue de 11,32 y 8,16 respectivamente en alimento
de salmon, en tanto que los valores de te, en contenido intestinal fueron de 9,68 para el acido
fitico y de 7,12 para mioinositol. Estos valores son mayores al tupa por lo tanto, existen
diferencias significativas entre las recuperaciones medias y 100%, por lo cual el método no tiene
la exactitud requerida.

Asi, se confirma por dos métodos estadisticos que el procedimiento de analisis de
inositoles desde estas matrices, no es exacto. Esto puede deberse a las caracteristicas de las
matrices en estudio, principalmente en el alimento de salmén, cuya composicion presenta altos
niveles de grasa, las cuales aumentan el nimero de etapas del proceso de extraccién de los
analitos y probablemente generan pérdidas considerables de los mismos.

Desde el punto de vista analitico se requiere idealmente que un método de analisis sea
preciso y exacto, sin embargo, cuando esta Ultima caracteristica no es obtenida, el método
igualmente es valido si presenta la precision de acuerdo al tipo de andlisis para el cual fue
disefiado y/o a los limites establecidos por la A.O.A.C. Asi, esto es facil de entender si se toma en
cuenta un numero determinado de ensayos en los cuales existe una buena precision, pero no son
exactos en relacion al valor verdadero, luego esto se podria corregir adecuando los limites de
eficiencia del sistema de modo que exista la menor diferencia posible experimental, entre el valor
verdadero y el medido. Por otro lado, en un método solamente exacto es posible que un
porcentaje determinado de los ensayos corresponda al valor verdadero, sin embargo, al carecer de

precision el método no seria confiable para un determinado nimero de anélisis.
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4.5 Sensibilidad.

Los resultados de la determinacion de sensibilidad se aprecian en las figuras 10 a 13
(Anexo N° 1). Si bien los limites de deteccion y cuantificacion para cada uno de los analitos son
distintos entre ellos, todos se encuentran sobre el limite de deteccion del equipo, el cual

corresponde a 0,1 — 1,0 ug.

4.6 Analisis de muestras.

Las tablas 21 y 22 (Anexo N° 2) muestran los resultados obtenidos en relacion a los
niveles de mioinositol y &cido fitico, detectados en alimento y contenido intestinal de salmdn,
ajustados en base al porcentaje de recuperacion respectivo (Ejemplo de célculo 6, en anexo
N° 3). La diferencia entre los niveles de &cido fitico en pellets, con y sin fitasa, fue en promedio
de un 21,0%, es decir, el primero de estos mostré una disminucién de 1,1 mg de &cido fitico
posiblemente por la accién de la enzima (fitasa) (Figuras 4 y 6). Sin embargo, cuando se compard
la diferencia en las cantidades de mioinositol obtenidos para ambas formulaciones de pellets, ésta
fue so6lo de un 7,0 %. Este altimo resultado podria sugerir que la actividad enzimatica de la fitasa
generaria bajos niveles de mioinositol en las condiciones en las que se encuentra el pellet.

Al observar las figuras 4, 5, 6 y 7, se puede apreciar que entre el pick de &cido fitico y de
mioinositol hay presencia de otros analitos que perfectamente podrian ser inositoles parcialmente
fosforilados, luego esto apoyaria la posibilidad de que la hidrdlisis del &cido fitico es producida
tanto, por la accion de la fitasa adicionada a los pellets, como por las altas temperaturas utilizadas
durante la formulacién de los pellets, luego el producto de esta reaccién no seria necesariamente

mioinositol, sino mas bien inositoles en diversos estados de fosforilacion.
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Por otro lado, la presencia de los niveles de mioinositol relativamente constantes en
ambas formulaciones de alimentos e incluso en ambas matrices, podria deberse s6lo al contenido
de proteina vegetal utilizada como materia prima y a la actividad fitasica enddgena (Olavarria,
2005).

Al comparar el contenido intestinal de salmones alimentados con pellets sin fitasa versus
los alimentados con pellets con la enzima, se observo una gran disminucion en los niveles de
acido fitico, que alcanz6 un valor aproximado de un 57,0%.

No obstante, la mayor diferencia fue evidente al comparar las dietas utilizadas, es decir,
pellets y contenido intestinal sin fitasa versus pellets y contenido intestinal con fitasa. En esta
ultima dieta, se obtuvo un 54,0% de disminucion de &cido fitico con respecto al nivel inicial del
pellet, mientras que en la formulacion sin fitasa se obtuvo un valor aproximado de un 15,4%. Este
ultimo podria sugerir el nivel de hidrdlisis normal que sufre el acido fitico a través del tracto
digestivo del salmén, ya sea por actividad de fosfatasas enddgenas y/o de fitasas bacterianas
propias el intestino grueso del pez. Por lo tanto, si esto fuese asi, la actividad de la fitasa
adicionada a la dieta seria el resultado de la diferencia entre el 54,0% y 15,4%, es decir, la
enzima reduciria en un 38,0% el &cido fitico presente en los pellets.

Esta reduccion no implicaria necesariamente la hidrélisis completa hasta mioinositol, pues
si se observa en la tablas 21 y 22 (Anexo N° 2), éste analito no varia significativamente, en tanto
que aumentarian los inositoles parcialmente fosforilados, tal y como, se sugiere en todos los
cromatogramas.

Finalmente, es importante sefialar que los resultados obtenidos se deben tomar como una
aproximacion y no como valores concluyentes, puesto que el nimero de muestras estudiadas fue

muy bajo debido a una serie de otros problemas técnicos.



Figura 4: Cromatograma de alimento (pellet) de salmoén sin fitasa.
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Figura 5: Cromatograma de contenido intestinal de salmones alimentados con pellet sin

fitasa.
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Figura 6: Cromatograma de alimento (pellet) de salmén con fitasa.
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Figura 7: Cromatograma de contenido intestinal de salmones alimentados con pellet con
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5. CONCLUSIONE S

Se desarroll6 y validé un método para la determinacion y cuantificacion de mioinositol y de
acido fitico desde alimento y contenido intestinal de salmén, a través de un sistema HPLC-IR.
Este método presenta una linealidad aceptable para el rango de concentraciones de los
analitos estudiados.

La precision del procedimiento (sistema instrumental y método), se encuentran dentro del
rango aceptado por la A.O.A.C.

Los limites de deteccién y cuantificacion obtenidos son adecuados tanto para las cantidades
presentes de los analitos en las matrices, como para el limite de deteccion del detector de
indice de refraccion.

Los resultados de recuperacion obtenidos para mioinositol y &cido fitico fueron de 86,0% en
alimento de salmon y de un 89,0% en contenido intestinal.

Los resultados obtenidos muestran que los niveles de acido fitico en contenido intestinal de
salmones alimentados con dietas que contenian fitasa en su formulacién, fueron
aproximadamente un 38,0% menor a los obtenidos en los salmones control.

Los resultados obtenidos con respecto a la actividad de la enzima fitasa, en las formulaciones
estudiadas, sugieren un nivel importante de disminucién del &cido fitico, sin embargo, debido
al bajo niumero de muestras analizadas (3 muestras), estos no serian concluyentes y se deberia

realizar ensayos con un nimero mayor de muestras.
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Proyecciones.

La aplicacion del procedimiento analitico HPLC-IR para determinar y cuantificar acido fitico
y mioinositol en alimento y contenido intestinal de salmoén, ha abierto una gran variedad de
posibilidades, en cuanto a las proteinas vegetales que pueden ser utilizadas en formulaciones
de alimentos para peces, con el proposito final de encontrar la mejor alternativa desde el
punto de vista econdémico y de productividad. En otras palabras, el uso de una determinada
matriz vegetal puede, eventualmente, disminuir los costos de alimentacion, tener bajos indices
de &cido fitico y por lo tanto menos efectos nocivos en la nutricion del pez.

Este procedimiento, de la misma forma, permite evaluar el uso de nuevas y distintas fitasas,
tendientes a disminuir los niveles de acido fitico, presente en las formulaciones de alimento
de salmdn que contienen un alto porcentaje de proteina vegetal.

Este estudio también puede ser aplicado a otros modelos animales tales como, aves y cerdos
con el proposito final de disminuir la contaminacién ambiental producida por lo altos niveles

de fésforo excretados y ademas para aumentar la productividad.
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ANEXO N° 1: Figuras.

Figura 8: “Curva de calibracion acido fitico”.

Acido Fitico
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Concentracion | Area (mV.Min)
05 mg/ml 121 Curva de Calibracion Acido Fitico
0,5 mg/ml 1,20 6,00 =P =0
0,5 mg/ml 1,19 500 ] R?= 0997
1,0 mg/ml 2,46 o0 /
1,0 mg/ml 2,50 g
1,0 mg/ml 2,47 g% /
1,5 mg/ml 3,87 £ 200 /
1,5 mg/ml 3,89 100
1,5 mg/ml 3,91

0,00 T
2,0 mg/mi 4,98 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2550
2'0 mg/ml 4,94 Concentracion (mg/ml)
2,0 mg/mi 4,96
Figura 9: “Curva de calibracién mioinositol”.

Mioinositol

ConcentraCién Area (mVMIn) Curvade Calibracion Mioinositol
0,2 mg/ml 0,45

2,00
0,2 mg/ml 0,43 150 ;';;_2,01;:6 ;o,ooe
0,2 mg/ml 0,44 160 1 ’ /
0,4 mg/ml 0,87 - 1‘2‘2 /
0,4 mg/ml 0,84 2 1,00
0,4 mg/mi 0,83 gom /-/

<

0,6 mg/mi 1,34 0.60 /

0,40 A
0,6 mg/ml 1,33 0.20
0,6 mg/ml 1,35 0,00 : : : :
O 8 mg/ml 1 72 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

! ' Concentracion (mg/ml)

0,8 mg/ml 1,69
0,8 mg/ml 1,73




Figura 10: “Curva de sensibilidad para acido fitico”.
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Acido Fitico
Concentracion | Area (mV.Min)
0'25 mg/ml 0,62 Curva de Sensibilidad para Acido Fitico
0,25 mg/mi 0,58 3,00 Vo lon
0,25 mg/mi 0,61 2,50 | R?=0.0049
0,50 mg/mi 1,22 . /
0,50 mg/ml 1,19 s
0,50 mg/mi 121 219 /
0,75 mg/ml 1,74 £ 100
0,75 mg/ml 1,71 050 | n/
0,75 mg/mi 1,73
1,00 mg/ml 2,48 0’Ooo,oo 025 050 075 100 125
1’00 mg/m| 2’44 Concentracion (mg/ml)
1,00 mg/ml 2,46

Figura 11: “Determinacion de sensibilidad para acido fitico”.
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b = 2,44, se obtuvo de la ecuacion de la recta de acido fitico a bajas concentraciones (Figura 10).

Limite de deteccién: 0,07 + (3 x 0,01)

2,44
Limite de deteccion: 0,041 mg/ml

Limite de cuantificacion: 0,07 + (10 x 0,01)

2,44

Limite de cuantificacién: 0,070 mg/ml

Figura 12: “Curva de sensibilidad para mioinositol”.

Mioinositol
Concentracion | Area (mV.Min)
0,1 mg/ml 0,21 Curva de Sensibilidad para Mioinositol
0,1 mg/ml 0,23 100
0,1 mg/ml 0,20 090 | e
0,2 mg/ml 0,44 " /
0,2 mg/ml 0,42 E o0
0,2 mg/ml 0,43 E 050 |
0,3 mg/ml 0,65 § 040
< 030 |
0,3 mg/ml 0,64 020 1
0,3 mg/ml 0,63 010 |
0,4 mg/ml 0,85 0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
0,4 mg/ml 0,87 ' Concentracion ' ' '
oncentracion (mg/ml)
0,4 mg/ml 0,84




Figura 13: “Determinacion de sensibilidad para mioinositol”.
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b = 2,13, se obtuvo de la ecuacion de la recta de mioinositol a bajas concentraciones (Figura 12).

Limite de deteccién: 0,08 + (3 x 0,02)

2,13

Limite de deteccion: 0,066 mg/ml

Limite de cuantificacion: 0,08 + (10 x 0,02)

2,13

Limite de cuantificacién: 0,13 mg/ml



ANEXO N° 2: Tablas.

Tabla 1: “Coeficientes de correlacion y de regresion lineal”.

A.- Repetibilidad

Analito (r) (r)
Mioinositol | 0,9986 | 0,9971
Acido. Fitico | 0,9983 | 0,9967

Precision del Sistema Instrumental

Tabla 2: “Repetibilidad de patrones para acido fitico”.
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Concentracion | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area
0,5 mg/ml 1,20 | 1,22 | 1,21 | 1,19 | 1,20 | 1,19 | 1,21 | 1,22 | 1,20 | 1,19
1,5 mg/mi 3,86 | 389 | 387 | 3,86 | 3,88 | 3,89 | 3,88 | 3,87 | 3,86 | 3,87
Concentracion Promedio S.D % C.V |Prom.% C.V

0,5 mg/ml 1,20 0,01 0,83 0.55 %

1,5 mg/mi 3,87 0,01 0,26

Tabla 3: “Repetibilidad de patrones para mioinositol”.

Concentracion | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area | Area
0,4 mg/ml 0,84 | 0,87 | 0,86 | 0,84 | 085 | 0,86 | 0,84 | 0,86 | 0,85 | 0,84
0,6 mg/ml 136 | 1,33 | 1,35 | 1,34 | 1,33 | 1,36 | 1,34 | 1,35 | 1,34 | 1,33
Concentracion Promedio S.D % C.V |Prom.% C.V

0,4 mg/ml 0,85 0,01 1,18 0.97 %

0,6 mg/ml 1,34 0,01 0,75
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Tabla 4: “Resultados de la determinacion de repetibilidad del sistema instrumental”.

Analito Concentracion | Promedio 10 lecturas | S.D. | % C.V. |Promedio % C.V.
Acido Fitico 0,5 mg/ml 1,20 0,01 0,83 0.55
1,5 mg/ml 3,87 0,01 0,26
Mioinositol 0,4 mg/ml 0,85 0,01 | 1,18 097
0,6 mg/ml 1,34 001 | 0,75 ’

B.- Reproducibilidad

Tabla 5: “Reproducibilidad para patrones de acido fitico”.

Concentracion | Area | Area | Area | Area | Area | Promedio| S.D. | %C.V. | Prom% C.V.

2,0 mg/ml 4,96 4,934,98(4941497| 4,96 0,02 | 0,40

0,51 %

2,0 mg/ml 4,92 14,97 (4931499|495| 4,95 0,03 | 0,61

Tabla 6: “Reproducibilidad para patrones de mioinositol”.

Concentracion | Area | Area | Area | Area | Area | Promedio| S.D. | %C.V. | Prom% C.V.

0,8 mg/ml 1,70(1,73|1,67[1,71]1,69| 1,70 | 0,02 | 1,18 0.89 %

0,8 mg/ml 169171170168 |1,70| 1,69 0,01 | 0,59

Tabla 7: “Resultados de la determinacion de reproducibilidad del sistema instrumental”.

Analito Concentracion | Promedio 10 lecturas | S.D. | % C.V. | Promedio % C.V.

Acido Eitico 2,0 mg/mi 4,96 0,02 | 0,40 051
2,0 mg/mi 4,95 0,03 | 0,61
Mioinositol 0,8 mg/ml 1,70 0,02 | 1,18 0.89

0,8 mg/ml 1,69 0,01 | 0,59




Precision del Método en Alimento de Salmones

A.- Repetibilidad

Tabla 8: “Repetibilidad del método para acido fitico en alimento de salmones”.

Pellet (1 g) 1 2 3 4 5 6 | Promedio (mg) | S.D. |% C.V.
Concentrémon (mg/ml) |0,66|0,69|0,65|0,67|0,68|0,66 4,46 010 | 224
Cantidad (mg) 4,40/4,60|4,33|4,4714,53|4,40
Tabla 9: “Repetibilidad del método para mioinositol en alimento de salmones”.
Pellet (1 g) 1 2 3 4 5 6 | Promedio (mg) | S.D | %C.V.
Concentrécmn (mg/ml) {0,31/0.29|0,32|0,30{0,28|0,30 2,00 0.00| 450
Cantidad (mg) 2,07/1,93(2,13|2,00|1,87|2,00

B.- Reproducibilidad

Tabla 10: “Reproducibilidad del método para acido fitico en alimento de salmones”.

Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 | 4 | Promedio (mg) | S.D. | %C.V.

Pellet Conc.. (mg/ml) |0,65(0,70|0,68 | 0,66 4,48 015 | 335
Cantidad (mg) |4,33|4,67|4,53|4,40

Pellet Conc.. (mg/ml) |0,67|0,65/|0,64 |0,69 4,42 014 | 317
Cantidad (mg) (4,47 |4,33|4,27 4,60




Tabla 11: “Reproducibilidad del método para mioinositol en alimento de salmones”.

Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 4 | Promedio | S.D. | %C.V

Pellet Conc_. (mg/ml) 10,33/0,29/0,31| 0,32 208 011 | 529
Cantidad (mg) (2,20|1,93|2,07|2,13

Pellet Conc_. (mg/ml) {0,30|0,28/0,32| 0,30 200 0.10 | 500
Cantidad (mg) |2,00(1,87|2,13| 2,00

Exactitud / Recuperacién en Alimento de Salmones

Tabla 12: “Exactitud/ Recuperacién acido fitico desde alimento de salmones”.

Pellet (1 g) 1 2 3 | Promedio (mg) | S.D. |% C.V.
Concentrécmn (mg/ml) |0,670,70|0,66 451 014 | 310
Cantidad (mg) 4,47 4,67 4,40

Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 Prom. | SD. | %C.V.| % R.

Pellet + 5mg Fitico | ™M9/M | 1,29 | 136 | 132 | g0 1024 | 272 | 86,20
mg 8,60 | 9,07 | 8,80

Pellet + 10mg Fitico | ™9/M | 189 | 202 | 197 4547 1 g4 | 337 | 8560
mg 12,60 | 13,47 | 13,13

PROMEDIO 0,34 | 3,05 | 85,90
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Tabla 13: “Exactitud/ Recuperacién mioinositol desde alimento de salmones”.

Pellet (1 g) 1 2 3 | Promedio (mg) | S.D. |% C.V.
Conc_entramon (mg/ml) {0,32/0,31|0,29 204 0.10 | 4,90
Cantidad (mg) 2,13|2,07 (1,93
Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 Prom. | S.D. | %C.V. | % R.
Pellet + 2,5mg Mioinositol |M9/M | 060 | 062 | 066 | /10 1550 | 478 | 85,60
mg 400 | 4,13 | 4,40
Pellet + 5mg Mioinositol | M9/M | 091 | 098 | 095 | g0n | ho4 | 379 | 85,80
mg 6,07 | 6,53 | 6,40
PROMEDIO 4,29 | 85,70

Precision del Método en Contenido Intestinal de Salmén.

A.- Repetibilidad

Tabla 14: “Repetibilidad del método para acido fitico en contenido intestinal de salmén”.

Cont. Intestinal (1 g) 1 2 3| 4 5 6 | Promedio(mg) | S.D. |% C.V.
Conctentracmn (mg/ml) {0,57|0,59(0,60|0,58|0,60|0,56 3.89 011 | 283
Cantidad (mg) 3,80|3,93/4,00|3,87(4,00|3,73
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Tabla 15: “Repetibilidad del método para mioinositol en contenido intestinal de salmoén”.

Cont. Intestinal (1 g) 112 |3 | 4 5 6 | Promedio (mg) | S.D. | %C.V.
Concentrémon (mg/ml) {0,33/0,32|0,34|0,33| 0,31 | 0,34 219 008 | 365
Cantidad (mg) 2,2012,1312,27|2,20| 2,07 | 2,27

B.- Reproducibilidad

Tabla 16:“Reproducibilidad del método para acido fitico contenido intestinal de salmén”.

Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 | 4 | Promedio (mg) | S.D. | %C.V.

C. Intestinal | ©°N¢- (Mg/mb) |0,5710,59/0,61]0,60 3,95 012 | 3,04
Cantidad (mg) |3,803,93|4,07|4,00

C. Intestinal | ©°N¢- (Mg/mb) |0,6010,56/0,58 10,61 3,92 015 | 3,83
Cantidad (mg) [4,003,73|3,87 4,07

Tabla 17: “Reproducibilidad del método mioinositol en contenido intestinal de salmén”.

Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 | 4 | Promedio (mg) | S.D. | %C.V.

C. Intestinal | ©°N¢- (Mg/mb) 0,3110,35/0,32]0,33 2,18 011 | 5,05
Cantidad (mg) [2,07|2,33|2,13|2,20

C. Intestinal | ©ON¢- (Mg/mb) 0,3410,32/0,30] 0,33 2,13 011 | 5,6
Cantidad (mg) (2,27|2,13|2,00|2,13
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Exactitud / Recuperacion en Contenido Intestinal de Salmén

Tabla 18: “Exactitud/ Recuperacién acido fitico desde contenido intestinal de salmon”.

Cont. Intestinal (1g) | 1 2 3 | Promedio (mg) | S.D. |% C.V.
Conc_entramon (mg/ml) |0,60/0,56|0,59 3,89 0.14 | 3.60
Cantidad (mg) 4,0013,73(3,93
Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 Prom. | S.D. | %C.V. | % R.
C.Int. + 5mg Fitico | "¥/M! | L2l | 1,28 | 126 | g4 1004 | 288 | 8880
mg 8,07 | 853 | 8,40
C.Int. + 10 mg Fitico | "¥/M! | 188 | 191 | 198 | 1505 1034 | 265 | 8930
mg 12,53 | 12,73 | 13,20
PROMEDIO 2,77 | 89,05

Tabla 19: “Exactitud/ Recuperacién mioinositol desde contenido intestinal de salmén”.

Cont. Intestinal (1g) | 1 2 3 | Promedio (mg) | S.D. |% C.V.
Conc,tentracmn (mg/ml) |0,35/0,34|0,32 224 0.10 | 446
Cantidad (mg) 2,33(2,27(2,13
Matriz (1 g) Unidad 1 2 3 Prom. | SD. | %C.V. | % R.
C. Int. + 2,5 mg Mioinositol |M9/M | 065 | 070 | 066 | 17 1615 | 403 |89.20
mg 4,33 | 4,67 | 4,40
C. Int. + 5 mg Mioinositol | MM | 097 | 104 | 099 | ¢o7 1504 | 360 | 88,60
mg 6,47 | 6,93 | 6,60
PROMEDIO 3,82 | 88,90




Tabla 20: “Valores de te, para acido fitico y mioinositol en ambas matrices”.

Matriz (1 g) Analito texp
Pellet acido fitico 11,32
Contenido Intestinal acido fitico 9,68
Pellet mioinositol 8,16
Contenido Intestinal mioinositol 7,12

Tabla 21: “Determinacion de &cido fitico en alimento y contenido intestinal de salmén”.

Matriz (1 g) mg | mg | mg | Prom. | S.D. | % C.V.
Pellet sin fitasa 519 | 5,03 | 535 | 5,19 0,16 3,08
Pellet con fitasa 410 | 395 | 4,19 | 4,08 0,12 2,94

Contenido Intestinal sin fitasa | 4,49 | 4,27 | 4,42 | 4,39 0,11 2,51

Contenido Intestinal con fitasa | 1,88 | 1,94 | 1,79 | 1,87 0,08 427

Tabla 22: “Determinacion de mioinositol en alimento y contenido intestinal de salmon”.

Matriz (1 g) mg | mg | mg | Prom. | S.D. | % C.V.
Pellet sin fitasa 2411233 |224 | 2,33 0,09 3,86
Pellet con fitasa 2241216 | 2,09 | 2,16 0,08 3,70

Contenido Intestinal sin fitasa | 2,40 | 2,31 | 2,24 | 2,32 0,08 3,48

Contenido Intestinal con fitasa | 2,47 | 2,42 | 2,27 | 2,39 0,10 418
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ANEXO N° 3: Ejemplos de calculo.

Ejemplo de célculo 1: Correccion de pesada de fitato de sodio para curva de calibracion de acido
fitico.

Para el nivel 1: 0,5 mg/ml de acido fitico (25 ml).

Fitato de Sodio (CsHeO24 Ps Najo) PM: 923,8

0,5 mg/ml X 25 ml = 12,5 mg de &cido fitico.

924 mg fitato de sodio = generan 660 mg de acido fitico
X mg fitato de sodio = generan 12,5 mg de &cido fitico

X =17,5 mg de fitato de sodio.

Ejemplo de calculo 2: Determinacion del t, para mioinositol en linealidad.

Para poder conocer si la curva de calibracion de mioinositol posee una linealidad aceptable se
debe realizar el calculo de un t estadistico (t;) con los datos obtenidos de la regresion lineal. Esto
se realiza considerando n-2 grados de libertad y se compara con el t tabulado para el nivel de
confianza requerido (p = 0,05), el cual corresponde para este caso a un ti, = 2,228.

r =0,9983

r* = 0,9967

n=12

Por lo tanto: t.= rVn-2 = 0998310
V@-r®)  ~(1-0,9967)

tr = 54,95 >ty 2,228, linealidad aceptable.
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Ejemplo de calculo 3: conversion de unidad de concentracion (mg/ml) en cantidad (mg) de las
lecturas obtenidas por el equipo HPLC-IR.

Luego de realizar la extraccion (3.4.2) de los analitos desde las matrices, en este caso
alimento de salmén, estos se concentraron y purificaron mediante C.I.A. y a continuacién se
tomaron 6 ml de la solucién en HCI 2M y procedié a eliminar el acido utilizando rotavapor.
Finalmente el extracto seco se reconstituyd en 4 ml de fase movil y alicuotas de esta solucién se
cuantificaron mediante HPLC-IR.

La primera determinacion para alimento de salmoén (Tabla N° 8, en anexo N° 2), muestra
4,40 mg de &cido fitico, la cual fue calculada a través de la concentracion entregada por el

equipo. En este caso particular, la concentracion entregada fue de 0,66 mg/ml, por lo tanto:

0,66 mg/ml X 4 ml= 2,64 mg

2,64 mg/6ml = 0,4 mg/ml

0,4 mg/ml X 10 ml = 4,40 mg de acido fitico.
De otra forma seria:

Factor de concentracion =6ml/4 ml =15

Cantidad de &cido fitico = 0,66 mg/ml /1,5 X 10 ml = 4,40 mg acido fitico.

De la misma forma se realiz6 el célculo de la cantidad de &cido fitico y mioinositol en

todas las etapas de validacion en ambas matrices, alimento y contenido intestinal de salmon.
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Ejemplo de calculo 4: Determinacion del porcentaje de recuperacion de los analitos desde las
matrices, alimento y contenido intestinal de salmon.

El primer paso a seguir fue determinar por triplicado la cantidad del analito presente, de
forma constitutiva, en 1,0 gramo de matriz, luego se tomé como referencia el valor promedio de
este analisis para posteriores ensayos.

En este caso se mezclé 1,0 gramo de contenido intestinal de salmén con 5 mg de &cido
fitico, lo cual entreg6 como resultado un 88,80 % de recuperacién (Tabla 18, en anexo N° 2). El
valor fue calculado de la siguiente manera:

El promedio de &cido fitico en 1,0 gramo de contenido intestinal de salmén fue de 3,89
mg, aproximadamente. Esto implica, que al mezclar esta cantidad de contenido intestinal con 5
mg de acido fitico se esperaria un total aproximado de 8,89 mg del analito.

El valor de cantidad promedio para este ensayo, luego de realizar la extraccion segun

metodo 3.4.2, fue de 8,33 mg de &cido fitico, por lo tanto:

(8,33 —3,89) mg = 4,44 mg de &cido fitico.

(4,44 mg /5,00 mg) X 100 = 88,80 % de recuperacion.

Ejemplo de célculo 5: Determinacion de t experimental para acido fitico en recuperacion.

Para este ejemplo de célculo se utilizaron los valores de recuperacion obtenidos para contenido
intestinal de salmoén (Tabla 18, en anexo N° 2).

Promedio % C.V = 2,77%

% Recuperacion promedio obtenida = 89,05 %

tapla = 2,571 para p = 0,05 y n-1 grados de libertad



76

texp = (100 — R) Vn = (100 — 89,05) V6
C.V. 2,77

texp = 9,68 > twnia = 2,571, método no tiene exactitud requerida.

Ejemplo de célculo 6: Ajuste de los valores de &cido fitico y mioinositol en base al % de
recuperacion, de las muestras analizadas.

El porcentaje de recuperacion de &cido fitico en alimento de salmon fue aproximadamente un
86%. Luego de realizar el proceso de extraccion de acido fitico desde 1,0 gramo de alimento de
salmon sin fitasa (Pellet), en triplicado, se obtuvo un valor promedio de 4,46 mg de &cido fitico,
por lo tanto:

446 mg = 86%
X mg = 100%

X =5,186 ~ 5,19 mg/g (Tabla 21)

Todos los valores informados en las tablas 21 y 22 (Anexo N° 2) estdn ajustados en base al

porcentaje de recuperacion.
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