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Resumen

Se describe la produccion de fitasa mediante cultivos del tipo sumergido (SmF) y sobre sustrato sélido (SSF)
con Aspergillus ficnum DSM 932 en medios de cultivos basados en residuos de la agroindustria. La actividad
enzimatica fitasica se usé como medida indirecta de la produccién de la enzima. En SmF, pH 5,3 y 25 °C, se
trabaj6 en fermentadores de diferentes volimenes y con el mayor se operd con diferentes niveles de aireacion
y agitacion. En SSF a 25 °C se usaron placas de Petri. En SmF con un medio basado en cereales se presento la
mejor actividad neta (0,25 FTU/mL) al sexto dfa para 300 tpm y 0,5 vvm. En SSF, la torta de canola resulté ser
el mejor sustrato con una actividad fitdsica neta maxima al tercer dia de 6,79 FTU/mL de extracto, equivalente
a 33,96 FTU/g de sustrato sélido o 56,43 FTU/g de sustrato seco. Aplicando tecnologias de membrana se
concentré un extracto de fitasa a partir de una SmF en medio basado en cereales y también fue posible purifi-
car 0,33 veces un extracto de fitasa producido en SSF con torta de canola, diafiltrando tres veces consecutivas
el retenido de 100 kDa. La enzima fitasa de la cepa A. ficuum DSM 932 mostré tener un tamafio = 100 kDa.

Palabras clave: fitasa, enzimas en piensos, Aspergillus ficunm, torta de canola, fermentacion en sustrato soli-

do.

Abstract

Phytase production by submerged fermentation (SmF) and solid state fermentation (SSF) using Aspergillus
Sicnum DSM 932 in agro-waste-based culture media is described here. Phytase enzyme activity was used for
the indirect measurement of enzyme production. Fermentation was carried out in SmF, pH 5.3 at 25 °C with
two fermenters having different volumes; the largest one had different levels of aeration and agitation. Petri
dishes were used for SSF at 25 °C. A cereal-based medium obtained the best net activity (0.25 FTU mL") for
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SmF on the sixth day at 300 rpm at 0.5 vvm. Canola cake was the best substrate for SSF, having maximum net
phytase activity on the third day: 6.79 FTU mL-1 extract, equivalent to 33.96 FTU g-1 solid substrate or 56.43
FTU g-1 dry substrate. A phytase extract was concentrated from an SmF-based medium in cereals by applying

membrane technologies. A phytase extract produced in SSF with canola cakes was purified 6.33 times using
three consecutive diafiltrations of the 100 kDa retentate. A. ficunn DSM 932 phytase was = 100 kDa in size.

Keywords: phytase; feed enzyme, Aspergillus ficunm, canola cake, solid substrate fermentation.

Recibido: febrero 25 de 2009

Introduccién

Un importante factor en la industria de
alimentos para animales lo constituyen las
fuentes proteicas vegetales que contienen acido
fitico (AF) y sus sales, por ser la principal forma
de almacenamiento de fésforo (P) en cereales y
leguminosas. En los animales “monogastricos”
la presencia de enzimas fitasas degradantes de
las formas en que se presenta el acido fitico es
nula o minima en sus tractos gastrointestinales,
lo que provoca que la baja biodisponibilidad
del P presente en ingredientes de origen vege-
tal, sea un problema a nivel de este tipo de ali-
mentacion (Cromwell y Coffey, 1991; Tomshy
et al., 2000).

El acido fitico presente en los piensos
elaborados con proteinas vegetales se pre-
senta como un factor antinutricional para
los animales monogastricos, al formar com-
plejos con proteinas y una variedad de iones
metalicos, causando una disminucién en la
disponibilidad de estos nutrientes (Reddy et
al., 1982; Wodzinski y Ullah, 1996). Debido
a estos problemas, hay mucho interés en la
degradacion enzimatica de las formas en que
se presenta el acido fitico en los alimentos de
origen vegetal (Wyss et al., 1999). Por ello,
el uso y la aplicacién de la enzima fitasa se
ha generalizado en la industria elaboradora
de alimentos de aves y cerdos, como una es-
trategia para mejorar la biodisponibilidad de
fosfato. A nivel comercial, se buscan alter-
nativas econémicas de produccion de estas
fitasas.

Aprobado: junio 30 de 2009

Las fitasas son enzimas que pertenecen
a la subfamilia de las fosfatasas acidas de alto
peso molecular (Ullah y Gibson, 1987). La ma-
yorfa de las fitasas conocidas pertenecen a las
3-fitasas (EC 3.1.3.8) o 6-fitasas (EC 3.1.3.206)
(Lassen et al., 2001).

En relacién con las fitasas bacterianas,
se ha detectado que se producen por una gran
variedad de estos microorganismos: Aerobacter
aerogenes, Bacillus subtilis, Klebsiella aerogenes, Pseu-
domonas sp. (Wodzinski y Ullah, 1996), Klebsiella
pnenmoniae 'y Escherichia coli. (Nagasihima et al.,
1999). Los inconvenientes de las fitasas bacte-
rianas son su bajo rendimiento productivo y su
pH neutro-alcalino que hacen practicamente
inatil su empleo como aditivos para piensos
(Wodzinski y Ullah, 19906). Las fitasas de la
flora microbiana del intestino grueso, aunque
tienen actividad hidrolitica sobre los fitatos, no
ejercen ningun efecto beneficioso para el ani-
mal porque el fésforo liberado no se absorbe y
es totalmente excretado (Brenes et al., 2002).

Dentro de las fitasas producidas por
hongos se destacan las de levaduras como
Schwanniomyces  Castelli,  Saccharomyces  cerevisiae
(Nagasihima et al., 1999) y las producidas por
hongos como Aspergillus ficnum, Aspergillus niger,
Aspergillus terrens, Aspergillus fumigatus, Emericella
nidulans, Myceliophthora thermophila y Talaronyces
thermophilus (Wyss et al., 1999). Aspergillus ficunm
produce la fitasa extracelular mas activa (Wo-
dzinski y Ullah, 1996) y por ello es el organis-
mo mas utilizado en la produccién industrial de
fitasas comerciales (Brenes et al., 2002). Estos
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hongos producen enzimas extracelulares del
tipo 3-fitasa con capacidad hidrolitica del AF
sobre el grupo ortofosfato situado en posicién
3 de la molécula, dando lugar a D-mioinositol
1,2,4,5,6-pentaquisfosfato y una molécula de
ortofosfato (Brenes et 4l., 2002). Estas fitasas
no hidrolizan completamente el AF, pues son
incapaces de degradar el éster monofosférico
del inositol monofosfato (Wodzinski y Ullah,
1996).

La produccién comercial de la enzima
fitasa fungica del género Aspergillus ha sido lo-
grada tradicionalmente con diversos sustratos y
medios a través de cultivos del tipo sumergido
(SmF) y mas recientemente en modalidad de
fermentacion sobre sustrato solido (SSF) (Bogar
et al., 2003; Ramachandran et 4l., 2005; Chanta-
sartrasamee et al., 2005; Roopesh et 4l., 2000).

La fermentacién sobre sustrato soélido
(SSF), si bien presenta varias ventajas sobre la
SmE, debido a la complejidad que reviste su
naturaleza heterogénea, muestra desventajas
asociadas al modelamiento para el escalamien-
to y el control de las operaciones y variables del
proceso (Pérez-Guerra et al., 2003).

En el presente documento se describe la
produccién de fitasa en SSF y SmF a partir de
medios de cultivos basados en desechos y otros
subproductos de la agroindustria, ademas de la
breve descripcion de la concentraciéon y puti-
ficacién parcial de dos extractos enzimaticos
producidos en estos medios.

Materiales y métodos

Sustratos y medios de cultivo

Los sustratos usados en esta investigacién
fueron seleccionados por su minimo o nulo va-
lor comercial al tratarse de subproductos, pro-
ductos de descarte, residuos o desechos de la
agroindustria, a saber: harina gruesa de maiz,
afrechillo de trigo, torta de canola y pomaza de
cranberries. La idea central fue probar su efec-
tividad en la produccién de enzimas con miras
a agregarles valor.

Todas las fermentaciones se tealizaron
con los medios detallados en la tabla 1 luego de
ser esterilizados en autoclave a 121 °C durante
15 min.

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo

SmF! SSF
Ingrediente & ®Base cereal, | @Base cereal, g/ SLETIELEE @Pom.aza
g/ placa 150 cranberries, g/
g/t placa 110 mm mm placa 150 mm
Harina gruesa de maiz 5 10; 180
Torta de canola 65
Pomaza cranberries 150
Afrechillo de trigo 2,5 4,5; 80
Harina integral de trigo 2,5 4,5; 80
Sulfato de amonio 0,5 1,18 3 3
Base seca sustrato?, g Ss/g S (%) 0,9975 62,5 60,18 60,99

'Se afor6 a 1 L con agua

2 (Gramos de sustrato seco/gramos de sustrato total ya inoculado) x 100

Produccién de enzima fitasa de Aspergilius con residuos agroindustriales en fermentacién sumergida... 75



Cepa y preparacion de indculo

El microorganismo usado para la produc-
cién de fitasa en todas las fermentaciones reali-
zadas fue la cepa Aspergillus ficunn DSM 932 (A.
niger NRRL 3135).

El in6culo primario se obtuvo a partir de
una suspension de las esporas extraidas desde
una placa de cultivo del hongo (figura 1-A)
de =20 dfas a 25 °C de Agar Papa Dextrosa
(Merck), lo que resultd en una concentracién
de 3,5 x 10° esporas/mL.

Los ensayos en SmF fueron inoculados al
10% luego de una primera propagacion reali-
zada en un medio liquido denominado caldo
de activacién (Bacto-Dextrosa 20 g/L, Difco
y Extracto de Levaduras 4 g/L, Difco) al 1%
desde el in6culo primario.

En los ensayos en SSF con sustrato base
cereal se usaron placas de 110 mm de diametro
inoculadas con 10 mL de una suspensién de
micelio de morfologia pellet de =1 mm de dia-
metro (pelleti) proveniente de esporas germi-
nadas en caldo de activacion (180 rpm a 25 °C,
20 h) sembradas al 1% desde el in6culo prima-
tio, lo que resultd en ~3,5 x 10* pellet;/placa de
110 mm de diametro que contenfan 20 g de la
mezcla de cereal, es decir, 1750 pellet:/g.

Por otra parte, los cultivos SSI¥ sobre ca-
nola y pomaza de cranberries también fueron
inoculados con micelio germinado de mor-
fologia pellet (figura 1-B) pero de =3 mm de

didmetro (pelletsde 180 rpm a 25 °C, 36 h), al-
canzandose en cada oportunidad al inicio del
proceso un numero de éstos de =120 pellets/
placa de 150 mm de didmetro con 65 g de torta
de canola seca, lo que resulta en =2 pellets/g.

Medicion de actividad

La actividad enzimatica fitdsica se usé
como medida indirecta de la produccién de la
enzima por parte del A. ficuum. Se definié como
produccién neta a la diferencia de actividad
obtenida en el tiempo de muestreo y actividad
inicial (tlempo 0) que corresponde a actividad
fitasica nativa o enddgena del sustrato.

La actividad fitasica se determiné median-
te el método descrito por Harland y Harland
(1980) modificado, el cual hace uso del reactivo
de Taussky - Shorr, que permite detectar el fos-
fato inorganico (Pi), a través de la medicion de
la absorbancia a 660 nm producida por el sul-
fato ferroso formado durante la reduccion del
acido fosfomolibdico a partir del fosfato inor-
ganico en disolucion (Taussky y Shorr, 1953).
La mezcla de reaccién contempla 1,0 mL Mg-
SO4 0,1M en buffer acetato 0,2 M pH 5,15, 0,6
mlL del extracto con la enzima (muestra) y 2,4
ml. de soluciéon de icido fitico 6,82 mM en
buffer acetato 0,2 M pH 5,15, mezcla que se
incuba en un bafio de agua termorregulado a
55% C durante 60 min; transcurrido el periodo
de incubacién se agregan 0,5 mL de acido tri-
cloroacético al 10% y 1,0 mL agua destilada; se

Figura 1. Aspecto del hongo Aspergillus ficunm DSM 932. A. en agar papa dextrosa; B. in6culo,
micelio en morfologia de pellet; C: en SSF sobre torta de canola.
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refrigera durante 20 min y se agregan 2,4 mL
del reactivo de Taussky y Short, procediendo
a medir la absorbancia a 660 nm luego de 30
min. La curva de calibraciéon se obtiene utili-
zando un rango de 1,00 a 0,04 pmol/mL de
Pi a partir de una soluciéon de KH2POs, con lo
cual se define una unidad de actividad de fitasi-
ca (FTU) como la cantidad de enzima necesatia
para liberar un gmol de fésforo inorganico por
minuto, bajo las condiciones del ensayo.

Se determiné la actividad de las muestras
de SmF del caldo de cultivo libre de sélidos
(sobtrenadante de 7500xG, 10 min, 4 °C) y del
extracto crudo de SSF (figura 2). Los resultados
se expresan en FTU en el extracto para el caso
de SSF o caldo libre de sélidos para el caso de
SmF (FTU/mL), y en FTU por gramo se sustra-
to solido seco (FTU/g Ss).

Fermentacion en sustrato sélido (SSF)

Las fermentaciones en estado solido se
efectuaron con diferentes medios, en dos mo-
dalidades a 25 °C. Se usaron placas de Petri de
110 mm de didmetro con el medio @ y de 150
mm con los medios @ y @ (figura 1-C), ubi-
cadas dentro de una camara de cultivo a 25 +
0,1 °C con circulacién de aire filtrado y humi-
dificado a saturaciéon. Se usaron placas de Pe-
tri al igual que otros autores (Blandino et 4l.,
2005; Yang et al., 2001; Botella et al.,, 2007).
Cabe sefialar que en cada oportunidad, junto
a la inoculacion se agregd agua destilada estéril
para lograr una humedad de 37 a 40% al inicio
del proceso. Los ensayos en SSF se efectuaron
en triplicado, tomandose muestras diarias a la
misma hora y en forma aleatoria sobre cada
placa; las determinaciones de actividad fitasi-
ca se realizaron a extractos crudos obtenidos
como se indica en la figura 2.

Fermentacion sumergida (SmF)

Se realizaron fermentaciones en modali-
dad de cultivo sumergido en duplicado en dos
tamafios diferentes, a saber, de 0,8 Ly de 11 L,
durante 6 dias. En ambos se us6 el medio de
cultivo detallado en @ de la tabla 1, operados a

Muestra de cultivo + Triton X-100 al 0,1%
(19 de muestra/5 mL sol Triton)

Agitacion
180 rpm, 25°C, 1 hora

l

Centrifugacion solidos
7500 xG, 4 °C, 10 min

sobrenadante

Extracto crudo

Figura 2. Diagrama del proceso de obtencion
del extracto crudo a partir
de las muestras de cultivo SSF

pH 5,3 y 25° C. Para las fermentaciones de vo-
lumen menor se us6 un fermentador modular
de sobremesa (Gallemkamp, FB2-200-W) de 1
L, con 0,8 L, agitacién constante de 200 rpm
y aireacion de 1 vvm, y para las de volumen
mayor un fermentador Microferm (New Brun-
swick Sci. Co., USA) de 14 L, con 11 L, operan-
do a velocidades del rotor de 200 y 300 rpm y la
aireacién de 0 y 0,5 vvm. Se tomaron muestras
diarias del cultivo a la misma hora durante una
semana, las que fueron centrifugadas a 7500
x G, 10 min, 4° C y se determiné la actividad
enzimatica al sobrenadante (caldo de cultivo li-
bre de solidos). Todos los ensayos y analisis se
realizaron en duplicado, siendo la variable de
respuesta la actividad enzimadtica presente en el
caldo de cultivo libre de sélidos en FTU/mL
(e.d. por mL de caldo).

Los resultados fueron analizados me-
diante un Andeva multifactorial en donde los
factores fueron velocidad del rotor, aireaciéon y
tiempo, siendo la variable de respuesta la acti-
vidad enzimatica.

Obtencion de extractos concentrados de

fitasa de A. ficuum

Un primer concentrado fue obtenido des-
de el caldo de SmF que fue filtrado a través de
una tela de muselina y microfiltrado (0,45 p)
usando un equipo Spintrex™ (New Brunswick
Sci. Co., USA) operado en modalidad de batch
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con recirculacion; posteriormente, el permeado
fue ultrafiltrado dos veces usando un equipo
Millipore con membranas de polietersulfona
de 150 mm de diametro primero de 100 kDa
de cut-off, determinindose la actividad enzi-
matica en cada etapa.

Un segundo concentrado, esta vez se-
mipurificado, se logré a partir de un extracto
crudo desde una SSF en canola, el cual fue mi-
crofiltrado (0,45 p) y ultrafiltrado-diafiltrado x3
en una celda de ultrafiltracién (Amicon 8050,
Millipore USA) con membranas polietersulfo-
na de 45 mm de didmetro y 100 kDa de cut-off,
esto ultimo con la finalidad de purificar parcial-
mente el extracto enzimatico; se determiné la
actividad enzimatica y la actividad especifica
midiendo la concentracién de proteinas (Brad-
ford), en cada etapa. La figura 3 muestra el es-
quema de ambos procesos.

Resultados y discusién

Fermentacién en sustrato sélido (SSF)

Los resultados de las fermentaciones en
SSF en placas se presentan en la figura 4, don-
de es posible apreciar las notables diferencias

A

| Caldo de cultivo SmF (800 mL) |

l Micelio y restos
| Filtracién con tela de medio de

Firado, F mayor tamario
v (650mL)
Microfiltracion Micelio y restos
Sprintrex™ 0,45 p de medio
permeado, P,
(530 mL)
Ultrafiltracion retenidlo
100 kDa Extracto crudo
concentrado, Ecc
lpermeado, B (120 mL)

en los niveles de actividad fitasica logrados con
los diferentes sustratos; es asi como la torta de
canola resultd ser el mejor sustrato (6,79 FTU/
mL de extracto, equivalente a 33,96 FTU/g S
de sustrato sélido o 56,43 FTU/gSs de sustrato
seco), superando 10 veces a lo alcanzado en el
medio base cereal (0,695 FTU/mL" de extrac-
to, equivalente a 5,56 FTU/g Ss). Igualmente,
es posible apreciar que sobre canola la maxima
actividad se alcanzo al tercer dia, un dia antes
que sobre el medio base cereal, y ocho dias an-
tes que sobre pomaza de cranberries. Se logrd
la mayor produccién en canola no obstante
la menor concentraciéon de indéculo aplicada,
concordando con Krishna y Nokes (2001) que
sefialan que el tamafio del in6culo no interfie-
re en la producciéon de la enzima. Es probable
que el retraso de un dia en las placas sobre sus-
trato cereal en alcanzar el maximo de produc-
cién se deba al estado de madurez del in6culo
(pellet:). Sobre canola se observo sélo un leve
decaimiento en la actividad luego de alcanzar el
maximo de produccién menor a lo observado
por Ramachandran et 4l. (2005).

Bogar et al. (2003) realizaron ensayos en
SSF con A. ficunun, M. racemosus y R. oligosporus,
sobre distintos sustratos, a saber, torta de ca-

B Extracto crudo SSF (60 mL)

\ Microfiltracion, 0,45 }—»sondos
filtrado, 50 mL

v
o permeado,
| Ultrafiltracién, 100 kDa }—» 45 mL

retenido R,y,, 5 mL

45 mL buffer S S
acetato 0,2 M —>| Diafiltracion, 100 kDa ’—» p i
pH 5,15
45 mL buffer

v
[Ty permeado,
ace;tat%%z M —DI Diafiltracion, 100 kDa }—» 45 mL

45 mL buffer v permeado
ac%tat% qg M Diafiltracion, 100 kDa }—» 45 mlL

retenido, 5 mL

retenido, 5 mL

retenido D,, mL

3er. Diafiltrado (5 mL)

Figura 3. Diagramas del proceso de obtencion de extractos de fitasa concentrados. A) A partir de una

fermentacion en SmE, base cereal. B) A partir de una SSF en canola.
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Produccion neta de fitasa en SSF

Actividad fitasica por gramo de
sustrato sélido seco, FTU/g Ss

7
1o £%
g =
- Q.
T4 8§88
23
. ¥ oo 70 B3
— — < =

4—0?

-2 + 2 ég
o= % °
+1 @a

7 8 9 10 M 12 13 14 15

Tiempo, d

‘ —<— Canola — ~o— - Pomaza cranberries

—m— B. cereal |

Figura 4. Evolucion de la actividad fitasica neta en fermentaciones sobre sustrato sélido (SSF) con tres

diferentes sustratos, torta de canola, base cereal y pomaza de cranberries.

nola, salvado de trigo, maiz y soya chancados,
obteniendo los mayores niveles de actividad
fitasica con A. fiecunm sobre torta de canola
con 60% de humedad al cuarto dia, pero con
niveles de actividad inferiores a los obtenidos
en la presente investigacién. Asf mismo, Chan-
tasartrasamee et al. (2005) en SSF de A. oryzae
sobre medio basado en un triturado de soya
(77%) y harina de arroz (23%), lograron un
maximo de 16 FTU/g al cuarto dfa. As{ tam-
bién, Roopesh et al. (2006) en SSF con diver-
sos sustratos y combinacién de ellos, lograron
un méximo de 30 FTU/gSs (por g de sustrato
seco) al tercer dia con torta de sésamo y 32,2
FTU/gSs también al tercer dia con una mez-
cla 1:1 de torta de sésamo con paja de trigo,
aunque esta ultima como sustrato individual
resultd 3,5 veces menor. Comparando esos
resultados con los de la presente investigacion
(donde se determiné actividad enzimatica con
el mismo método) y al referitlos sobre la mis-
ma base, lo logrado es de 56,43 y 5,56 FTU/
gSs para torta de canola y medio base cereal,
respectivamente, confirmandose la excelente
capacidad de la torta de canola. Se presento
actividad fitdsica neta tardia de 2,64 FTU/gSs
en la pomaza de cranberries, no obstante que
se trata de un residuo muy pobre en nutrientes
y con una elevada acidez.

Fermentacion sumergida (SmF)

La figura 5 muestra los resultados obte-
nidos en las fermentaciones sumergidas de A.
Sicnum efectuadas con el medio base cereal res-
pecto de la actividad enzimatica neta obtenida
en el caldo de cultivo. Los mayores niveles se
logran al sexto dia para los cultivos de mayor
volumen. En el analisis estadistico se aplicé un
Andeva multifactorial a los datos obtenidos y
sus repeticiones para actividad enzimatica, lo
que indicd que existen diferencias significati-
vas entre las muestras evaluadas con un 95%
de confiabilidad, y al aplicar el Test de Rangos
Multiples mostr6 que al sexto dfa, con 300 rpm
y 0,5 vvm, se logrd la mayor actividad enzima-
tica.

Papagianni et al. (2001), a partir de una
SmF con A. fieunm utilizando un medio semi-
sintético lograron al maximo nivel de actividad
al cuarto dia, y Gargova y Sariyska (2003) con
A. niger en un medio liquido basado en almi-
dén de maiz lograron los maximos niveles de
actividad al séptimo dia, habiendo inoculado
con esporas sin germinar. Estos tltimos inves-
tigadores encuentran una relacién directa entre
la edad de las esporas y los niveles maximos
de actividad logrados. Bhavsar et 4l. (2009) en
SmF con residuos agricolas pretratados para
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Actividad fitasica, FTU/mL

03

Produccion neta de fitasa en SmF con A. ficuum en medio base cereales

Tiempo, d

—m— Gall. 1 vwm - 200 rpm
=d=05vwm -200 rpm

=—a— (0 vvm - 200 rpm
— =—0,5vwm - 300rpm

== 0 vvm - 300 rpm

Figura 5. Evolucion de la actividad fitdsica neta en cultivos de A. fienum en SSE, ensayos realizados

en Microferm con 11 L a 0y 0,5 vvm, y en fermentador Gallenkamp con 0,8 L a 1 vvm.

rebajarles el contenido de fésforo inorganico
logran los méaximos niveles de actividad fitasica
en el décimo primer dia para salvado de trigo
y maiz, sustrato similares a los usados en esta
investigacion.

Productividad

La tabla 2 resume los resultados obteni-
dos en SmF y SSF para alcanzar la maxima ac-
tividad fitasica, el periodo de tiempo empleado
y la productividad volumétrica. En SmE, no

obstante el retraso de 3 dias, la mayor produc-
tividad volumétrica se logra a escala mayor. En
tanto que en SSF la maxima productividad vo-
lumétrica se logra con canola. Las diferentes
modalidades no permiten hacer comparacio-
nes entre sistemas.

Obtencion de extractos concentrados

de fitasa de A. ficuum

Fue posible concentrar 2,79 veces (tabla 3,
0,265/0,095) un extracto de fitasa proveniente

Tabla 2. Resultados de actividad fitasica y de productividad volumétrica maxima
en SmF y SSF, distintos sustratos

Tiempo hasta ..
. .. .. Productividad
Modalidad maxima actividad rol ue ,m. 4
extracto o | FTU/gSs arTE e Pl
caldo
Medio Operacion d h FTU/mL h
Ferm. Gallenk
Base cereal erm. Laflenkamp 0,013 1,24 3 72 0,00017
1 vwm, 200 rpm
SmF
MicroF NBSc.
Base cereal icrorerm Nboe 0,252 24,06 6 144 0,0018
0,5 vwm, 300 rpm
Base cereal Placas 110 mm 0,695 5,56 4 96 0,0072
SSF Canola Placas 150 mm 6,79 56,43 3 72 0,0943
P
omaza Placas 150 mm 0,33 2,64 12 288 0,0011
cranberries
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de una SmF en base cereal mediante ultrafil-
tracion con membranas de 100 kDa de cut-off,
donde sélo el retenido present6 actividad fita-
sica, lo que es indicativo de que la enzima tiene
un tamano >100 kDa.

Asf mismo, se concentrd y purificd par-
cialmente 6,33 veces el extracto de una SSF en
canola, mediante tecnologias de membrana y
diafiltrando tres veces consecutivas el reteni-
do de 100 kDa. En la tabla 3 se presentan los
resultados obtenidos siendo posible apreciar
el aumento de la actividad especifica durante
todo el proceso, y el gran efecto de la diafiltra-
cion (3,1827,53).

Conclusiones

En SmF la mayor produccion de fitasa se
logré el sexto dia en medio basado en cereales.

La torta de canola resulté ser un sustrato
muy bueno para SSF presentando una activi-
dad fitdsica neta maxima al tercer dia de 6,79
FTU/mL de extracto (56,43 FTU/gSs), niveles
10 veces superiores a los logrados con sustra-
tos basados en cereales.

La enzima fitasa de la cepa A. ficuum DSM
932 mostrd tener un tamafio = 100 kDa pues
al ultrafiltrar extractos enzimaticos por mem-
branas de 100 kDa de cut-off, sélo se presenta
actividad en el retenido.

Aplicando tecnologias de membrana (mi-
crofiltracién y ultrafiltracién-diafiltracion x3),
fue posible purificar 6,33 veces un extracto de
fitasa producido en SSF con torta de canola.
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