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Introduccion. El &cido fitico es el primer reservorio de fésforo
orgénico de cereales y leguminosas™?, aproximadamente el

75% del fosforo se encuentra en forma de &cido fitico. El &cido
fitico tiene propiedades anti-nutricionales a formar complejos
con las proteinas y cationes monovalentes y divalentes. La
alimentacién de animales monogastricos con fitasa microbiana
modifica los complgjos con € fitato e incrementa la
biodisponibilidad del fésforo*®, calcio y proteinas®. Para
resolver ese problema se utiliza la enzima fitasa como aditivo
aimentario. En este trabgo se presenta un método para
obtener mutantes de Aspergillus niger con mayor produccién
de fitasa que la cepa progenitora.

Metodologia. Se utilizo la cepa de Aspergillus niger AT, la
cual fue sometida a mutagénesis. Para ello, se irradiaron 10mL

de suspensidon de esporas (10’esp/mL) con una dosis de
radiacion UV 254nm, equivalente al 50% de sobrevivencia. Se
inocularon 2007L de suspension de esporas en un medio con
fitato de sodio como Unica fuente fosforo y glucosa como
fuente de carbono (medio PSM), adicionado con 60?g/mL de
higromicina B (HB), las colonias que lograron crecer se
reinocularon en un medio con fitato de calcio®. Las colonias
con mayor potencia de hidrdlisis (area de hidrolisis/area de
colonia) fueron utilizadas para evaluar la produccion de fitasa
en medios de cultivo con salvado de trigo y harina de soya a
una humedad inicial de 50%. La actividad enzimatica se
expresa como la relacion de actividades entre las cepas
mutantesy la cepa progenitora (Ul/Ulp).

Resultados. Se obtuvieron 14 mutantes, 10 que representa una
frecuencia de mutacion de 1.4 ? 10 esporas inoculadas. En la
Figura 1 se presentan los bioensayos realizados con cepas
mutadas (M14 y M13) y no mutadas (N8 y N10) alas 72 h de
incubacion.

Fig.1 Bioensayo de potencia de hidrdlisis de fitato en cepas mutadas

y no mutadas

Los 14 mutantes obtenidos, asi como la cepa progenitora
fueron utilizados para evaluar su produccion de fitasa en
fermentacion en medio sblido. La Figura 2 presenta los

resultados de actividad enzimatica relativa (R=UI/Ulp) en
funcion de la potencia de hidrélisis de las cepas estudiadas. La
cepa progenitora present6 una potenciade hidrélisisde 4y una
R = 1. La mutante con mayor actividad enzimatica (M14) tuvo
una potencia de hidrdlisis de 57.3 y una R = 2.14 Ul/UIp. Los
datos obtenidos fueron ajustados con la relacién de R =
664* P/(5.35+P), donde P es la potencia de hidrélisisy R es la
actividad enzim&ticarelativa.
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Fig. 2 Corréelacion entre la produccion de fitasa en medio solido y la

potencia de hidrdlisis.

Conclusiones. Con este protocolo se pueden obtener mutantes

que incrementan la produccion de fitasa hasta 200%. Los

medios de seleccién PSM con HB y por halos de hidrdlisis

proporcionan un método eficiente y rgpido parala seleccion de

mutantes sobreproductores de fitasa.
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