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RESUMEN

En este trabajo se presenta la caracterizacion bioquimi-
ca de la hidrdlisis del acido fitico por la enzima produ-
cida por una cepa nativa de Penicillium expansum. La fi-
tasa de P. expansum es sintetizada durante la fase
estacionaria, cuando el crecimiento tiene lugar en extrac-
to de malta. El peso molecular de la enzima fue entre 35
y 45 kDa (SDS-PAGE). Las condiciones 6ptimas de pHy
temperatura para la hidrélisis del acido fitico (277 nkat
por mg de proteina) fueron 2,5 y 40 °C, respectivamen-
te. La enzima es térmicamente inestable; un 32 % de acti-
vidad fue retenida cuando la proteina se incubé a 80 °C
durante 400 s. Los valores de los parametros cinéticos
de Vnax (65,01 nkat por mg de proteina) y K. (0,549 mM)
fueron estimados para concentraciones de acido fitico
inferiores a 3,5 mM. A mayores concentraciones del aci-
do fitico (3,5 - 10 mM) se observé una importante dismi-
nucion de la velocidad de hidrdélisis, no registrandose
actividad a concentraciéon de 10 mM.

Palabras clave: Penicillium expansum. Fitasa. Acido fiti-
co. Parametros cinéticos.

SUMMARY

The biochemical characterization of the phytase from a
native strain of P. expansum is presented. The enzyme
is produced in the stationary growth rate phase when the
culture media was malt extract. The enzyme showed a
molecular weight between 35 and 45 kDa by SDS-PAGE.
Optimal pH and temperature for phytic acid hydrolysis
were 2.5 and 40° C, respectively. The enzyme was high-
ly sensitive to temperature; residual activity was 32%
when the protein was incubated at 80° C for 400 s. Values
for V. (55.01 nkat per mg of protein) and K., (0.549 mM)

were estimated from data obtained with phytic acid con-
centrations lower then 3.5 mM. Higher substrate con-
centrations (3.5 - 10 mM) significantly decreased the
hydrolysis rate and at the highest concentration no activ-
ity was observed.

Key words: Penicillium expansum. Phytase. Phytic acid.
Kinetic parameters.

RESUM

En aquest treball, es presenta la caracteritzacié bioqui-
mica de la hidrolisi de I’acid fitic per ’enzim produit per
una soca nativa de Penicillium expansum. La fitasa de
P. expansum es sintetitza durant la fase estacionaria,
quan el creixement té lloc en extract de mailt. El pes mole-
cular de I’enzim és entre 35 i 45 kDa (SDS-PAGE). Les
condicions optimes de pH i temperatura per a la hidro-
lisi de I’acid fitic (277 nkat por mg de proteina) sén 2,5 i
40 °C, respectivament. L’enzim és térmicament inesta-
ble; un 32 % d’activitat és retinguda quan la proteina s’in-
cuba a 80 °C durant 400 s. Els valors dels parametres
cinétics de V. (55,01 nkat per mg de proteina) i Km
(0,549 mM) s’estimen per a concentracions d’acid fitic
inferiors a 3,5 mM. A concentracions superiors de I’acid
fitic (3,5 - 10 mM), s’observa una important disminucio
de la velocitat d’hidrolisi, no registrant-se activitat a con-
centraci6 de 10 mM.

Mots clau: Penicillium expansum. Fitasa. Acid fitic. Para-
metres cinétics.
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INTRODUCCION

Las fitasas pertenece al grupo de fosfatasas capaces de
hidrolizar los fitatos. Estas enzimas han llamado la aten-
cién ya que son capaces de generar fésforo disponible y
reducir los efectos antinutricionales de los fitatos, por lo
que pueden ser usadas como aditivos en la produccion de
alimentos para animales. Las caracteristicas de las enzi-
mas destinadas a tales usos son elevada actividad y esta-
bilidad térmica, requerida para productos cuyo procesa-
miento involucra una etapa de extrusion.

El fosforo es un elemento necesario para la construccion
de diferentes moléculas biolégicas (ADN, ARN, proteinas
y polisacaridos) por lo que las fosfatasas se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza (plantas, ciertos
tejidos de animales y microorganismos, particularmente
los hongos). Dependiendo del enlace fosfo-éster hidroli-
zado, las fitasas se clasifican como 3-fitasas (EC 3.1.3.8),
4-fitasas y 6-fitasas (EC 3.1.3.26). De las diversas fitasas
reportadas, las histidinas acido fosfatasas phyA y phyB,
son las mejor caracterizadas. Estas dos fitasas difieren en
el pH al que alcanzan la 6ptima actividad catalitica. La enzi-
ma phyA posee dos 6ptimos de pH (5 y 2,5) en tanto el pH
6ptimo de phyB es 5. Otra diferencia es la mayor especi-
ficidad de phyA por el sustrato™?. Estas diferencias son
explicadas debido a la distribucién de cargas en el sitio de
unién del sustrato®.

Penicillium expansum Link, es un hongo fitopatégeno que
posee un amplio rango de hospederos. Se ha sefialado
como responsable de enfermedades en 21 géneros de
plantas, siendo las frutas citricas la excepcién®. Como
otros hongos azules P. expansum es un parasito que infec-
ta a través de zonas con dafio mecanico, heridas y lesio-
nes causadas por insectos o durante la recoleccién de fru-
tos. Varias enzimas hidroliticas sintetizada por P. axpansum
han sido estudiadas, polygalacturonasa®, pectinasa®, p-
glicosidasa”, pectina liasa® y lipasa®. En este trabajo se
caracteriza la enzima extracelular, con actividad sobre aci-
do fitico, producida por una cepa nativa de P. expansum.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones de crecimiento. La cepa de
P. expansum utilizada en este trabajo fue aislada desde
frutos infectados e identificada usando la metodologia pro-
puesta por Pitt (2000)"”. El hongo fue cultivado durante
7 dias a 25 °C en agar Czapek levadura (CYA), agar extrac-
to de malta (MEA) y agar glicerol nitrato (G25N) [para 1 L:
NaNO; 3 g, K:HPO. 1 g, KCI 0,5 g, MgS0.-7H.0 0,5 g,
FeS0.-7H.0 0,01 g, extracto de levadura 5 g, agar 15 g; el
pH fue fijado en 6; una vez disuelto el agar se agregaron,
250 g de glicerol a 750 g de medio]. Los metabolitos secun-
darios del indol, que son producidos por varias especies
de Penicillium cuando el crecimiento ocurre en CYA, fue-
ron detectados directamente en el cultivo usando papel
filtro mojado con reactivo de Ehrlich (1 % p-dimetilamino-
benzaldehido en HCI 1 N) disuelto en etanol (50 %). Los
metabolitos fueron visualizados por la formacién de una
zona violeta sobre el papel al cabo de 10 min“".

Cultivos puros fueron crecidos en agar extracto de malta
por 10 dias a temperatura ambiente. Las esporas fueron
cosechadas usando Tween 80 (0,01 %) estéril. Para el cre-
cimiento del hongo, se usé extracto de malta. La razén
medio de cultivo: inéculo fue de 150:1, con una concen-
tracién de esporas de 10" por mL. La incubacién fue rea-
lizada a 20 °C en agitador orbital a 300 rev/min.

Obtencion de la enzima. El sobrenadante del cultivo cre-
cido fue filtrado bajo 0,2 um y el pH fue fijado en 5 con

NaOH 1M. La solucién fue concentrada por ultrafiltraciéon
bajo 30 kDa. La proteinas contaminantes fueron removi-
das a través de la precipitaciéon con (NH.).S0. (50 % satu-
racion, 24 h a 4 °C) y posterior centrifugacién (10000 g,
30 min, 4 °C). La concentracion de sal del sobrenadante
fue ajustada a 85% saturacion. Luego de 24 h a 4 °C, el
precipitado fue recuperado por centrifugaciéon (10000 g,
30 min, 4 °C), disuelto en buffer acetato (pH 5,5 50 mM) y
dializado durante 3 dias a 4 °C con cambios diarios de buf-
fer acetato. La solucién obtenida se mantuvo a 4 °C has-
ta su uso.

Actividad enzimatica. La actividad de fitasa fue estimada
a través de la liberacion de fésforo inorganico desde aci-
do fitico"™. Los valores de absorbancia fueron interpola-
dos en curva de calibracion construida con KH:PO. y con-
vertidos a nmoles de fésforo. La solucion de enzima (100 ulL)
fue incubada (50 °C, 30 min) con 100 uL de solucién de
acido fitico (myo-inositol hexakis (dihidrogeno fosfato) sal
hidratada dodecasodio, CsH1:02:Ps-12Na-xH-0) 2,5 mM (en
buffer acetato 50 mM, pH 4,5). La reaccion fue detenida a
través de la adicion de 100 uL de acido tricloacético (5 %
w/v). Los buffers usados en los experimentos realizados
para establecer el efecto del pH fueron glicina/HCL (pH 2,5-
3,5), acetato de sodio/acido acético (pH 3,5-5,5), MES/HCI
(pH 5,5-7), HEPES/HCI (pH 7-8). En aquellos casos en los
que se usaron distintos buffers para el mismo pH, la acti-
vidad enzimatica fue medida en ambos buffers. Una uni-
dad de fitasa se define como la cantidad de enzima que
libera un nmol de fésforo por segundo (nkat). Las pruebas
fueron realizadas en triplicado.

Contenido de proteinas y azucares. La concentracion de
proteinas fue determinada por el método de Bradford
(1976)". Los valores de absorbancia fueron interpolados
en una curva de calibracién construida con albumina de
suero de bovino.

Analisis de electroforesis. Las muestras fueron someti-
das a electroforesis en gel denaturante (SDS-PAGE)"’. Para
el tefiido de los geles se us6 azul de Comassie R-250.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron las caracteristicas morfolégicas macros-
copicas (textura color de la colonia en el anverso y rever-
so, pigmentos difusibles, exudados) y microscépicas (tipos
de conidi6foros, presencia o ausencia de rugosidad, agru-
pacioén, ramificaciéon, morfometria de métulas, fidlides y
conidios) en MEA y CYA. El diametro de las colonias ver-
de oscuro en CYA y MEA fue de entre 28 a 35 mm; en G25N
el diametro de las colonias fue de entre 16 a 20 mm. Los
conidiéforos se observaron lisos, fasciculados a coremi-
formes en los bordes de las colonias, penicilios tipicamente
terverticilados, métulas de 10 a 13 um de largo y fialides
ampuliformes a cilindricas, apretadas con collula corta, de
7 a10 um de largo. Conidios elipsoidales de 2,8 a 3,3 um
de largo de pared lisa, en cadenas largas e irregulares. La
cepa de P. expansum aislada no presenté crecimiento a
37 °C y la reaccién con el reactivo de Ehrlich fue positiva
indicando la presencia de metabolitos del indol. La Figura 1
muestra conidiéforos, métulas, fidlides y conidios de la
cepa de P. expansum aislada.

La produccién de fitasa por P. expansum, durante la fer-
mentacion del extracto de malta, presenté un maximo a
las 60 h (Tabla 1). Este tiempo coincide con la disminucién
de la concentracion del fosforo residual (Pi) en el medio
de cultivo a niveles no detectados (no se muestra), lo que
indica que la sintesis de la enzima esta sujeta a inhibicién.
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Reportes previos muestran
que altas concentraciones de
fosfato reprimen la sintesis de
fosfatasas acidas y fitasa en
hongos, y que condiciones de
crecimiento limitadas por fos-
fato favorecen la sintesis.
A. niger NRRL 31335 produ-
ce la mayor cantidad de fita-
sa (113 nkat/mL) cuando el
contenido de fésforo inorga-
nico se encuentra en el ran-
go 0,0001-0,005 %",

La Figura 2 muestra los resul-
tados del andlisis de electro-
foresis de la solucién de pro-
teina que retiene la actividad
sobre el acido fitico, para los
diferentes tiempos de fer-
mentacion. De acuerdo a es-
tos resultados la metodologia
de separaciéon no elimina
completamente las proteinas
contaminantes. Sin embargo,
permite concentrar la enzima
ya que no se detecto activi-
dad enzimatica en la fraccién
de proteina precipitada con
un 50 % de saturacion de sul-
fato de amonio. La Figura 2,
muestra que para el tiempo
en el cual se alcanza la mayor
actividad de fitasa, se obtie-
ne una Unica banda corres-
pondiente a una proteina de
peso molecular entre 35y 45
kDa. El peso molecular de las
fitasas producidas por dife-
rentes cepas de hongos
se encuentra entre 48 a 120
kDa""®". A. niger NRRL 3135
produce dos enzimas con
actividad sobre el acido fitico;
una de ellas (phyA) posee un
peso molecular de 85 kDa y
elevado nivel de glicosila-
cion®. La segunda es una
proteina monomérica no gli-
cosilada cuyo peso molecu-
lar es de 48,5 kDa®. .

1 Iﬁkg
66.2’

El gréafico en la Figura 3 a, 35
muestra que la menor activi-
dad enzimatica se obtiene a
pH 5,5 (34 % en buffer aceta-
to, 28 % en MES). La mayor
actividad catalitica (262 n kat
por mg de proteina) se obtie-
ne a pH 2,5 mientras que a pH
4.5 se obtiene un 97 % de la
actividad maxima obtenida.
No se observaron diferencias
significativas (p<0,05) en la
actividad de la enzima en el
rango de pH entre 5,5y 7.
Este comportamiento coinci-
de con el reportado para la fitasa phyA de A. niger NRRL
3135 la que presenta dos éptimos de pH"?. El comporta-
miento bimodal de la actividad enzimatica en funcién del
pH en fitasas de hongos ha sido reportado”**"** y se
explica por la configuracion de aminoacidos en el sitio acti-
vo. En el sitio activo de la enzima phyA de A. niger NRRL

.

o

Figura 1. Conidiéforo, métulas, fidlides y conidios de P. expansum.

"
-
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Figura 2. Andlisis de electroforesis de la solucién de brotél;nas obtenida desde el medio
de cultivo de P. expansum a diferentes tiempos de fermentacién. Carril 1: marcadores
de peso molecular. Carriles 2 al 8, 12, 24,36, 48, 60, 72, 84 h.

3135 se encuentran 2 aminoacidos acidos (Glu205, Asp239)
y 4 aminoacidos basicos (Asp239, Lys68, Lys71, Lys227 y
Lys228)”. A pH 2,5 los aminoacidos basicos estarian car-
gados positivamente permitiendo la atraccién de la molé-
cula de sustrato (negativamente cargada) por efecto de la
carga electrostatica local. Igual cosa ocurria aun a pH 5

gracias a la carga positiva de los amino acidos basicos®.
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La mayor actividad especifica (223,6 nkat
por mg de proteina) de la enzima de P. ex-
pansum sobre el acido fitico se obtiene a
40 °C (Figura 3 b). La actividad enzimatica a
temperaturas superiores a 50 °C es signifi-
cativamente mas baja y a 70 °C se obtiene
solo un 9 % del valor maximo obtenido. La
mayoria de las fitasas de origen fungico,
estudiadas hasta ahora, muestran una tem-
peratura 6ptima de 58 °C e inactivacion tér-
mica sobre 70 °C". La temperatura 6ptima
de la fitasa comercial Natuphos® y la de la
enzima recombinante sintetizada por A. awa-
mori pGP209 es 50 °C, mientras que lade la
fitasa AllzymeTM es de 55 °C*.

Los parametros cinéticos (grafica de
Lineweaver-Burk) de la enzima de P. expan-
sum fueron estimados desde ensayos reali-
zados con concentraciones de acido fitico
en el rango 0,01 a 10 mM. La Figura 4 com-
para las velocidades de reaccion enzimati-
ca determinadas experimentalmente, con
aquellas calculadas usando valores de Viax
y Kn iguales a 55,01 nkat por mg de protei-
nay 0,549 mM, respectivamente. Los valo-
res de estos parametros fueron estimados a
partir de datos de velocidad obtenidos con
concentraciones de sustrato inferiores a
3,5 mM. Mayores concentraciones del sus-
trato resultan en una menor velocidad enzi-
matica y para una concentracion de 10 mM
no se detecto actividad sobre el acido fitico.
Estos resultados indican que la actividad de
la enzima se ve afectada por inhibicién por
sustrato. De acuerdo al valor estimado de K-,
la fitasa de P. expansum presenta una mode-
rada afinidad por el sustrato en relacién a
otras fitasas de origen flngico, las que gene-
ralmente poseen valores en el rango de
27 mM hasta 813 mM®. Para las fitasas phyA
y phyB de A. niger NRRL 3135 los valores de
Kn son 27 y 103 mM, respectivamente.

La enzima de P. expansum es térmicamen-
te inestable (Figura 5); luego de 60 y 400 s
de incubacion a 80 °C, la actividad residual
es de 50 y 32 % del valor obtenido con la
enzima sin tratamiento térmico, respecti-
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Figura 3. Efecto del (a) pH y (b) la temperatura en la actividad de la enzi-
ma producida por P. expansum sobre el acido fitico. Los buffers usados

fueron: glicina/HCI (pH 2,5-3,5), acetato de sodio/acido acético (pH 3,5-
5,5), MES/HCI (pH 5,5-7), HEPES/HCI (pH 7-8). La actividad enzimatica fue
medida a 50° C. La concentracién del sustrato fue de 2.5 mM. 100% de
actividad relativa (277 nkat por mg de proteina). La actividad enzimatica
en los ensayos de temperatura fue medida a pH 4,5 y la concentraciéon de
sustrato fue de 2.5 mM. 100% de actividad relativa (265 nkat por mg de

proteina) se obtuvo a 40° C. Las muestras se analizaron en triplicado.

Figura 4. Efecto de la concentracion del acido fitico en la
velocidad de reaccién de la enzima producida por P. expan-
sum. La actividad enzimatica fue medida a pH 4,5y 50 °C.
Los simbolos representan los datos experimentales y la
linea los valores calculados usando los valores estimados
para Vima Y Kn.
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Figura 5. Estabilidad térmica de la enzima de P. expansum que hidro-
liza acido fitico. La actividad residual de la enzima incubada a 80 °C
por distintos tiempos, fue medida a pH 4,5 y 50 °C usando concen-
tracion de acido fitico de 2,5 mM. 100% de actividad relativa corres-

ponden a 262 nkat por mg de proteina.

vamente. Este comportamiento coincide con el de las fi-
tasas industriales obtenidas desde A. niger®”. Un 25 %
de actividad residual ha sido informada para fitasas comer-
ciales (formas purificadas y no purificadas de Natuphos®)
después de tratamiento térmico a 100 °C por 5 min®’.
La enzima de A. fumigatus se inactiva a elevadas tem-
peraturas® * mientras que la fitasa de A. niger es capaz
de retener un 22 % de actividad residual después de
30 min a 80 °C*". Se ha sugerido que la capacidad para
retener actividad posterior a un tratamiento térmico se
debe a la capacidad de las proteinas para recuperar
su estructura, la que estaria relacionada al grado de gli-

cosilacion®.,

CONCLUSIONES

La cepa de P. expansum aislada en este trabajo, produce
una enzima extracelular capaz de liberar fosforo desde aci-
do fitico. La enzima presenta comportamientos frente al
pH, temperatura y estabilidad térmica, similares a las de
enzimas sintetizadas por cepas de Aspergillus, lo que la
convierte en una alternativa para ser usada como aditivo
en la produccion de alimentos. P. expansum es un hongo
patogeno y la sintesis de enzimas capaces de hidrolizar
acido fitico, podria proporcionarle ventajas para la infec-
cion. Los estudios necesarios para probar esta hipétesis,
que requieren de la seleccién de cepas no productoras de
la enzima, estan siendo realizados.
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