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Resumen

En el presente trabajo, se describe la caracterizacion respecto al pH y temperatura de extractos semipurificados mediante
ultrafiltracion escalonada de las enzimas fitasa, celulasa y xilanasa de Aspergillus ficuum cepa DSM 932 producidos en
fermentacion en estado sélido (en adelante SSF) y usando torta de canola como sustrato. La fitasa presenté un pH y una
temperatura 6ptima de 5.0 y 60°C respectivamente, en tanto que la celulasa presenté un pH éptimo de 7.0 con una tem-
peratura 6ptima de 60°C y el extracto de xilanasa un pH 6ptimo de 5.4 y una temperatura 6ptima de 45°C.
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Abstract

This paper, describes the characterization respect to pH and temperature of semi-purified extracts by ultrafiltration step of
the enzymes phytase, cellulase and xylanase produced by Aspergillus ficuum DSM 932 strain, in solid state fermentation
(SSF) using cold-pressed canola cake as substrate. Phytase showed the optimal pH and temperature 6.0 and 60°C, respecti-
vely, while cellulase showed a pH optimal of 7.0 with an optimal temperature of 60°C and xylanase extract an optimal pH
of 5.4 and an optimal temperature of 45°C.
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Introduccién

En los dltimos anos, se ha evidenciado un interés cre-
ciente por los procesos de SSF para desarrollar bio-pro-
cesos tales como tratamientos de biodegradacion de
compuestos peligrosos, desintoxicacion bioldgica de
residuos agroindustriales, descomposicién de madera,
enriquecimiento de residuos de cosecha, produccion
de alimentos con valor agregado, enzimas, acidos or-
ganicos y metabolitos secundarios biolégicamente ac-
tivos, entre muchos otros.

Es asi como en la SSF los microorganismos crecen so-
bre una matriz sélida en escasez 6 ausencia de agua
libre y se usa con gran éxito en la produccién, entre
otros, de antibidticos, micotoxinas, surfactantes, aci-
dos orgdnicos, compuestos aromaticos, pesticidas y
enzimas (Blandino et al.,, 2005; Krishna, 2005; De Ory
etal.,, 2007).

La torta de canola es un subproducto de la industria
productora de aceite comestible, tiene aplicacion en
la alimentacién de rumiantes dada su composicion de
aproximadamente un 34% de proteinas, un 6% de aci-
do fitico, un 15% de fibra y un 26% de carbohidratos
(Duvnjak y Nair, 1990). Este subproducto puede ser
biotransformado mediante SSF en fuente de enzimas
hidroliticas de importancia comercial (fitasas, celulasas
y xilanasas). Las fitasas son fosfatasas que pertenecen
a la subfamilia de las fosfatasas acidas histidina, las
cuales catalizan la hidrdlisis de las uniones fosfomo-
noester del fitato (sales de mio- inositol hexakisfosfato)
6 del mio-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-hexakisdihidrégeno
fosfato (acido fitico), produciendo derivados penta, te-
tra, tri, di y monofosfato del mioinositol y fosfato inor-
ganico (Pi) (Duvnjak y Al-Asheh, 1994; Krishna, 2005).
Su uso principal es en la industria de alimentos, donde
se emplea en forma de suplemento en piensos para
animales monogastricos, reduciéndose los efectos
contaminantes del fitato en las heces al poder acce-
der a una mayor biodisponibilidad de fosfato para sus
necesidades fisiolégicas (Roopesh et al,, 2006; Walsh
y Casey, 2003).

Celulasas es el nombre genérico que recibe un com-
plejo de enzimas capaces de degradar celulosa y esta
conformado por la endo-1,4-B-D-glucanasa, que pro-
duce glucoligo-sacaridos; la exo-1,4-B-D-glucanasa
(celobiohidrolasa), que produce celobiosa y la B-D-
glucosidasa que degrada los gluco-oligosacaridos a
glucosa. Se usa principalmente en las primeras etapas
de la producciéon de glucosa para etanol y en el tra-
tamiento de materiales que contienen lignocelulosa
(Blandino et al., 2005; Krishna, 2005; De Vries y Visser,
2001; Yamamoto et al., 1995).

Por otra parte, xilanasas es el nombre genérico de una
familia de enzimas que catalizan la ruptura de los enla-
ces xilosidicos internos de la molécula de heteroxilano
(xilano), constituyente mayoritario de la hemicelulosa
de la pared celular vegetal; siendo las endoxilanasas,
que rompen el esqueleto de xilano en pequefios oli-
gosacaridos y las B-xilosidasas, las que finalmente los
degradan a moléculas de xilosa (Fang et al., 2008;
Anthony et al., 2003; De Vries y Visser, 2001). Se usan
en los procesos de clarificacion de vinos y jugos, y en
procesos de biodecoloracién de pulpa de papel (Kris-
hna, 2005; Zhaoxin et al., 2008).

La torta de canola biotransformada, una vez inactiva-
do el A. ficuum, puede ser incorporada en dietas para
monogastricos, 6 las enzimas producidas pueden ser
obtenidas y purificadas parcialmente, aplicando tecno-
logias de membrana a los extractos crudos obtenidos
de la extraccién solido-liquido de la torta ya tratada
(Costa et al., 2010).

Considerando los antecedentes antes senalados y para
el caso de usar la torta de canola para producir extrac-
tos semipurificados de las enzimas fitasas, celulasas y
xilanasas, se planteé como objetivo general de esta in-
vestigacion caracterizar la actividad a diferentes pH y
temperatura de extractos enzimaticos semipurificados
de dichas enzimas obtenidos de la SSF con Aspergillus
ficuum sobre torta de canola.

Materiales y métodos.

Cada uno de los diferentes extractos fue obtenido por
duplicado, empleando los mismos protocolos desarro-
llados por Costa et al. (2010) y purificados parcialmen-
te mediante ultrafiltracion y diafiltracion escalonada,
tal como alli se indica. A modo de sintesis, la figura 1
presenta el proceso llevado a cabo con los extractos
semipurificados a caracterizar. No se usaron los de me-
nor tamano por cuanto de acuerdo a lo realizado por
Costa et al. (2010) la mayor actividad se presenta en
las fracciones sobre 30 kDa para celulasas y xilanasas.

Para estos experimentos las SSF se trabajaron en ban-
dejas de vidrio con canola a un =40% de humedad.
Las bandejas fueron dispuestas semitapadas en estufas
a 25°C con circulacién de aire filtrado y saturado. Las
fermentaciones fueron realizadas hasta el dia en que
se present6 la mayor actividad enzimatica de cada en-
zima, a saber: 48 h para celulasa, 72 h para fitasa y 96
h para xilanasa, de acuerdo a lo reportado por Costa
etal. (2010).

Las extractos crudos se obtuvieron con una soluciéon
de Triton X-100 al 0.1% a razén de 500 mL por cada
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Figura 1. Esquema del proceso llevado a cabo para semipurificar los extractos a caracterizar.

100 g de torta de canola fermentada, agitando a 35°C
por 1 hora a 1000 rpm en un agitador de pedestal
de velocidad variable de hélice (3 palas) (IKA EUROS-
TAR® digital), seguido de un prensado en muselina y
de una centrifugacion a 7.520 x G, 10 min a 4°C.

Las ultrafiltraciones y diafiltraciones (con agua desio-
nizada) se realizaron a temperatura ambiente usando
una celda Amicon de 50 mL con membranas Millipore
de 100 kDa (60 rpm, 30 min) y 50 kDa (60 rpm, 90
min).

Medicion de actividad enzimdtica

Para determinar la actividad fitdsica se usé como sus-
trato acido fitico (en forma de su sal dodecasddica,
marca Sigma) y modificado de acuerdo a Harland y
Harland (1980), donde se hace uso del reactivo de

Taussky-Shorr, que permite detectar el fosfato inorga-
nico (Pi) luego de una reduccion del acido fosfomolib-
dico por el sulfato ferroso, seguido de la formacion de
un complejo azul de Pi-molibdato reducido, cuya ab-
sorbancia se mide a 660 nm (Taussky y Shorr, 1953); el
procedimiento se detalla en Costa et al. (2009).

Para determinar la actividad celulasica y xilanasica se
utilizé el método propuesto por Miller (1959) modifi-
cado, donde los sustratos carboximetilcelulosa (marca
Merck) o Birchwood xilano (marca Sigma) por accion
de esas enzimas liberan azicares los reductores glu-
cosa y xilosa respectivamente, que son detectados
mediante el reactivo DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico,
color amarillo) que se reduce a acido 3-amino-5-nitro-
salicilico, midiéndose la absorbancia a 510 nm y cuyo
procedimiento se detalla en Costa et al. (2010).
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Cabe senalar que todas las mediciones de absorbancia
se realizaron en un espectrofotémetro Spectronic®
Genesys 5.

Caracterizacion de enzimas hidroliticas
respecto del pH y la temperatura.

Fitasa. Se uso el extracto correspondiente a un tercer
diafiltrado (D3) de la membrana de 100 kDa. Para de-
terminar el pH 6ptimo de la enzima se utilizé el proto-
colo descrito por Howson y Davis (1983) modificado.
Las reacciones se hicieron a temperatura de trabajo
constante (55°C) y la escala de pH usada fue de 2.0
a 7.5, con intervalos de 0.5 unidades. Los buffers usa-
dos para preparar las diluciones de la enzima y para
la disolucion de su sustrato (acido fitico) fueron buffer
Sorensen glicina | (glicina-HCI 0.1 M) (rango pH 2.0-
3.5), buffer acetato 0.2 M (rango pH 4.0-5.5) y buffer
Sorensen citrato Il (rango pH 6.0- 7.5).

Para determinar la temperatura 6ptima también se uti-
liz6 el método descrito por Howson y Davis (1983)
modificado. Las reacciones se hicieron a pH de trabajo
constante (pH = 5.15) y la escala de temperaturas usa-
da fue de 30°C a 80 °C, con intervalos de 5°C.

Celulasa. Se us6 el extracto correspondiente al cuarto
ultrafiltrado (retenido vy filtrado; R3 y F3 respectivamen-
te) de la membrana de 50 kDa. Para determinar el pH
optimo de la enzima se utilizé el protocolo descrito por
Yamamoto et al. (1995) modificado. Las reacciones se
hicieron a temperatura de trabajo constante (50°C) y la
escala de pH'’s usados fue de 3.0 a 11.0, con intervalos
de 1.0 unidad. El buffer de trabajo usado para preparar
las diluciones de la enzima y para la disolucion de su
sustrato (carboximetilcelulosa) fue glicina-NaOH 0.05
M (rango pH 9.0-11.0) y se eauilibré con los siguientes

buffers para alcanzar los restantes pH deseados: buffer
citrato (para obtener un rango de pH 3.0-6.0) y buffer
fosfato (para obtener un rango de pH 7.0-8.0).

Para determinar la temperatura 6ptima también se uti-
liz6 el método descrito por Yamamoto et al. (1995)
modificado. Las reacciones se hicieron a pH de trabajo
constante (9.0) y la escala de temperaturas usada fue
de 45°C a 75 °C, con intervalos de 5°C.

Xilanasa. Se usé el extracto correspondiente al cuarto
ultrafiltrado (retenido vy filtrado; R3 y F3, respectiva-
mente) de la membrana de 50 kDa. Para determinar
el pH 6ptimo de la enzima se utilizé el protocolo des-
crito por Zhaoxin et al. (2008) modificado. Las reac-
ciones se hicieron a temperatura de trabajo constante
(50°C) y la escala de pH’s usados fue de 3.0 a 7.0, con
intervalos de 0.5 unidades. Para preparar las diluciones
de la enzima y la disolucién de su sustrato (Birchwood
xilano) se usaron diversas disoluciones de buffer citra-
to 0.05 M que tenian los pH deseados.

Para determinar la temperatura 6ptima también se
utilizé el método descrito por Zhaoxin et al. (2008)
modificado. Las reacciones se hicieron a pH de trabajo
constante (5.4) y la escala de temperaturas usada fue
de 45°C a 75 °C, con intervalos de 5°C.

Resultados y discusién

Caracterizacion de los extractos enzimdticos
respecto al pH y temperatura

- Fitasa

La figura 2 muestra los resultados obtenidos al carac-
terizar el extracto ultrafiltrado y diafiltrado (>100 kDa)
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Figura 2. Actividad fitdsica de extractos semipurificados de fitasa (>100 kDa) entre pH 2y pH 7.5.
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de enzima fitasa (D3), se obtuvo un pH 6ptimo de 5.0
en las condiciones de trabajo realizadas. Dicho pH
optimo fue reportado también por Drorakova et al.
(1997) para una fitasa de Aspergillus niger; Duvnjak y
Al-Asheh (1994) reportaron un pH éptimo de 4.7 para
una fitasa de Aspergillus carbonarius NRC 401121, en
tanto que Howson y Davis (1983) reportaron para una
fitasa de Aspergillus ficuum NRRL 3135 (DSM 932) dos
pH’s 6ptimos, uno a 2.0 y otro a 5.5, aunque ellos ex-
plican posteriormente que el pH éptimo a 2.0 se debe
a la accion de una fosfatasa acida no especifica que
enmascara la actividad fitasa que a ese pH igual existe
pero es muy baja y que el pH 6ptimo de 5.5 es el que
corresponde a fitasa. Cabe destacar que la actividad
enzimatica en el pH 6ptimo es un 31% mayor que la
obtenida al pH de trabajo (5.15) y que la enzima es es-
table en el rango de pH comprendido entre 4.5 y 5.5.

Por otra parte, la figura 3 muestra que la temperatura
Optima de este extracto enzimatico se alcanzo a los
60°C en las condiciones de trabajo realizadas. Dicha
temperatura 6ptima es menor a la reportada por Wal-
sh y Casey (2003) para la fitasa de Aspergillus niger,
la que fue de 65°C, mayor a los 53°C reportado por
Duvnjak y Al-Asheh (1994) para una fitasa de la cepa
Aspergillus carbonarius NRC 401121, y los 55°C in-
formado por Howson y Davis (1983) para una fitasa
de Aspergillus ficuum NRRL 3135 (DSM 932). Es im-
portante hacer notar que la actividad enzimatica a la
temperatura 6ptima es un 80% mayor que la obtenida
a la temperatura de trabajo (55°C) y que la enzima
es estable en el rango de temperaturas comprendidas
entre 50°Cy 70°C.

- Celulasas

En la figura 4 es posible apreciar que para el extracto
ultrafiltrado de celulasas (R3, retenido >50 kDa, y F3

80 -

40

Actividad Especifica (FTU/mg proteina)

permeado <50 kDa), se obtuvo un pH 6ptimo de 7.0
en las condiciones de trabajo realizadas. Dicho pH 6p-
timo es también reportado por Yamamoto et al. (1995)
quienes determinaron que el pH 6ptimo de una de las
enzimas del complejo celulasa de Aspergillus niger IFO
31125 oscila entre 6.0 y 7.0. Es asi como la actividad
enzimatica en el pH 6ptimo es un 20% mayor que
la obtenida al pH de trabajo (9.0) y que la enzima es
estable en el rango de pH 6.0 y pH 9.0.

Respecto de la temperatura 6ptima, en la figura 5 es
posible observar que este extracto enziméatico presen-
té una actividad 6ptima a los 60°C en las condicio-
nes de trabajo realizadas. Dicha temperatura 6ptima
es menor a la reportada por Yamamoto et al. (1995)
quienes determinaron que una temperatura éptima de
70°C en una de las enzimas del complejo celulasa de
Aspergillus niger IFO 31125. De lo anterior, resulta des-
tacable que la actividad enzimatica a la temperatura
Optima es un 10% mayor que la obtenida a la tempe-
ratura de trabajo (50°C) y que la enzima es estable en
el rango de temperaturas comprendidas entre 45°C y
65°C.

- Xilanasas

La figura 6 muestra los resultados de la caracterizacion
del extracto de xilanasa respecto del pH donde es po-
sible apreciar que para el extracto ultrafiltrado de xila-
nasa (R3, retenido >50 kDa y F3, permeado <50 kDa),
se obtuvo un pH 6ptimo de 5.4 en las condiciones
de trabajo realizadas. Dicho pH 6ptimo es mayor al
reportado por Zhaoxin et al. (2008) quienes determi-
naron un pH o6ptimo de 5.0 en una de las enzimas
del complejo xilanasa de Aspergillus ficuum AF-98, y
menor al pH 6.0 reportado por Fang et al. (2008) quie-
nes determinaron 6ptimo en una de las enzimas del
complejo xilanasa de Aspergillus carneus M 34. De lo
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Figura 3. Actividad fitdsica de extractos semipurificados de fitasa (>100 kDa) entre 30°Cy 80°C.
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Figura 5. Actividad celuldsica de extractos semipurificados de celulasas fracciéon R3 (>50 kDa) y F3 (<50 kDa) entre 45°Cy 75°C.
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Figura 6. Actividad xilandsica de extractos semipurificados de xilanasas fraccién R3 (>50 kDa) y F3 (<50 kDa) entre pH 3y pH 7.
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Figura 7. Actividad xilandsica de extractos semipurificados de xilanasas fraccién R3 (>50 kDa) y F3 (<50 kDa) entre 30°Cy 60°C.

anterior entonces se destaca que la actividad enzima-
tica en el pH 6ptimo correspondié al pH de trabajo
(5.4) y que la enzima es estable en el rango de pH’s
comprendidos entre 5.0 y 6.0.

Por otra parte, la figura 7 muestra que la temperatura
Optima de este extracto enzimatico de xilanasa se alcan-
76 a los 45°C en las condiciones de trabajo realizadas.
Dicha temperatura éptima es reportada por Zhaoxin et
al. (2008) para una de las enzimas del complejo xilanasa
de Aspergillus ficuum AF-98. Por su parte, Fang et al.
(2008) reportaron 50°C como temperatura 6ptima de
una de las enzimas del complejo xilanasa de Aspergillus
carneus M 34. Cabe destacar que la actividad enzimati-
ca de xilanasa a la temperatura 6ptima es un 10% ma-
yor que la obtenida a la temperatura de trabajo (50°C)
y que la enzima es estable en el rango de temperaturas
comprendidas entre 40°C y 55°C.

Conclusiones

Los diferentes extractos enzimaticos producidos en
SSF de Aspergillus ficuum cepa DSM 932 en torta de
canola y purificados parcialmente mediante ultrafiltra-
cion escalonada, presentan para fitasa un pH 6ptimo
de 5.0 y una temperatura 6ptima de 60°C, en tanto
que el complejo celulasas muestra un pH 6ptimo de
7.0 y una temperatura 6ptima de 60°C y el complejo
xilanasas muestra un pH 6ptimo de 5.4 y una tempera-
tura 6ptima de 45°C.
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