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El acido fitico (hexafosfato de
inositol, IP6) es considerado
como un factor antinutricional
por su accién quelante de mine-
rales y la interaccion con protei-
nas importantes en la nutricion.!
En la altima década, numerosas
pruebas experimentales han de-
mostrado que la aplicacion de
fitasas en la produccion de piensos con ingredien-
tes vegetales con alto contenido en 4cido fitico, me-
jora la disponibilidad del fosforo y otros nutrien-
tes, tanto en aves como en cerdos, aumenta el
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rendimiento de su produccion y representa un aho-
rro estimado en millones de doélares anuales, ade-
mas de la consecuente reduccion del deterioro am-
biental asociado a la contaminacién causada por
fosforo.>? A pesar de que hasta el momento la apli-
cacion de fitasas se ha enfocado a la alimentacion
animal, existe un gran potencial para la aplicacion
de estas enzimas en el procesado y fabricacion de
alimentos para consumo humano.*

Las fitasas disponibles en el mercado son, por lo

[] El presente articulo estd basado en la investigacién “Produc-
cién de una fitasa recombinante en Pichia pastoris para su
potencial aplicacién en la nutricién de camarén”, galardona-
da con el Premio de Investigacion UANL 2007 en la categoria
de Ciencias Naturales, otorgado en sesién solemne del Conse-
jo Universitario de la UANL, en septiembre de 2007.
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general, de origen fungico, del género Aspergillus, y
éstas han sido optimizadas principalmente para su
empleo en la produccion de cerdos y aves. La
optimacion de la eficiencia de las fitasas se ha enfo-
cado al desarrollo de fitasas con alta actividad cata-
litica a valores de pH de 2 a 5y a las temperaturas
del tracto gastrointestinal de especies animales
monogastricas terrestres, estabilidad a altas tempe-
raturas y resistencia a las enzimas proteoliticas di-
gestivas.?’ No obstante, en el mercado no existe una
fitasa ideal de aplicacion universal, ya que ésta debe-
ria ser efectiva en diferentes especies animales, y es-
table al almacenamiento y al tratamiento térmico
durante el procesado de los alimentos, ademas de
competitiva en costos de produccion.?’

Muchas especies de gran importancia economi-
ca, como el caso camaron, aun no han sido benefi-
ciadas con el empleo de fitasas en su nutricion.’ De
acuerdo a los criterios antes descritos, una fitasa
adecuada para su empleo en la nutricién de cama-
ron, deberia tener actividad a valores de pH de 7a 8
y a la temperatura del tracto digestivo de la especie
en cuestién, ademds de resistencia al ataque
proteolitico de las enzimas digestivas. Por otro lado,
se requiere que estas fitasas posean estabilidad a las
temperaturas empleadas en el procesado de los ali-
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mentos y en el caso de especies marinas cultivables,
una lixiviacion limitada de la fitasa adicionada al
alimento. A pesar de que la efectividad de algunas
de las fitasas comerciales ha sido evaluada en peces,
existen escasos reportes en cuanto a la eficacia en la
nutricion del camaron.’

Las fitasas reportadas del género Bacillus son es-
tructuralmente diferentes a las fitasas fungicas co-
merciales, por lo que también poseen propiedades
fisicoquimicas diferentes. De acuerdo a sus caracte-
risticas bioquimicas, se considera que las fitasas del
género Bacillus son candidatas potenciales para su
empleo como aditivo en la alimentacion de animal.

Pichia pastoris ofrece multiples ventajas respecto
a la producciéon de proteinas recombinantes,® ha-
biendo mostrado ya resultados satisfactorios con la
produccién de otras fitasas.” Las caracteristicas de
las fitasas del género Bacillus y las ventajas que ofrece
Pichia pastoris como hospedero para la produccion
industrial de proteinas recombinantes son factores
favorables para producir la forma recombinante de
estas fitasas bacterianas en este hospedero, y para
considerar su potencial su aplicacion en la nutri-
cion animal.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue construir cepas recombinantes de Pichia
pastoris capaces de producir y secretar una fitasa de
origen bacteriano, factible de ser empleada como
aditivo en alimentos para la nutricion de especies
como el camaron, ademds de su aplicacion en el
procesado de harinas de origen vegetal con alto con-
tenido de acido fitico.

Materiales y métodos

De acuerdo a las propiedades bioquimicas documen-
tadas en la literatura, se selecciond la fitasa codifica-
da por el gen phyC de Bacillus subtilis.® El sistema de
expresion de Pichia pastoris, cepa GS115 (Invitrogen
Corp.), provinieron de la coleccion de cepas del la-
boratorio y el plasmido TOPO pCR 2.1 de Invitro-
gen Corporation (San Diego Ca., USA).

El gen phyC de la fitasa de B. subtilis se obtuvo me-
diante amplificacion por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), empleando la enzima Isis DNA
polimerasa (Qbiogene), DNA gendmico de B. subtilis
y oligonucleétidos iniciadores de PCR disefiados
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especificamente para este trabajo con el fin de in-
troducir los sitios de restriccion Xho Iy Awvr Il en
los extremos 5" y 37, respectivamente, del produc-
to amplificado.

El producto amplificado del gen phyC se clono
primero en el vector TOPO, y posteriormente se
digirio con las enzimas Xho I (Roche Molecular Systems,
Inc.) y Avr Il (Amersham Biosciences Co.) para la
subclonacion posterior en el vector de expresion
pPIC9. El vector pPICOhGH22K fue digerido con
las enzimas Xho [y Avr Il y reemplazado el fragmen-
to liberado por el gen pick, mediante ligacion con
T, DNA ligasa (Promega Co.), dando lugar al nuevo
plasmido pPIC9phyC de 9,064 pb. Este plasmido
fue caracterizado por PCR, empleando los oligonu-
cleotidos utilizados para amplificar el gen phyC de
B. subtilis y por su patron de restricciéon con las enzi-
mas EcoR Iy Pst I (Promega Co.). Todas las manipula-
ciones se realizaron de acuerdo a metodologias
estandarizadas.”'°

La construccion de cepas recombinantes de P.
pastoris portadoras del gen phyC de B. subtilis, se efec-
tué mediante la transformacion por la técnica de
esferoplastos!! de la cepa GS115 de P. pastoris con el
vector construido pPIC9phyC digerido previamen-
te con la enzima Sal I (Promega Co.). Las células trans-
formadas se seleccionaron por auxotrofia a histidna
(transformantes GS115 His®), y se caracterizaron por
su genotipo mediante PCR, y fenotipo mediante
cinéticas de crecimiento, deteccion de transcritos
de phyC, anilisis de proteinas y actividad enzimati-
ca de fitasa C de cepas cultivadas bajo condiciones
de induccion del gen heterélogo clonado.

La caracterizacion genotipica se realizd determi-
nando por PCR la presencia del gen AOX1 y el gen
heterélogo en el genoma de cada cepa mediante
protocolos previamente descritos.'®!?

El fenotipo Mut" de una de las cepas selecciona-
das se analizé a través de la capacidad de utilizar el
metanol como tnica fuente de carbono, determi-
nando la velocidad especifica de crecimiento (W) y el
tiempo de duplicacion de la cepa cultivada bajo
condiciones de induccion de acuerdo a la metodo-
logia previamente reportada.'®!?

La deteccion de transcritos de fitasa C se llevo a
cabo mediante ensayos de retrotranscripcion aco-
plados a PCR (RT-PCR), empleando RNA total del
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paquete celular de un cultivo con 48 h de induc-
cion de una las cepas seleccionadas,” oligo(dT) y
los oligonucleotidos utilizados para amplificar el gen
phyC de B. subtilis.

El fenotipo phyC" se realizé por la deteccion de
la fitasa C secretada al medio de cultivo en cepas
transformadas y cultivadas bajo condiciones de in-
duccion, mediante el analisis en geles de poliacrila-
mida (SDS-PAGE) y determinacién de la actividad
enzimatica de fitasa."”

La determinacion de la actividad de fitasa se llevo
a cabo mediante una modificacion del método des-
crito por Kim et al.,' empleando mezclas de reac-
cion con una alicuota del sobrenadante de cultivos
inducidos, 1.6 mM de fitato de sodio, 100 mM Tris-
HCI (pH 7.5) y 1 mM CaCl,. Después de incubar a
37°C por 30 min, se detuvo la reaccién con un vo-
lumen de 4cido triclorodcetico a 15% en agua (w/
v). El fosfato inorganico liberado a partir del acido
fitico se determind por espectrofotometria a 820
nm mediante el método del 4cido ascoérbico.™* Se
consider6 una unidad de fitasa como la cantidad de
enzima que liberd 1 pmol de fosfato en 1 minuto
bajo las condiciones evaluadas. Para el calculo de la
actividad especifica de la fitasa se determinaron pro-
teinas totales de los sobrenadantes de los cultivos
por el método de Bradford" y se expresé el resulta-
do en U/mg de proteina.

El andlisis de proteinas por SDS-PAGE se realizo
en alicuotas de los sobrenadantes de cultivos indu-
cidos por 72 h, previamente concentrados 20 veces
y diafiltrados por ultrafiltracion en unidades de 10
kDa Amicon-Ultra-4 (Millipore, MA, USA).

La induccion de las cepas recombinantes de P.
pastoris portadoras del DNA que codifica para la fitasa
C de B. subtilis se realizé en cultivos a nivel matraz
en tres fases, preparacion del indculo, obtencién de
biomasa vy, por tltimo, la induccion de la expresion
del gen heterologo durante 72 h, siguiendo proto-
colos previamente descritos.'>!

Se evalué la produccién de fitasa C recombinan-
te mediante la determinacién de actividad enzimati-
ca en el medio de cultivo libre de células, se
optimaron las condiciones de cultivo para aumen-
tar los niveles de produccion de la enzima por las
cepas recombinantes y se selecciono la cepa mas pro-
ductora de la fitasa C recombinante.”
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Resultados y discusion

Los oligonucleotidos empleados para facilitar la clo-
nacion del gen phyC en el vector pPIC9 estuvieron
disefiados en forma adecuada, ya que generaron una
unica banda de 1,089 pb al amplificar el DNA ge-
nomico de B. subtilis, correspondiente a la secuen-
cia del gen phyC que codifica para la fitasa C. El
disefio de oligonucledtidos con colas en sus extre-
mos 5 que incluyan los sitios de restriccion Xho 1
y Aur 11, ademas de parte de la secuencia del péptido
senal del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae, ha
sido empleada con anterioridad con éxito por otros
autores. "

El vector pPIC9phyC de 9,064 pb construido
contiene la secuencia que codifica para la proteina
madura de la fitasa C de B. subtilis,® la cual se en-
cuentra en marco de lectura con la secuencia sefial
del factor alfa de S. cerevisiae y el promotor AOXI,
para conducir su expresion y secrecion de la protei-
na recombinante hacia el medio de cultivo.

De las 17 cepas GS115 transformantes His" ais-
ladas, 76% fue positiva en el analisis de integracion
del gen heterélogo en el genoma de P. pastoris. Este
analisis realizado por PCR (figura 1), mostro la pre-
sencia de la banda derivada del locus AOX1 (2,107
pb) y la banda derivada del casete de expresion inte-
grado (1,534 pb), indicando la integridad estructu-
ral de AOX1 vy la integracion del casete de expre-
sién en el genoma de P. pastoris. Estos resultados
también confirman que las transformantes obteni-
das presentaron el fenotipo Mut*. Este fenotipo
también fue confirmado con los pardmetros de cre-
cimiento de cultivos crecidos bajo condiciones de
induccion, ya que el tiempo de duplicacion en
metanol fue de 5.8 h para las cepas recombinantes
yde 5.3 h para una cepa control con fenotipo Mut".
Ademas, estos valores de tiempos de duplicacion
han sido descritos12,18 para otras cepas recombi-
nantes de P. pastoris con fenotipo Mut".

El crecimiento inalterado en metanol de las ce-
pas recombinantes construidas manifiesta la ausen-
cia de alguin efecto toxico debido a la expresion del
gen heterélogo sobre el hospedero.

El evento de expresion génica fue confirmado
por la deteccion por RT-PCR de transcritos del gen
phyC, a partir de muestras de cultivos inducidos.
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Una banda de 1,083 pb obtenida a partir de RNA
total confirmo la presencia de transcritos de este
gen, producidos durante la induccion del gen hete-
rologo con metanol.

El andlisis por SDS-PAGE de las proteinas
extracelulares de los cultivos de cepas crecidas bajo
condiciones de induccién mostré la presencia de
una banda difusa entre 45 y 60 kDa. Debido a que
el peso molecular aparente por SDS-PAGE reportado
para la fitasa C es de 43 kDa,? se concluyo que la fitasa
recombinante obtenida se sintetiza de forma glicosilada.

En la figura 2 (grafica superior) se muestran los ni-
veles de proteinas secretadas al medio de cultivo de
cada una de las 14 cepas evaluadas, los cuales estuvie-
ron comprendidos entre 18 y 29 png/mlL de proteinas.

La figura 2 (grafica inferior) muestra los niveles
de actividad enzimadtica de fitasa C secretada al me-
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Fig. 1. Analisis de integracion del gen phyC en el genoma de P.
pastoris. Gel de agarosa a 0.8% de los productos amplificados por
PCR. PM: Marcador de peso molecular (Hiper ladder I), carril 1:
control negativo, carril 2: DNA genémico de GS115, carriles 3-

4: DNA genomico de cepas GS115phyC.

dio de cultivo de las 14 cepas evaluadas. Estos valo-
res estuvieron comprendidos en un intervalo de 0.13
a 0.75 U/mL. Tres cepas mostraron lo niveles mas
altos de actividad enzimatica con valores de 0.55 a
0.75 U/mL, correspondientes a una actividad espe-
cifica de 25-35 U/mg de proteina.

Ya que las condiciones de cultivo y las densida-
des celulares iniciales se controlaron de forma ho-
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mogénea entre los cultivos de las diferentes cepas,
las diferencias encontradas en los niveles de produc-
cion de la fitasa C funcional en las diferentes cepas
analizadas, pueden ser debidas a la variacion entre
clonas que se presenta por una integracion hetero-
génea del casete de expresion en el genoma del hos-
pedero.”
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Fig. 2. Niveles de produccion de proteinas totales extracelulares
(grafica superior) y actividad enzimatica para fitasa C (grafica
inferior) de cepas recombinantes GS115phyC cultivadas por 72
h bajo condiciones de induccion.

Los mejores niveles de actividad enzimatica para
la fitasa C recombinante se alcanzaron en cultivos
de 25 mL con la cepa GS115phyC-C6-2 (0.75 U/
mL), ocho veces mis altos que los reportados para
la fitasa C nativa (0.096 U/mL), producida en cul-
tivos de B. subtilis a nivel matraz® y tres veces mas
altos que los reportados para otra fitasa de B. subtilis
(0.24 U/mL) descrita por Powar y Jagannathan.?
La fitasa C nativa se ha producido en cultivos de 5
L con niveles de 2.1 U/mL.?" Sin embargo, se espe-
ra que la produccion de la fitasa C recombinante
en P. pastoris en un biorreactor incrementara a nive-
les al menos 100 veces mayores que los obtenidos
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en matraz, por lo tanto, superaran a los niveles pro-
ducidos en su forma nativa previamente reporta-
dos, 82022

Todas las fitasas bacterianas del género Bacillus
reportadas en la literatura®>®?® se secretan al me-
dio de cultivo con otras proteinas extracelulares,
conduciendo a niveles de actividad especifica mas
bajos que los obtenidos con la fitasa C recombi-
nante producida en P. pastoris en este trabajo.

Debido a sus propiedades bioquimicas, las fitasas
del género Bacillus estan consideradas como una al-
ternativa a las fitasa fingicas para su aplicacién en
dreas que estas ultimas no pueden ser empleadas
como aditivo de alimentos y en el procesamiento
de harinas de origen vegetal con alto contenido de
4cido fitico.”

Conclusiones

En el presente estudio se demostro que el gen phyC
de B. subtilis, que codifica para la fitasa C, puede ser
expresado en P. pastoris y su producto proteico se
produce como una enzima funcional. Los niveles
de actividad enzimatica y actividad especifica para la
fitasa C recombinante obtenidos en este trabajo,
superan a los reportados para la fitasa nativa, y éstos
son factibles de ser incrementados en procesos de
alta densidad celular empleando biorreactores, tal
como se ha logrado para la producciéon de otras
fitasas en P. pastoris. Por lo cual se considera que
este hospedero ofrece una alternativa para la pro-
duccion industrial de esta enzima de gran interés
para su aplicacion en alimentacion animal y nutri-
cion humana.

Resumen

En el presente trabajo se construyeron cepas recom-
binantes de Pichia pastoris capaces de producir y se-
cretar una fitasa de origen bacteriano, factible de ser
empleada como aditivo en alimentos para anima-
les. Las células recombinantes construidas produje-
ron en 72 h de cultivo hasta 0.75 U/mL de la fitasa
C de Bacillus subtilis, superando los valores reporta-
dos para las produccion de la fitasa C nativa. Pichia
pastoris ofrece una alternativa competitiva para la
produccion de esta fitasa bacteriana.
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Palabras clave:Fitasa, Pichia pastoris, Bacillus subtilis,
Aditivos de alimentos .

Abstract

In the present work, recombinant strains of Pichia
pastoris were created which produce and secrete a
bacterial phytase, which in turn has a significant
applied value as a feed additive. The constructed
recombinant strains produced during a 72-h period
cultures up to 0.75 U/mL of Bacillus subtilis phytase
C, overcoming the reported values for the
production of native phytase C. Pichia pastoris offers
a competitive alternative for production of this
bacterial phytase.

Keywords: Phytase, Pichia pastoris, Bacillus subtilis,
Feed additives.
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