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RESUMEN 

Las bacterias acido lácticas (BAL) se usan  en productos fermentados 

como quesos, yogures y salchichas. Sus metabolitos desempeñan 

funciones que impactan en procesos como la conservación, desarrollo 

del sabor y maduración (Caplice y Fitzgerald, 1999).  

 

Una de las BAL más util izadas como cultivo iniciador de productos 

cárnicos  es Pediococcus acidi lact ici. Se ha reportado que esta 

especie presenta una banda de actividad proteolít ica extracelular a 

los 200 kDa (Llorente et al., 2008), la cual fue purif icada y 

caracterizada por Granados-Pérez (2009). Además de la actividad 

proteolít ica anteriormente descrita se reportó  act ividad proteolít ica a 

los ~90 kDa en extractos celulares, en condiciones de incubación 

estática (Llorente et. al., 2008), mientras que otros autores han 

reportado la misma actividad a los ~90 kDa adherida a membrana en 

condiciones de incubación con agitación (Granados -Pérez, 2009).  

El propósito de este estudio fue profundizar en el conocimiento del 

sistema proteolít ico de este microorganismo.  

 

Se encontró que las mejores condiciones de crecimiento de P. 

acidi lact ici  ATCC 8042 para la detección de la actividad proteolít ica 

fue con agitación a 120 rpm. La fracción que pre sentó act ividad 

cercana a los 90 kDa fue la citosólica, la cual t iene la capacidad de 

hidrolizar colágeno y caseína. La precipitación diferencial con 

(NH4)2SO4 al 60% ayudó a que la actividad se incrementara en 2 

órdenes de magnitud.  
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Se determinó que el peso molecular de la proteasa citosólica es de 

97 kDa. Presenta mayor actividad a pH alcalinos, es estable en un 

intervalo de temperaturas entre 37 y 60°C, se inhibe por PMSF (por lo 

que se puede decir que es una serin proteasa) y se act iva por iones 

monovalentes como Na+,  K+ y Li+. Sus propiedades son diferentes a 

las reportadas para la enzima extracelular de 200 kD a, por lo que 

conjuntamente pueden degradar una mayor gama de sustratos.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Alimentos fermentados 

La producción de alimentos fermentados es una de las tecnologías de 

preservación más antiguas conocidas por el hombre. Desde el 

comienzo de la civil ización se han desarrol lado métodos para 

fermentar leche, carne y vegetales, cuyos antecedentes más antiguos 

se remontan al año 6000 a.C. Los procesos de fermentación eran 

empíricos, artesanales y se desconocía el papel  que los 

microorganismos desempeñaban en el proceso. En la mayoría de los 

casos los conocimientos sobre la fabricación de estos productos eran 

transmit idos de generación en generación dentro de comunidades 

locales (Hui et al. , 2006).  

 

El nacimiento de la microbiología como ciencia a mediados del siglo 

XIX, sentó las bases biológicas de la fermentación, entendiéndose 

por primera vez el proceso fermentativo. Conociendo el papel 

esencial que llevan a cabo las bacterias y hongos en la fermentación 

de alimentos, fue posible establecer procesos más ef icientes y 

controlados por la adición directa de cultivos iniciadores a las 

materias primas, y se logró estandarizar los productos f inales 

(Oberman y Libudzisz,  1998). La Revolución Industrial y la l legada de 

la producción y venta de alimentos en masa, e xigieron que los 

productos estuvieran disponibles en cantidad, cal idad y seguridad 

(Hui et al., 2006) 
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1.2 Cult ivos iniciadores 

Un cult ivo iniciador se puede definir como una preparación 

microbiológica de un gran número de células que es añadido a un 

alimento para producir su rápida fermentación, así como,  para 

controlar la dirección del proceso (Caplice  y Fitzgerald, 1999).  

 

El grupo de bacterias ácido lácticas (BAL) ocupa un papel 

fundamental en este proceso,  y t ienen una larga historia de 

aplicaciones en las que se ha demostrado su seguridad , así como de 

consumo en la producción de alimentos y bebidas fermentados 

(Caplice y Fitzgerald, 1999). Las BAL causan la rápida acidif icación 

de la materia prima por la producción de ácidos orgánicos, 

principalmente ácido láct ico, además, de la producción de ácido 

acético, etanol,  compuestos de aroma, bacteriocinas, 

exopolisacáridos, y varias enzimas. Este proceso ayuda a aumentar 

la vida de anaquel, la seguridad microbiana, a mejorar la textura y 

contribuye a mejorar el  perf i l  sensorial del producto f inal  (Leroy y De 

Vuyst, 2004). 

 

1.3 Bacterias Ácido Lácticas 

Las BAL son muy util izadas en la industria al imentaria, no solamente 

por la capacidad de acidif icar y preservar al imentos, sino también su 

implicación en la textura, sabor, olor y desarrollo de aromas en 

alimentos fermentados.  

 

Son un conjunto de bacterias Gram posit ivas, no esporuladas, en 

forma de cocos o bastones, catalasa negativa, con un metabolismo 

estrictamente fermentativo produciendo ácido láctico como el mayor 

producto f inal de la fermentación de los carbohidratos. Estas 

bacterias tienen necesidades complejas de factores de crecimiento , 
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como vitamina B, aminoácidos, péptidos, bases púricas y pirimídicas. 

A nivel de laboratorio se deben emplear medios de enriquecimiento 

select ivo que posean estas características para su a islamiento (MRS, 

APT, M17, etc.) (Salminen et al. , 2004; Cabeza, 2005).  

 

La clasif icación de las BAL está basada en su morfología, modo de 

fermentación de la glucosa, crecimiento a diferentes temperaturas, 

configuración del ácido láctico producido, la capacidad para crecer a 

altas concentraciones de sal y tolerancia ácida o alcal ina.  

 

Históricamente los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus  

y Streptococcus  forman la parte central de este grupo. En la 

clasif icación actual, los géneros: Aerococcus, Carnobacterium, 

Enterococcus, Lactobacil lus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus  y 

Weissella , se han incluido como parte del grupo de BAL (Salminen et 

al. , 2004).  

 

Lyhs (2002) divide a las BAL en tres grupos de acuerdo con sus 

características fermentativas: las homofermentativas estrictas, 

heterofermentativas estrictas, y las heterofermentativas facultativas. 

Las BAL homofermentativas estrictas degradan las hexosas 

exclusivamente de ácido láctico y no fermentan las pentosas o el 

gluconato. Las heterofermentativas estrictas degradan las hexosas a 

ácido láct ico, ácido acético, etanol y CO 2, y las pentosas a ácido 

láct ico y ácido acético. Las facultat ivas heterofermentativas 

fermentan las hexosas a ácido láct ico y puede producir CO 2 a partir 

del gluconato pero no de la glucosa. Ellas también fermentan las 

pentosas para producir ácido láct ico y acético (Cabeza, 2005).  
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Las BAL se consumen en alimentos como yogur, jocoque, quesos 

madurados, productos cárn icos y hasta en algunas hortal izas. Las 

más importantes en la industria de alimentos pertenecen a los 

géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Paralactobacil lus, Pediococcus, Streptococcus y 

Weissella .  De ellas, son homofermentativas algunas especies de 

Streptococcus (St. thermophilus y St. lact is ) y Pediococcus  (P. 

acidi lact ici, P. pentosaceus ), y heterofermentativas, algunas especies 

de Lactobacil lus  (L. brevis y L. buchneri i ) y Leuconostoc  (L. 

mesenteroides, L. dextranicum y L. cremoris ) (Cabeza, 2005).  

 

1.4 Cult ivos iniciadores en productos cárnicos  

De acuerdo a la definición de Hammes et al.  (1990), los cult ivos 

iniciadores en la carne son preparaciones que contienen 

microorganismos activos o en latencia que desarrollan la act ividad 

metabólica deseada en la carne, y son ut il izados para cambiar 

propiedades sensoriales en los alimentos.  

 

Las BAL se encuentran part icularmente bien adaptadas al nicho 

ecológico de la carne fermentada (Hugas y Monfort, 1997). E n la 

industria cárnica los cultivos iniciadores se emplean principalmente 

con f ines tecnológicos más que biológicos, pues originan cambios 

deseables en los embutidos durante el proceso  de maduración 

(Larpent, 1995).  

 

Los productos cárnicos pertenecen al grupo de al imentos fermentados 

que pueden ser elaborados también sin el empleo de cult ivos 

iniciadores. Son uti l izados debido a que ofrecen varias ventajas como 

son: ( i) disminuyen el t iempo de maduración, ( i i) garantiz an seguridad 

permitiendo controlar la microbiota contaminante gracias al ácido 
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láct ico producido y al crecimiento de los hongos superf iciales no 

micotoxigénicos, ( i i i) aseguran la calidad y la aceptabil idad del 

producto f inal y ( iv) permiten obtener produc tos homogéneos y de alta 

calidad (Zeuthen, 2007).  

 

Las especies de BAL más empleadas en la industria cárnica 

pertenecen a los géneros Lactobacillus  (Lb. Sakei,  Lb. curvatus, Lb. 

pentosus, Lb. plantarum ,  y ocasionalmente Lb. brevis, Lb. buchneri, 

Lb. paracasei) y Pediococcus (P. pentosaceus, P. acidilactici) (Leroy y 

De Vuyst, 2004). Las principales BAL aisladas de salchichas secas 

son Lactobacillus , Pediococcus ,  Leuconostoc ,  Weisella  y 

Enterococcus  (Ammor et al. , 2005).  

 

En la fermentación de la carne, la principal función de las BAL es 

obtener un rápido descenso de pH que a su vez favorece, (i) un 

producto saludable al inactivar patógenos, ( i i)  estabil idad del 

producto y vida de anaquel al inhibir cambios indeseables provocados 

por microorganismos de descomposición y (i i i) crear las condiciones 

bioquímicas para alcanzar nuevas propiedades sensoriales de los 

productos madurados a través de la modif icación de los materiales 

crudos (Lücke, 2000).  

 

Las BAL tienen una débil acción proteolít ica sobre las proteínas 

miof ibri lares (Hammes et al.,  1998; Molly et al. , 1997; Sanz et al. , 

1998). Sin embargo, algunas cepas como L. casei , L. plantarum , L. 

curvatus  y L. sakei  contribuyen activamente a la hidrólisis de las 

proteínas sarcoplásmicas y la subsecuente descomposición de 

péptidos en aminoácidos. Varias act ividades de peptidasa han sido 

reportadas en L. sakei , L. curvatus  y L. plantarum  las cuales fueron 

aisladas de salchichas (Fadda et al. , 1999a, 1999b).  
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1.5 Enzimas industriales 

El valor est imado actual de la venta a nivel mundial de enzimas 

industriales es de un bil lón de dólares (Godfrey y West, 1996). Del 

total de las enzimas industriales, 75% son hidrolít icas. Las proteasas 

representan uno de los tres grandes grupos de enzimas industriales  y 

representan el 60% del total de las enzimas industriales vendidas 

(Figura 1).  

 

Figura 1.  Dis tr ibuc ión de la venta de  enzimas. Se indica la contr ibuc ión en la 
venta de las d iferentes enzimas . Las f iguras con l íneas punteadas indican e l to tal 
de ventas de proteasas  (Tomado de Godfrey y West,  1996).  

 

Aunque las enzimas de las plantas, animales y de fuentes 

microbianas se han util izado por décadas, el uso a gran escala de 

enzimas microbianas creció solamente en los años sesenta, siguiendo 

la introducción de tecnología de la fermentación (Rao et al. , 1998).  

 

En la actualidad, las bacterias productoras de proteasa han adquirido 

especial relevancia, ya que pueden ser uti l izadas en procesos 

productivos como la industria de los detergentes, al imentos y 
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bebidas, así como la clarif icación de cerveza y otras bebidas,  

ablandamiento de carnes rojas, industria del cuero, entre otras 

(Schmidt et al.,  1995).  

 

Las BAL producen un amplio rango de peptidasas que pueden 

hidrolizar tr ipéptidos. La purif icación y caracterización de una 

tripeptidasa intracelular en Lactobacil lus sake  ha sido descrito por 

Sanz et al.  (1998). También Montel et al.  (1995) reportaron la 

presencia de una proteasa intracelular con actividad dipeptidasa en 

este mismo microorganismo, y las dos fueron  caracterizadas como 

metalo proteasas. En el género Pediococcus  se ha reportado una 

tripeptidasa intracelular en P. pentosaceus  (Simitsopoulou et al., 

1997).  

 

1.6 Proteasas 

El término proteasa surgió a f inales del siglo XVIII , aunque las 

enzimas con esta actividad también se conocen como peptidasas. 

Son enzimas que catal izan la hidrólisis de uniones peptídicas en 

polipéptidos, degradando estas moléculas grandes a péptidos y 

aminoácidos. Esta hidrólisis dif iere entre proteasas, dependiendo de 

la especif icidad de sustrato, sit io activo, estabil idad, mecanismo 

catalít ico, pH y temperatura óptima (Sumantha et al.,  2006).  

 

La especif icidad de las enzimas está regulada por la naturaleza de 

aminoácidos y otros grupos funcionales (aromáticos y al ifáticos o 

contenido de grupos sulfuro) que están cerca al enlace peptíd ico 

donde son hidrolizados (Sumantha et al.,  2006).  
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En productos cárnicos fermentados la proteólisis es generada por 

mecanismos endógenos (catepsinas y calpaínas) y parcialmente 

atribuida a peptidasas producidas por bacterias inoculadas o de la 

microbiota natural (Sanz et al.,  1998). La comprensión del t ipo  y 

extensión de la proteólisis generada, puede ayudar a lograr productos 

más homogéneos, con una textura deseada y con mejores 

características de aroma y textura (Fadda et al.,  2002) 

 

La proteólisis que ocurre durante la maduración de los embutidos 

cárnicos resulta en un incremento de péptidos de bajo peso molecular 

y aminoácidos que participan en reacciones de descarboxilación y 

desaminación, generando ácidos orgánicos y aminas, 

respectivamente, que posteriormente pueden reaccionar 

químicamente y generar otros compuestos voláti les, cuya 

composición y concentración han sido correlacionadas con el sabor y 

aroma de los productos fermentados (Rizzi,  1988; Hierro et al.,  1999; 

Johansson et al.,  1994).  

 

El catabolismo de aminoácidos como valina, leucina e isoleucina 

mediante rutas no enzimáticas como reacciones de desaminaciones 

oxidativas y descarboxilaciones, generan aldehídos como 3 -

metilbutanal, 2-metilbutanal y fenilacetaldehído, que presentan un 

importante impacto en el aroma de los productos cárnicos (Rizzi, 

1988; Hagen et al, 1996; Ansorena et al, 2000).  

 

La degradación de aminoácidos tales como metionina, cist ina y 

cisteína, genera la l iberación de compuestos sulfurosos que 

presentan un importante impacto en el aroma de los productos 

cárnicos por su bajo umbral de detección (Rizzi,  1988; Hagen et al.,  

1996; Ansorena et al.,  2000).  
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1.7 Clasif icación 

Las proteasas no cumplen fácilmente con el sistema de nomenclatura 

de las enzimas debido a su gran diversidad de acción y estructura . 

Las proteasas se clasif ican con base en tres criterios principales: (i) 

el t ipo de reacción que catal izan, (i i)  la naturaleza química del sit io 

catalít ico (i i i ) relación evolut iva con referencia a la estructura  (Barett,  

1994).  

 

Se dist inguen dos grupos de proteasas:  en el primero están las 

enzimas que son capaces de cortar internamente la cadena 

polipeptídica para producir largos fragmentos, l lamadas proteinasas o 

endopeptidasas. En el segundo grupo, las que actúan cerca del f inal 

de la cadena polipeptídica para l iberar residuos de aminoácidos, que 

se l laman exopeptidasas (Bergmann y Ross, 1936).  

 

A su vez, las carboxipeptidasas se clasif ican según la naturaleza de 

su centro activo en: serin peptidasa, cisteín peptidasa, aspárt ico 

peptidasa, y metalo peptidasa; entre las cuales encontramos 

ejemplos importantes como son: (serin peptidasas) quimotripsina y 

subtil isina; (cisteín peptidasa) papaína; (aspárt ico peptidasa) 

pepsina; (metalo péptidas) termolisina. Cada familia t iene residuos 

activos característ icos del sit io y se cree que por esta razón, 

descienden de un ancestro común y divergen en la evolución 

(Rawlings y Barrett , 1993).  

 

Exopeptidasas 

Las exopeptidasas actúan sólo cerca de los extremos de la cadena 

del polipéptido. De acuerdo a su sit io de acción se localiza en el 

extremo amino terminal o en el carboxilo terminal, se les clasif ica 

como amino y carboxipeptidasas, respectivamente (Tabla 1) (Rao et 

al. , 1998).  
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Aminopeptidasas 

Éstas actúan sobre el grupo amino libre terminal de la cadena 

polipeptídica l iberando a un único residuo de aminoácido, un 

dipéptido o un tr ipéptido (Tabla 1). Las aminopeptidasas se producen 

en una amplia variedad de microorganismos como bacterias y hongos 

(Watson, 1976). En general, son enzimas intracelulares, pero existe 

un reporte de una aminopeptidasa extracelular producid a por 

Aspergil lus oryzae  (Labbe et al.,  1974).  

 

Carboxipeptidasas 

Éstas actúan sobre el carboxilo terminal de la cadena polipeptídica 

liberando un solo aminoácido o un dipéptido. Las carboxipeptidasas 

se pueden dividir en tres grupos principales: serin carboxipeptidasas, 

metalo carboxipeptidasas y cisteína carboxipeptidasas. E sta 

clasif icación está basada en la naturaleza de los residuos de 

aminoácidos en el sit io act ivo de las enzimas.  

 

Las serin carboxipeptidasas aisladas de Penicil l ium spp., 

Saccharomyces  spp., y Aspergillus  spp. son similares en la 

especif icidad del sustrato pero dif ieren en otras propiedades como pH 

óptimo, estabil idad, peso molecular y efecto de inhibidores (Rao et 

al.,  1998).  

 

Endopeptidasas 

Las endopeptidasas se caracterizan por su acción preferencial en los 

enlaces peptídicos de las regiones interiores del polipéptido. La 

presencia del grupo amino o carboxilo l ibre tiene una inf luencia 

negativa sobre la actividad de la enzima (Tabla 1) (Rao et al.,  1998).  
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Serin proteasas 

Se caracterizan por la presencia del grupo serina en su sit io 

catalít ico. El mecanismo catalít ico de estas enzimas requiere , 

además del residuo de serina, otros residuos de hist idina, aspártico o 

lisina para su act ividad (Supuran et al.,  2002). Se pueden encontrar 

en un amplio número de virus, bacterias y eucariontes, lo que sugiere 

que son vitales para los organismos (Chang et al.,  1990). 

 

Una forma de clasif icar las serin -proteasas es la naturaleza del 

sustrato al que hidrol izan. Así, se destacan las análogas a tripsina , 

que se caracterizan por hidrol izar inmediatamente detrás de residuos 

cargados positivamente;  las análogas a quimiotripsina, que se 

caracterizan por cortar las cadenas peptídicas después de una 

cadena hidrofóbica larga y las análogas a elastasa que cortan 

después de cadenas hidrofóbicas cortas (Sánchez -Porro, 2005).  

 

Estas enzimas son activas a valores de pH neutros o alcalinos y 

suelen tener pesos moleculares de 18 - 35 kDa, aunque se ha 

descrito algunas excepciones en enzimas bacterianas como la serin 

proteasa de Bacillus subti l is , la cual presenta un peso molecular de 

90 kDa (Kato et al.,  1992). Son inhibidas irreversiblemente por 3,4 

dicloroisocumadín (3,4 DCI), L -3 carboxitrans 2,3 epoxipropil -

leuci lamida, 4-guanidina, fenilmeti lsulfonilf luoruro (PMSF) y tosil -L-

lisina clorometil cetona (TLCK) (Rao et al.,  1998).  

 

Aspartato proteasas 

Comúnmente conocidas como proteasas ácidas, son endopeptidasas 

que dependen de un residuo de ácido aspártico en el sit io catalít ico  

para su act ividad. Son activas en un intervalo de valores de pH de 2 

a 6. Sus pesos moleculares osci lan alrededor de 40 kDa (Rao et al.,  

1998). Son fuertemente inhibidas por pepstat ina y presentan alta 
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sensibil idad a compuestos diazocetónicos como diazocetil -DL-

norleucina meti l éster (DAN) (Fitzgerald et al. ,  1990).  

 

Cisteína proteasas 

Se producen tanto por procariontes como eucariontes y  se 

caracterizan por poseer en su sit io activo aminoácidos como cisteína 

e histidina. Son activas generalmente a pH neutro y son sensibles a 

p-cloromercuriobenzoato (PCMB) y quelantes de metales. Con base 

en su especif icidad por  la cadena polipeptídica que hidrolizan, se 

clasif ican en cuatro grupos: (i) análogas de papaína; ( i i) análogas de 

tripsina con preferencia por hidrolizar residuos de arginina; ( i i i ) las 

que hidrol izan específ icamente el ácido glutámico y ( iv) otras cisteí na 

proteasas. La papaína es un ejemplo de este grupo de proteasas 

(Rao et al., 1998).  

 

Metaloproteasas 

Son las proteasas más diversas en su sit io catalít ico activo (Barret,  

1995). Se caracterizan por requerir un ion divalente para su actividad 

y el Zn2+ es el metal más frecuente, aunque también se ha descrito la 

presencia de Co2+ y Mn2+. Son inhibidas por quelantes como 

etilendiaminotetracético (EDTA), ácido eti len bis tetracético (EGTA), 

1,10 ortofenantrol ina, fosfaramidón (Supuran et al. ,  2002).  

 

La clasif icación de las metaloproteasa es bastante compleja, pues 

existe una gran variedad de familias. De acuerdo al  pH requerido 

para su act ividad, se clasif ican en:  
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  Neutras: un ejemplo es la termolisina, producida por el 

género Bacillus , la cual muestra especif icidad por aminoácidos 

hidrofóbicos; son termoestables y presentan un peso molecular 

de 34 kDa. 

 

  Alcal inas. la colagenasa, producida por Clostridium 

hystolyticum que tiene un mecanismo de acción muy específ ico, 

ya que actúa solo en colágeno y gelatina. La elastasa producida 

por Pseudomonas aeruginosa  es otro miembro importante  de 

este grupo. Estas proteasas son activas en un intervalo de pH 

de 7 a 9 y son de un peso molecular promedio de 14 kDa, sin 

embargo se han encontrado algunas entre 48 y 60 kDa 

(Matsumoto y Yamamoto, 1984; Rawlings y Barret, 1993). 

 

Tabla 1.  Los círculos abiertos  representan los  res iduos de aminoác idos en la 
cadena pol ipept íd ica.  Círculos negros indican los aminoác idos terminales, y las 
estre l las representan un extremo sust i tu ido. Las f lechas indican los s i t ios de 
acc ión de la enzima (Modif icado de Rao et  a l. ,  1998).  

PROTEASA  

MODO DE ACCIÓN Exopept idasas 

 

Aminopept idasas 

 Hidro l izan e l extremo 

amino terminal 

sust i tu ido,  l iberando un 

solo aminoác ido y un d i 

o tr ipépt ido 

 

Dipept id i l  pept idasa   
 

Hidro l izan e l extremo 

amino terminal  

insust i tu ido,  l iberando 

d ipépt idos  

 

Tr ipept id i l  pept idasa   

Hidro l izan e l extremo 

amino terminal 

insust i tu ido,  l iberando 

tr ipépt idos  



INTRODUCCIÓN 

~ 17 ~ 
 

 

Carboxipeptidasa  

Hidro l izan e l extremo 

carbox i lo  terminal 

insust i tu ido  

 

Ser in Proteasa 

 Hidro l izan e l extremo 

carbox i l  terminal donde 

haya un aminoác ido 

ser ina 

 

 

Metaloproteasa 

 Hidro l izan e l extremo 

carbox i lo  terminal 

donde haya un ion 

metál ico  

 

Cis teína Proteasa 

 Hidro l izan e l extremo 

carbox i lo  terminal 

donde haya un 

aminoác ido c isteína  

 

Pept id i l  d ipept idasa   

Hidro l izan e l extremo 

carbox i lo  terminal 

insust i tu ido,  l iberando 

d ipépt idos  

 

Dipept idasas   

Hidro l izan pépt idos de 

dos residuos  

 

Omega pept idasas   

 

Hidro l izan e l extremo 

carbox i lo o amino 

terminales insust i tu idos  

Endopeptidasas 
 

Hidro l izan dentro de la 

cadena pol ipeptíd ica  

 

 

1.8 Usos de las proteasas 

Las proteasas microbianas han sido util izadas industrialmente desde 

hace décadas y constituyen las proteínas más importantes del 

mercado industrial.  Son enzimas con aplicaciones prácticas variadas. 

Uno de sus usos más conocidos es en la formulación de los llamados 
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detergentes biológicos, pero también se emplean en la industria 

alimentaria para la fabricación de productos fermentados de soya y 

de pescado, de saborizantes y ablandadores de carne; en la 

producción de hidrol izados y concentrados proteínicos, en la 

elaboración de quesos, en la producción de pan, galletas, así como 

para la clarif icación de la cerveza. En la industria farmacéutica se 

usan para formular antitrombóticos, antiinf lamatorios y acel eradores 

de coagulación sanguínea (Lyons, 1988).  

 

Esta versati l idad de aplicaciones es explicable por la gran diversidad 

de enzimas proteolít icas que se conocen, por eso hay posibi l idad de 

encontrar t ipos de proteasas activas casi a cualquier intervalo de pH 

y temperatura.  

 

Bacil lus  sp. es uno de los mayores productores de proteasas 

extracelulares, por lo que sus enzimas han alcanzado un gran número 

de aplicaciones en la industria, incluyendo la farmacéutica, la del 

cuero, manufactura de proteínas hidrolizadas y en la alimentaria (Rao 

et al.,  1998).  

 

Otras especies productoras de proteasas extracelulares son 

alrededor de 15 cepas pertenecientes al género Lactobacil lus .  Su 

actividad proteolít ica está dir igida a la hidrólisis de caseína. La cepa 

Lactobacillus  IH8 es la que ha demostrado la mayor act ividad 

proteolít ica luego de 48 horas de incubación comparado con las otras 

cepas de este mismo género (Ikram and Hamid, 2006).  
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Industria de detergentes y cuero.  

La preparación del primer detergente enzimático fue en 1912; 

consistió en carbonato de sodio y extracto pancreático puro. Luego 

se involucraron las proteasas microbianas (1956) con el nombre de 

BIO-40; en 1960, se introdujo una alcalasa producida por Bacil lus 

lichenifornis  con el nombre comercial de BIOTEX.  

 

Las proteasas constituyen un ingrediente estandarizado en el proceso 

de obtención de detergentes usados para lavandería y agentes para 

limpiar lentes de contacto y dentaduras. La act ividad y estabil idad  a 

altas temperaturas y valores de pH, la compatibi l idad con otros 

agentes quelantes y oxidantes adicionados a los detergentes son un 

parámetro de selección de las proteasas dentro de los detergentes 

(Rao et al.,  1998).  

 

En la industria del cuero, durante los procesos de pre-teñido, se usan 

un grupo de enzimas proteolít icas, las cuales se han obtenido por la 

fermentación microbiana, especialmente de Aspergil lus flavus .  Estas 

ayudan en la humectación, depilado y ref inado de pieles (Kamini  et 

al., 1999).  

 

En la tabla 2 se muestra la l ista de las proteasa animales y 

microbianas más usadas para el proceso de pre -teñido en la 

manufactura del cuero, especialmente proteasas neutras y alcalinas 

(serin proteasas) derivadas de bacterias y proteasa ácidas obtenidas 

de hongos como A. satoi . Queratinasas producidas por Streptomyces 

fradiae, que pueden ser usados en el proceso de depilado de las 

pieles (Kamini  et al.,  1999). El criterio más importante para su  

selección es la especif icidad, la  actividad en un amplio rango de pH y 

termoestabilidad.  
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Tabla 2.  Enzimas usadas en e l  proceso de manufactura del  cuero (Kamini  et a l. ,  
1999).  
Enzimas usadas en el proceso de pre -teñido del  cuero  

Proceso Enzima Microorganismo 

Hidratación Proteasas  Aspergi l lus  paras it icus, A. f lavus, A. oryzae,  

Baci l lus subt i l is  y Rhysopus rh izopodiformis  

Carbohidrasas  Aspergi l lus  awamor i ,  A.  f lavus,  B.  subt i l is ,  

Lactobac i l lus  sp .  

Depilado Proteasas  B. amylo l iquefac iens,  Streptomyces gr iseus,  S.  

moderatus  

Refinado Proteasas  A. paras i t icus,  S.  r imosus,  B.subt i l is  y  B.  

l icheniformis  

Desengrasado Lipasas  Rhizopus nodosus, A.  oryzae, A.  f lavus  

 

Industria al imentaria 

El uso de proteasas en este sector proviene desde la antigüedad y 

así han sido ut il izadas rutinariamente en la elaboración de quesos, 

hidrolizados de soya, elaboración del pan y ablandamiento de carnes.  

 

Las proteasas más usadas pertenecen a la familia de las aspartato 

proteasas con un peso molecular que oscila entre 30 - 40 kDa 

(Sumantha et al., 2006).  

 

Lácteos: la mayor aplicación de las proteasas en la industria láctea 

es en la manufactura del queso; las enzimas uti l izadas se ubican en 

tres categorías: ( i) quimiosina animal, (i i) enzimas microbianas 

coagulantes de la leche (i i i ) quimiosina modif icada genéticamente 

(Perea et al.,  1993). La proteólisis es el evento más complejo en la 

maduración de los quesos y es probablemente el más importante en 
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el desarrollo de aroma y textura. Contribuye directamente al aroma 

por la generación de nuevos derivados de péptidos, como aminas, 

ácidos, t ioles y t ioésteres, etc. Otra de las funciones importantes en 

la elaboración del queso es la provisión de aminoácidos para el 

crecimiento bacteriano en el sustrato de la leche (Law y Mulholland, 

1995). Los géneros bacterianos más usados para llevar a cabo la 

proteólisis en productos lácteos son: Lactococcus  y Lactobacil lus  

(Farnworth, 2008).  

 

Productos de panadería: la harina de trigo es el mayor componente 

del proceso de elaboración de productos horneados; t iene una 

proteína insoluble llamada gluten, la cual es la encargada de dar 

características propias de la masa. Las endo y exo proteasas de  A. 

oryzae  han sido util izadas para modif icar el gluten de la masa, 

facil itando el manejo y permitiendo la producción de un amplio rango 

de productos. Además ayuda a reducir el t iempo de mezclado 

resultando barras voluminosas de pan. Las proteasas microbia nas 

mejoran la extensibil idad y fuerza de la masa (Rao et al. ,  1998).  

 

También se destacan los hidrolizados proteicos, producidos por la 

acción de diversas proteasas, las cuales son ampliamente util izados 

en la elaboración de alimentos de bebes, productos dietéticos y en la 

alimentación hospitalaria. Existen hidrol izados proteicos industriales 

de caseína, de suero o de soya; siendo este últ imo el más común 

(Sánchez-Porro, 2005).  

 

Industria Cárnica: las proteínas son los componentes estructurales y 

funcionales de las carnes procesadas. Entre sus característ icas 

sensoriales, la palatabilidad es el factor más importante. Un 

acercamiento a la palatabil idad de la carne es reducir 

perceptiblemente la cantidad de tej idos conectivos sin causar la 
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degradación extensa de proteínas miof ibri lares. Este objetivo se 

puede alcanzar por la destrucción mecánica o, alternativamente con 

el uso de enzimas proteolít icas, tales como papaína, bromelina y 

f icina, derivadas de las plantas. Sin embargo, estas enzimas, usadas 

comercialmente como ablandadores de la carne en América y Europa, 

l levan a menudo al sobre ablandamiento y por eso, al mal gusto 

debido a la amplia especif icidad del substrato y a los péptidos 

amargos producidos. Un ablandador ideal de la carne sería específ ico 

para hidrolizar las proteínas colágeno y elast ina. Las proteasas 

microbianas son otra fuente de ablandadores potentes de la carne. 

Una elastasa alcalina microbiana, YaB (subtil isina YaB) producida 

extracelularmente por Bacil lus YaB, se muestra como buen 

ablandador de la carne debido a su especif icidad marcada por la 

elastina y el colágeno comparados a otras proteasas microbianas 

comerciales (Chuan-Mei et al.,  2002).  

 

En los embutidos, la proteólisis se debe a la acción conjunta de los 

sistemas enzimáticos muscular y microbiano (Figura 2) pero hasta la 

fecha no se conoce totalmente cuál es la part icipación de cada uno 

de estos sistemas ni como se complementan (Toldrá  y Verplaetse, 

1995; Molly et al.,  1997; Ordoñez et al.,  1999).  
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Figura 2. Pr inc ipales mecanismos y enzimas involucradas en la degradac ión de 
las proteínas musculares y en  e l  catabol ismo de aminoác idos (Talon et  al . ,  2002).  
 

Industria farmacéutica: las proteasas t ienen un papel importante en el 

desarrol lo de nuevos productos farmacéuticos, por ejemplo, se usan 

por vía oral para la corrección de ciertas deficiencias enzimáticas, 

como es el caso de la nortasa producida por A. oryzae , la colagenasa 

producida por el género Clostridium  y la subti l isina (B. subtil is) las 

cuales se usan en combinación con antibiót icos en el tratamiento de 

quemaduras y heridas. Una asparaginasa aislada de E. coli  se usa 

para eliminar asparagina del tor rente sanguíneo en leucemia 

linfocítica (Kumar y Tagaki, 1999).  
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1.9   Sistema proteolít ico 

El sistema proteolít ico consiste en proteasas extracelulares, 

transportadores de péptidos y proteasas intracelulares (Kunji et al. ,  

1996).  

En las bacterias ácido láct icas e sistema proteolít ico puede ser 

dividido en tres grupos según sus funciones: (i) proteasas localizadas 

extracelularmente, en su mayoría asociadas a la pared celular, ( i i ) un 

mecanismo para el transporte específ ico de dipéptidos, tripéptidos y 

oligopéptidos (>3 residuos) a través de la membrana citoplasmática y 

(i i i )  una mult itud de peptidasas intracelulares. Lactococcus lact is ,  es 

el organismo más estudiado entre los cult ivos iniciadores usados en 

la producción de queso y su sistema proteolít ico es el más complejo e 

importante en el proceso de maduración  (Figura 3) (Savijoki e Ingmer, 

2006).  

 

 

Figura 3. Presentac ión s impl i f icada de la func ión del  s istema proteol í t ico de 
Lactococcus  en la degradación de la caseína.  (A)  espac io extracelu lar,  (B) 
espac io intracelu lar,  (CW) pared celu lar  bacter iana, (M)  membrana y (C) 
c itoplasma (Modif icado de Savi jok i e  Ingmer, 2006)  
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II. ANTECEDENTES 

 

Las BAL tienen un sistema proteolít ico muy complejo. En cepas como, 

Lactococcus lactis  subsp. lactis , Lactococcus lact is  subsp. cremoris  y 

Streptococcus thermophilus  se han encontrado proteasas del t ipo PI y 

PIII, así como dipeptidasas. (Law y Kolstad, 1983; Pritchard y 

Coolbear, 1993; Kunji et al. , 1996; Savijoki e  Ingmer, 2006).  

 

Pediococcus sp . es una BAL Gram posit iva, no móvil, no esporulado, 

anaerobio facultat ivo, quimiorganotróf ico, requiere de un medio rico 

en nutrientes y carbohidratos fermentables. Forma tétradas en 

condiciones favorables, a veces solo se puede encontrar en forma de 

pares. Se ha reportado que es homofermentativa, produciendo ácido 

láct ico a part ir de glucosa, galactosa, arabinosa, manitol y dextrinas. 

Su temperatura óptima de crecimiento es de 25 a 45°C. Se puede 

encontrar en material vegetal y productos al imenticios (Salminen et 

al. , 2004).  

 

Fi logenéticamente las especies de Pediococcus , pertenecen a la 

familia Lactobacil laceae.  El género consiste de siete especies: P. 

acidi lact ici, P. damnosus , P. dextrinicus , P. halophilus , P. inopinatus ,  

P. parvulus , P. pentosaceus y P. urinaeequi  (Salminen et al. , 2004).  

 

Antes de la introducción y el uso subsecuente de las cepas de 

Pediococcus  como cult ivos iniciadores predominantes de la carne, la 

mayoría de microorganismos aislados de forma natural de las carnes 

fermentadas consistían de varias especies de Lactobacil lus . Estos 

siguen siendo la microbiota predominante cuando se busca un a fuerte 

reducción del nitrato.  
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Sin embargo, en Estados Unidos se encontraron problemas a la hora 

de preparar los l iof i l izados puros de Lactobacil lus sp.  así que la 

inoculación de este microorganismo fue reemplazado con cepas de 

Pediococcus sp . el cual era resistente a la l iof i l ización (Doyle et al. , 

1997).  

 

Otra razón para util izar Pediococcus sp.  en la fermentación de 

salchichas residía en que la temperatura para su elaboración era 

generalmente más alta que las temperaturas usadas en Europa, lo 

que implicó de manera imprescindible que la disminución del pH se 

llevara a cabo más rápidamente durante la  fermentación para evitar 

así el crecimiento y la formación de la toxina de Staphylococcus 

aureus  (Bacus y Brown, 1981).  

 

P. acidi lact ici  y P. pentosaceus  son BAL homofermentativas 

involucradas en la preparación de cultivos iniciadores en productos 

cárnicos y vegetales fermentados. A pesar de la importancia 

comercial de P. acidilactici  y P. pentosaceus  en productos 

fermentados, el fenotipo autolít ico de estas espec ies nunca han sido 

investigados (Mc Kay y Baldwin, 1990).  

 

Pediococcus  es una BAL de gran importancia industrial, usada 

principalmente para la producción de embutidos fermentados. Benito 

et al.  (2007) reportaron que más del 50% de las especies aisladas de 

salchichas españolas eran Pediococcus pentosaceus  o Pediococcus 

acidi lact ici . Tres de estas cepas mostraron débil actividad proteolít ica 

hacia las proteínas miof ibri lares. Una tripeptidasa intracelular ha sido 

encontrada en P. pentosaceus  por Simitsopoulou et al.  (1997), y en el 

genoma completo de esta especie (Makarova et al.,  2006) parece 

contener al menos 60 peptidasas o proteasas que aún no se han 

demostrado y caracterizado bioquímicamente.  
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En el grupo de trabajo Llorente (2008) reportó  que durante la fase 

logarítmica de crecimiento de Pediococcus acidi lact ici  ATCC 8042 se 

localizaba en el medio de cultivo act ividad proteolít ica extracelular, 

con un peso molecular cercano a los 200 kDa. Esta proteasa fue 

purif icada y caracterizada por Granados-Pérez (2009). Cabe aclarar 

que en el genoma de Pediococcus  no se ha reportado un gene para 

una proteína de este tamaño. No se descarta que esta actividad se 

debiera a la interacción de oligómeros o a fenómenos de agregación. 

En ciertas condiciones, la misma autora detectaba actividad 

proteolít ica a los 80 kDa en extractos celulares en condiciones de 

fermentación sin agitación, y tras t iempos largos de incubación con el 

sustrato. Este resultado no pudo ser reproducido por Grana dos- 

Pérez (2009), quien, en cambio, encontró  actividad a los 80 kDa en la 

fracción adherida a membrana cuando el microorganismo se cult ivaba 

con agitación. El presente trabajo pretende resolver las dudas acerca 

del t ipo de enzimas proteolít icas producidas y su localización , 

empleando únicamente las condiciones de cult ivo con agitación . 
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III. HIPÓTESIS 

Se encontrarán proteasas con actividades y propiedades 

diferentes, localizadas tanto en el interior como en el medio de 

crecimiento de P. acidi lact ici , lo que le permit irá degradar una 

amplia gama de sustratos proteicos.  

 

IV. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 

Determinar si existen proteasas menores a 200 kDa en 

Pediococcus acidi lactici  ATCC 8042, localizarlas y, en su caso, 

caracterizarlas. 

 

4.2 Objetivos particulares 

 

 Evaluar la producción de la proteasa en diferentes etapas 

de crecimiento.  

 

 Determinar la presencia de bandas de proteína con 

actividad proteolít ica en diferentes fracciones celulares  

(extracelular, intracelular o membranal).  

 

 Determinar la act ividad proteolít ica  de cada fracción 

util izando diferentes sustratos.  

 

 Caracterizar bioquímicamente la fracción proteolít ica de 

mayor interés en función de temperatura, pH, iones e 

inhibidores.  
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V. METODOLOGÍAS: 

 

Figura 4.  Diagrama de trabajo de la pr imera fase exper imental.  Local izac ión de la 
act iv idad proteolí t ica de P. ac id i lact ic i  ATCC 8042 

Sonic.ción 

Citosol 

P.dillcIICCU$ .cidil.ctici 
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Crecimiento 
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........... 
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5.1 Primera fase experimental.  Localización de la act ividad 

proteolít ica durante la cinética de crecimiento.  

 

5.1.1 Material biológico 

P. acidilactici  ATCC 8042 se obtuvo del cepario del CINVESTAV, 

México. Las células se almacenaron a -20°C en viales de vidrio y en 

caldo MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, Oxoid) con glicerol (80-20%, 

v/v).  

 

5.1.2 Medio de cultivo y condiciones de crecimiento de P. acidi lact ici  

ATCC 8042 

P. acidi lactici  se cultivó en caldo MRS modif icado (Llorente, 1998). Se 

realizó un pre-inóculo partiendo de la cepa conservada a -20°C, 

adicionando 2-3 esferas de vidrio por cada 10 mL de caldo MRS 

modif icado. El pre-inóculo se incubó, con agitación recíproca de 120 

rpm, a 30°C durante 24 h (New Bruswick Scientif ic Edison).  

 

5.1.3 Medio MRS modif icado 

Se pesaron los ingredientes del medio MRS modif icado (tabla 3) con 

excepción del ácido ascórbico y la sacarosa, que fueron preparados y 

esteril izados por separado en autoclave a 121°C/10 lbs/ 15 min 

(Yamato SM 300). Posteriormente se mezclaron todos los 

componentes estériles y se colocaron en matraces Erlenmeyer de 500 

mL (Llorente, 1998).  
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Tabla 3. Formulac ión del  medio MRS modif icado.  

INGREDIENTE g/L 

Extracto de carne 10.0 

Peptona de proteasa  10.0 

Extracto de levadura  5.0 

Citrato de Amonio  2.0 

Tween 80 1.0 

Sulfato de manganeso 0.25 

Sulfato de magnesio  0.1 

Fosfato de potasio dibásico  2.0 

Acetato de sodio  5.0 

Ácido ascórbico 1.5 

Sacarosa 10.0 

 

5.1.4 Cinética de crecimiento de P. acidi lact ici  y obtención de células  

Se realizó una cinética de crecimiento, tomando 3 esferas per foradas 

y se adicionaron a 20 mL de caldo MRS modif icado y se incubó a 

30°C durante 24 h con agitación recíproca a 120 rpm. Posteriormente 

se le adicionó el 1% del preinóculo a un matraz con 20 mL de medio 

fresco y se incubó en las mismas condiciones. Finalmente se tomaron 

100 µL (1%) del inóculo anterior y se adicionaron a 100 mL de medio 

MRS modif icado, tomando alícuotas a las de 8, 12, 16 y 24 h de 

fermentación, se midió la densidad óptica a una longitud de onda de 

600 nm (Perkin Elmer Lambda 3A) y se determinó el pH (Hanna 

Instruments HI 4211)  
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5.1.5 Localización de la enzima con actividad proteolít ica en P. 

acidi lact ici  

Cada una de las muestras tomadas a los t iempos de crecimiento (8, 

12, 16 y 24 h), se centrifugó a  10,000 rpm durante 30 min a 4°C. El 

paquete celular se lavó dos veces con un buffer 50 mM Tris -HCl, pH 

7.6 (buffer de trabajo), con las condiciones anteriormente descritas.  

 

De las muestras cosechadas en cada tiempo se obtuvieron dos 

fracciones: células y extracto crudo. El sobrenadante se neutral izó 

con NaOH y se f i lt ró con una membrana de 0.22 µm con la f inal idad 

de eliminar células. Para su concentración se sometió a liof i l ización y 

se guardó a – 20°C hasta su uso.  

 

Una alícuota de células se resuspendió en Tritón X-100 (Sigma-

Aldrich) al 4% se agitó y se incubó a temperatura ambiente por 20 

min. Posteriormente, se centrifugó a 50,000 rpm por 45 min con la 

f inalidad de eliminar la mayor cantidad de Tritón posible y, se 

obtuvieron dos fracciones: pellet y  solubil izado, las cuales se 

congelaron a -20°C hasta su uso (Schnaitman, 1971).  

 

La otra alícuota de células se ajustó a una densidad óptica de 5.0 , a 

una longitud de onda de 600 nm, y se sonicó  a una amplitud de 30 

Hz, con 20 ciclos de 20 segundos cada uno e intervalos de descanso 

de 20 segundos a 4°C (Sonicador Fisher Scientif ic modelo 550) (Cibik 

y Chapot-Chart ier, 2004). Posteriormente, se centrifugó a 17,000 rpm 

por 30 min a 4°C, se obtuvieron dos fracciones: citosólica y células 

rotas, las cuales fueron tratadas con Tritón, como se describió 

anteriormente.  
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De la metodología anterior, se obtuvieron tres fracciones celulares de 

tratamiento:  

a) Sobrenadante 

b) Proteínas adheridas a membrana y  

c) Citosol 

 

Posteriormente las fracciones se l iof i l izaron y se les realizaron las 

pruebas para detección de actividad proteolít ica 

espectrofotométricamente y por medio de zimografía.  

 

5.1.6 Cuantif icación de proteína  

Se determinaron las concentraciones de proteína de las muestras 

obtenidas, por el método de Bradford (Bio -Rad Protein Assay) a una 

longitud de onda de 595 nm (Espectrofotómetro Biomate 3). Se 

colocaron 800 µL de cada muestra en un tubo limpio y seco. Se 

adicionaron 200 µL del reactivo de Bradford concentrado y se 

homogenizó la muestra. Luego se incubaron a temperatura ambiente 

por 5 min. Las mediciones se realizaron por tr ipl icado. Se realizó una 

curva patrón con albúmina sérica bovina (BSA) (Bradford et al., 

1976).  

 

5.1.7 Determinación del perf i l electroforético y de la act i vidad 

proteolít ica por zimogramas 

El peso molecular de la proteasa de determinó por geles en 

condiciones desnatural izantes, ya que es uno de los métodos más 

util izados para la purif icación, análisis y caracterización de proteínas 

(Heusen and Dowdle, 1980).  Se prepararon geles al 10% de 

poliacri lamida co-polimerizada (Bis-acrilamida 30%, 2M Tris-HCl pH 

8.8, SDS 10%, H2O, TEMED y APS 10%) (Manual Bio -Rad).  
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Se tomaron 30 µL de cada una de las fracciones de tratamiento, se 

les adicionaron 5 µL de buffer de carga (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% 

SDS, 2.5% glicerol, 0.5% β- mercaptoetanol y 0.5% de azul de 

bromofenol). Las muestras sometieron a electroforesis en gel (Bio -

Rad, Power-Pac 300) a 120 V durante 1.5 h.  

 

Después de la electroforesis, el gel se lavó dos veces con 50 mL de 

agua desionizada en agitación suave durante 30 min, se tiñó  con azul 

de Coomasie (0.1% azul de Coomassie R-250, 45% metanol, 10% 

ácido acético glacial y 45% de agua) durante 2 h en agitación suave y 

f inalmente el gel se destiñó con solución que contenía 10% de 

metanol, 10% ácido acético glacial y 80% de agua. El peso molecu lar 

de las bandas de proteína se determinó  por la comparación con 

marcadores de alto peso molecular (Bio -Rad).  

 

Para la elaboración de zimogramas, se prepararon geles con SDS al 

10% de poliacrilamida co-polimerizada con 0.1% del sustrato proteico 

(gelat ina o caseína) (Lodemel y Olsen, 2003; Heusen y Dowdle, 

1980). Posteriormente el sustrato se resuspendió con los reactivos 

necesarios para la elaboración de l gel. 

 

Después de someter las muestras a electroforesis con las mismas 

condiciones anteriormente descritas, el gel se lavó con agua 

desionizada en agitación suave durante 30 min  y, posteriormente se 

lavaron por 30 min en una solución de Tritón 2.5%. Se in cubó a 37°C 

en buffer de renatural ización (50 mM Tris- HCl pH 7.6, CaCl2 5 mM, 

NaCl 200 mM) por un periodo de 12 -16 h con agitación (50 rpm). Los 

geles fueron teñidos con azul de Coomassie. La actividad proteolít ica 

fue identif icada como una zona clara en contra de un fondo azul 

(Lantz y Ciborowski, 1994).  
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5.1.8 Actividad proteolít ica sobre diferentes sustratos  

La actividad proteolít ica se determinó por técnicas 

espectrofotométricas y por zimogramas. Se util izaron diferentes 

sustratos proteicos con la f inalidad de evaluar la af inidad por 

sustrato.  

 

5.1.8.1 Método de actividad caseinolít ica 

Se determinó mediante el método de Kunitz (1947), empleando como 

sustrato caseína al 1%. Para realizar la medición de la actividad 

proteolít ica se prosiguió de la siguiente manera; en un baño a 

temperatura de 35°C, se colocaron los tubos de ensayo conteniendo 

1.9 mL de caseína para su incubación durante 10 min. Se agregó 0.1 

mL de la preparación enzimática y se dejó actuar durante 10 min. La 

reacción se detuvo adicionando 3 mL de ácido tr icloroacético (TCA) al 

5%. Simultáneamente se corrió un testigo al que se adicionó primero 

el TCA y al f inal la preparación enzimática. Al término de la reacción 

los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm.  

 

Finalmente, los productos de la hidrólisis enzimática que se 

encontraba en la preparación enzimática, aminoá cidos libres y 

péptidos pequeños, se determinaron mediante absorbancia en un 

espectrofotómetro a 280 nm, ajustando el aparato con un blanco de 2 

mL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.6 y 3 mL de TCA al 5%. El 

ensayo se realizó por triplicado. Una unidad de act ividad enzimática 

se definió como el cambio en la absorbancia por unidad de tiempo de 

la reacción por miligramo de proteína total .  

 

 

 



  METODOLOGÍAS 

~ 36 ~ 
 

5.1.8.2 Método de actividad elastinolít ica  

La actividad sobre elastina fue determinada con el sustrato Elastin-

Congo Red (Elast in Products) en una concentración de 5 mg/ml 

resuspendido en buffer de trabajo 50 mM Tris-HCl pH 7.6. La mezcla 

de reacción se incubó a 37°C por 2 h en agitación controlada .El 

cálculo de las unidades de actividad específ ica se hizo con base en 

una hora de la reacción. Ésta se detuvo a 4°C por 10 min y luego se 

centrifugó en refr igeración (Centrifuga Biofuge PRIMO R) a 8 ,500 

rpm. Las unidades de solubil ización de la elastina se determinaron 

midiendo la absorbancia del sobrenadante a 495 nm (Kessler et al.,  

1997).  

 

5.1.8.3 Método de actividad colagenolít ica.  

Se uti l izó el sustrato proteico del colágeno Hide Powder Azure 

(Sigma) en una concentración de 5 mg/mL. Este es insoluble en agua 

y está unido covalentemente al colorante Remazol azul bril lante; 

cuando el sustrato es hidrolizado por una proteasa, se libera el 

colorante y se tiñe de color azul el medio (Riderknecht et al., 1968). 

La metodología usada fue la  misma de la Elastina Congo Red.  

 

5.1.8.4 Método de actividad gelanolít ica.  

El ensayo se basa en el uso de gelat ina succini lada como sustrato y 

la medición de aminas primarias expuestas por la hidrólisis del 

sustrato por act ividad proteolít ica. La gelatina se trata  con anhídrido 

succínico para bloquear todos los grupos amino l ibres de la proteína.  

La hidrólisis de los enlaces peptídicos por el ataque proteolít i co 

expone las aminas primarias, que se detectan al reaccionar con el 

ácido 2,4,6- trinitrobenzen sulfónico (TNBS) (Sigma Aldrich)  que 

produce una reacción colorida que se puede leer a una lon gitud de 

onda de 450 nm y, que es directamente proporcional a la actividad 

gelanolít ica (Baragi et al., 2000).  
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La actividad sobre gelatina se determinó con la gelat ina succini lada 

en una concentración de 200 µg/mL, resuspendida en 50 mM buffer 

de boratos pH 8.5. La mezcla de reacción se incubó a 37°C por 10 

min. Una vez trascurrido dicho tiempo se agregaron  50 µl de una 

solución de TNBS a 0.03% y se incubó a temperatura ambiente por 20 

min. La densidad óptica de cada reacción se determinó a una longitud 

de onda de 450 nm con un lector de microplacas (Epoch Biotek).  
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5.2 Segunda fase experimental . Purif icación parcial y caracterización 

bioquímica de la actividad proteolít ica  de interés 

 

 

 

Figura 5. Pur if icac ión parc ia l y caracter izac ión b ioquímica de la act iv idad 
proteol í t ica de P. ac id i lact ic i  ATCC 8042.  
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5.2.1 Purif icación parcial de la proteasa  

Una vez obtenido el t iempo y la fracción donde se encontró la mayor 

actividad proteolít ica, la muestra se precipitó  con sulfato de amonio 

al 60% (p/v). Posteriormente se dial izó con una membrana de corte 

de 50 kDa. Por últ imo se hizo pasar la muestra por una columna de 

exclusión molecular (Bio-Gel P-100 Gel) Con la fracción de mayor 

actividad se realizaron pruebas espectrofotométricas y zimografía.  

 

5.2.2 Caracterización bioquímica de la proteasa citosólica de P. 

acidi lact ici  

 

Determinación de pH óptimo 

Para la determinación de la actividad proteolít ica se realizó un 

zimograma contra gelatina, en cada pozo se cargaron 30µL de la 

muestra proteíca, después de la electroforesis cada carri l fue cortado 

y lavado dos veces con 50 mL de agua desionizada en agitación 

durante 15 minutos, posteriormente se lavaron por 30 min en una 

solución de Tritón 2.5%, seguido de la adición de 50 mL del buffer de 

renaturalización modif icado (Tris-HCl 20 mM, ácido acético 20 mM 

CHES 20 mM, HEPES 20 mM, MES 20 mM) ajustado a los diferentes 

pH (2,3,4,5,6,7,8,9). 

 

La renatural ización se realizó en agitación suave en un periodo de 12 

h a 37°C. Trascurrido este tiempo se lavó dos veces con 50 mL de 

agua desionizada y se tiñó el gel como se describió anteriormente.  
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Determinación de temperatura óptima  

De la enzima semipurif icada se tomaron alícuotas de 200 µL las 

cuales fueron sometidas a un calentamiento en un baño de agua a 

diferentes temperaturas: 37°, 50, 60, 70, 90 y 99°C en dos tiempos:  

1 h y 2 h, posteriormente a cada tratamiento se determinó la actividad 

proteolít ica por medio de zimografía.  

 

Efecto de activadores 

Para determinar el efecto que t iene cada ion evaluado, Mg 2+,  Zn2+, 

Ca2+, Na+, K+ y Li+ sobre la actividad de la muestra proteica se 

realizaron pruebas de actividad en gel.  

 

Se realizó un zimograma contra gelat ina, en el cual se cargaron 30 µL 

de la muestra, se realizó la electroforesis y cada carri l  fue cortado, 

lavado y renaturalizado con buffer de renaturalización  al que 

previamente se le ajustó la concentración de cada ión a evaluar. De 

cada uno se probaron concentraciones de 1 y 10 mM para los iones 

divalentes, así como, 2 y 200 mM para los iones monovalentes en 

concentración f inal . Cada gel se lavó con 50 mL de agua desionizada 

y se t iñó en las condiciones descritas. 
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Efecto de inhibidores 

Para la clasif icación de la proteasa se util izaron diferentes agentes 

quelantes, por lo cual se realizó un zimograma en el que se cargaron 

30 µL de la muestra y se realizó la electroforesis en la condiciones ya 

mencionadas. Posteriormente, cada carri l fue cortado,  lavado y 

renaturalizado con buffer de renaturalización al que previamente se le 

ajusto la concentración de cada inhibidor (EDTA, EGTA, PMSF y 1,10 -

orto fenantrol ina). Se uti l izaron dos concentraciones de cada 

inhibidor, 1 y 10 mM. Cada gel se lavó con 50 mL de agua 

desionizada y se t iñó en las mismas condiciones descritas para un 

zimograma. 
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VI.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN: 

 

6.1 PRIMERA FASE EXPERIMENTAL 

 

6.1.1 Cinética de crecimiento de P. acidi lact ici  ATCC 8042 

En primera instancia se evaluó el crecimiento del microorganismo 

para determinar el t ipo de comportamiento que sigue en Medio de 

cult ivo MRS modif icado por  Llorente (1998).  Se presentó la fase de 

latencia de las 0 a las 6 h, la fase logarítmica entre las 6 y las12 h, y 

la fase estacionaria a partir de las14 h. Además se observó el 

decaimiento del pH a medida que se incrementaba el t iempo de 

cult ivo, lo que se puede atribuir al t ipo de metabolismo 

homofermentativo, es decir, a  la producción de ácido láctico (Figura 

6).  
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Figura 6. Curva de crec imiento de P. ac idi lact ic i .  Se real izaron previamente 2 
res iembras,  inoculando e l 1% del  cul t ivo en medio MRS - modif icado f resco a 
30°C con una agi tac ión de 120 rpm. Se moni toreó la D.O. 6 0 0 n m  ()  y e l  pH (▲) 
durante la  c inét ica de crec imiento.  
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6.1.2 Perf i l electroforético y act ividad proteolít ica por zimogramas  

Después de la obtención de cada fracción celular se hicieron un perf i l 

electroforético y geles de actividad , según las técnicas descritas en 

el capítulo de Metodologías. Se deseaba  conocer en qué etapa de 

crecimiento se encuentra la act ividad proteolít ica, el peso  molecular y 

su localización en la célula.  

A continuación se muestran los correspondientes geles SDS-PAGE y 

zimogramas, para cada fracción celular obtenida, empleando gelat ina 

como sustrato. (Figura 7 a 9). 

 

 

Figura 7.  Perf i l  de proteínas del  Sobrenadante  de muestras obtenidas a 
d iferentes t iempos de crec imiento. SDS-PAGE 10% (A) y Act iv idad Proteol í t ica en  
Zimograma con gelat ina (B).  Carr i l  1,  marcador de peso molecular;  carr i l  2 ,  8 h; 
carr i l  3,  12 h; carr i l  4 ,  16 h;  carr i l  5 ,  24 h.  
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Figura 8. Perf i l  de proteínas del  Citosol  de muestras obtenidas a d iferentes 
t iempos de crec imiento.  SDS-PAGE 10% (A)  y Act iv idad proteol í t ica en 
Zimograma con gelat ina (B).  Carr i l  1 ,  marcador de peso molecular;  carr i l  2 ,  8 h; 
carr i l  3,  12 h; carr i l  4 ,  16 h;  carr i l  5 ,  24 h.  

 

Figura 9. Perf i l  proteín ico y act iv idad proteol í t ica de proteínas adher idas a 
membrana, SDS-PAGE 10% (A)  y Act iv idad proteolí t ica en Zimograma con 
gelat ina (B) .  Carr i l  1 ,  marcador  de peso molecular;  carr i l  2 ,  8 h;  carr i l  3 ,  12 h; 
carr i l  4,  16 h;  carr i l  5,  24 h.  
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Se puede observar en las f iguras anteriores que se encuentra 

actividad proteolít ica en bandas de diferente peso molecular. En el 

caso del sobrenadante, (f igura 7) se observa actividad a los 200 kDa , 

correspondiente con la proteasa encontrada por Llorente (2008). En 

la fracción de proteínas adheridas a membrana  (f igura 9) se encontró 

actividad proteolít ica en bandas de aproximadamente 116 kDa y 60 

kDa. En el citosol (f igura 8) se encontró una banda muy marcada a 

los 97 kDa a las 8h de crecimiento. Considerando que se colocó en 

cada carri l la misma cantidad de proteína, se puede af irmar que en el 

caso de las proteasas presentes en el sobrenadante y adheridas a 

membrana son más activas en las primeras horas de crecimiento. En 

la fracción citosólica la intensidad se mantiene en todas los t iempos y 

decae en la etapa f inal de l crecimiento. 

 

6.1.3 Determinación de la act ividad proteolít ica sobre diferentes 

sustratos.  

Una vez determinada la presencia de al menos cuatro tipos de 

enzimas de diferente peso molecular y localización, se procedió a 

determinar si la af inidad por sustratos pro teicos era la misma para 

todas. Se emplearon como sustratos caseína, colágeno, elast ina y 

gelatina y se evaluó cada fracción en forma independiente, 

considerando que las proteasas presentes son diferentes en cada una 

y que en la fracción adher ida a membrana hay dos bandas. La 

evaluación fue cuantitativa por técnicas espectrofotométricas.  Es de 

importancia mencionar que al medir la act ividad p roteolít ica en el 

sobrenadante se presentaron algunos problemas debido al color que 

éste presenta.  
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Adheridas a Membrana 
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Figura 10. Act iv idad proteolí t ica re lat iva (%) (barras),  contra caseína  de 
d iferentes f racc iones celu lares .  D.O. 6 0 0  n m  ()  y pH (▲).  

 

Los resultados se expresan en actividad relativa  (los valores 

absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la 

máxima obtenida (sobrenadante, 24h). En todas las fracciones se 

presenta actividad sobre caseína, aunque es menor en la fracción de 

proteínas adheridas a membrana. Los resultados coinciden con lo que 

se aprecia en los geles, en donde se observa un máximo a las 8 h en 

el sobrenadante, pero no en el hecho de que la actividad evaluada 

por métodos espectrofotométricos parece mantenerse a lo largo del 

período de crecimiento en el caso del sobrenadante,  lo que también 

ocurre en la fracción adherida a membrana.  En el caso de la f racción 

citosólica la actividad disminuye claramente después de las 8 h  
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Actividad elastinolítica 
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Adheridas a Membrana 
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Figura 11.  Act iv idad proteol í t ic a relat iva (%) (barras) ,  contra e last ina  de 
d iferentes f racc iones celu lares .  D.O. 6 0 0  n m  ()  y pH (▲).  

 

Los resultados se expresan en actividad relativa  (los valores 

absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la  

máxima obtenida (adheridas a membrana, 12h). La act ividad sobre 

elastina no está presente en el citosol y  es baja en el sobrenadante. 

En la fracción de proteínas adheridas a membrana se alcanzan los 

valores máximos a las 12 h.  
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Actividad colagenolítica 
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Adheridas a Membrana 
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Figura 12. Act iv idad proteolí t ica re lat iva (%) (barras) ,  contra colágeno  de 
d iferentes f racc iones celu lares .  D.O. 6 0 0  n m  ()  y pH (▲).  

 

Los resultados se expresan en actividad relativa  (los valores 

absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la  

máxima obtenida (citosol , 8h). La actividad sobre colágeno se 

presenta máxima en la fracción adherida a membrana, es  casi nula en 

el sobrenadante y en el citosol se presenta en las etapas tempranas 

de crecimiento.  
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Actividad gelanolítica 
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Adheridas a Membrana 
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Figura 13. Act ividad proteol í t ica re lat iva (%) (barras),  contra gelat ina  de 
d iferentes f racc iones celu lares .  D.O. 6 0 0  n m  ()  y pH (▲).  

 

Los resultados se expresan en actividad relativa  (los valores 

absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la 

máxima obtenida (sobrenadante, 24h). La act ividad sobre gelat ina es 

máxima en el sobrenadante y se manif iesta poco en las otras 

localizaciones celulares. Cabe aclarar que se considera  que los 

zimogramas son mucho más sensibles y sus tiempos de contacto con 

el sustrato son mayores, por eso no se aprecia tanta diferencia entre 

las diferentes condiciones evaluadas en los geles como la que hay en 

el ensayo espectrofotométrico.  
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Tabla 4.  Act iv idad proteol í t ica sobre d iversos sustratos cuanti f icada 
cuat i tat ivamente por  métodos espectrofotométr icos  (se muestran valores 
absolutos) .  

 

Caseína 

(U/min*mg 

prot.total)  

Elastina 

(U/min*mg 

prot.total)  

Colágeno 

(U/min*mg 

prot.total)  

Gelatina 

(U/min*mg 

prot.total)  

Tiempo 

(actividad 

máxima, 

h) 

Peso 

Molecular 

(kDa) 

Sobrenadante 4.030 1.072 0.103 76.022 24 200 

Citosol  3.949 0.083 1.493 6.375 8 97 

Adheridas a 

Membrana 
3.425 7.156 1.114 3.054 12 60 y 116 

 

Se puede observar que la proteasa que se encuentra a los  200 kDa 

tiene act ividad mayoritariamente contra gelat ina , lo que coincide con 

lo observado en los zimogramas. No coinciden los datos de máxima 

actividad en zimogramas y espectrofotométricos en el t iempo en el 

que se presenta la máxima actividad. También presenta actividad 

contra caseína y elastina, aunque en un porcentaje mucho menor. La 

proteasa que se encuentra en la fracción citosólica  t iene un peso 

molecular de 97 kDa, t iene actividad en mayor porcentaje contra 

gelatina a las 8h de crecimiento , que se puede observar claramente 

en los zimogramas, y también presenta actividad contra caseína y 

colágeno. Para la fracción de proteínas adheridas a membrana se 

presenta una mayor act ividad contra elastina, en un porcentaje 

mucho mayor que el presentado por las otras fracciones, aunque 

también posee actividad contra gelat ina, colágeno y caseína. 
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En virtud de que no hay ninguna información sobre proteasas 

intracelulares producidas por P. acidi lact ici , en la segunda etapa del 

proyecto se procedió a profundizar  en su caracterización.  

 

6.2 SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL 

 

6.2.1 Purif icación parcial de la proteasa de 97 kDa  

La caracterización de una enzima requiere su purif icación. En este 

trabajo no se pretendía alcanzar una purif icación a homogeneidad, 

pero si adquirir elementos que permitieran comparar las propiedades 

de la enzima de 97 kDa con las reportadas para la de 200 kDa y 

comprender mejor el sistema proteolít ico de este microorganismo.  

 

Con el f in de contar con una preparación más pura, una vez obtenida 

la fracción citosólica por sonicación, se el igió la precipitación con 

sulfato de amonio como una técnica que permite reducir 

signif icat ivamente el volumen a manejar. Generalmente la 

precipitación se emplea en los primeros pasos de purif icación como 

un método de concentración de proteínas antes del análisis o etapas 

subsecuentes de purif icación (Prado et al.,  1999). 

 

Los métodos más sólidos para el fraccionamiento de proteínas son 

los que uti l izan la cromatografía en columna, que aprovechan las 

diferencias de carga, tamaño, af inidad de unión y otras propieda des 

de las proteínas (Nelson y Cox, 2006). Por esta razón se uti l izó una 

columna de f i l tración en gel que permitió la semipurif icación de la 

proteasa de interés y mantener la actividad proteolít ica.  Con las 

técnicas de purif icación uti l izadas, se logró una semipurif icación, ya 

que hubo una disminución en el número de bandas  totales presentes 
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en el gel SDS PAGE y en las que se encuentran por debajo del peso 

molecular de la proteasa de 97 kDa (Figura 14).  

 

En el zimograma se aprecia que persiste una sola banda con 

actividad proteolít ica en el peso molecular esperado, aunque hay una 

reducción en el número de bandas de proteína.  

 

 

Figura 14.  Pur if icación parc ia l.  SDS-PAGE 10% (1)  marcador  de peso molecular ;  
carr i l  2  c i tosol;  carr i l  4,  prec ip itac ión con sulfato de amonio a l  60%;  carr i l  6 ,  
co lumna f i l t rac ión en gel ;  carr i les  3,5 y 7 act iv idad proteolí t ica en zimogramas 
con gelat ina de cada f racc ión.  
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6.2.2 Caracterización bioquímica de la proteasa citosólica de P. 

acidi lact ici  

Como una primera aproximación a la caracterización bioquímica de la 

enzima, se presenta la realizada con métodos zimográficos.  

 

Determinación del pH óptimo 

El efecto del pH sobre la actividad se observa en la Figura 15. La 

proteasa mostró ser capaz de actuar en un amplio intervalo de pH. De 

6 a 9 presentó mayor actividad, pero se puede observar que es activa 

a pH ácidos por lo cual podría ser util izada en productos cárnicos , 

tanto a pH ácidos como alcalinos.  Debido a que P. acidi lactici  t iene la 

capacidad de acidif icar el medio, al ser l iberada esta proteasa 

intracelular (fase estacionaria, muerte celular)  podría seguir act iva 

gracias a dicha característica . 

 

 

Figura 15. Determinac ión del  pH ópt imo de la proteasa de 97 kDa.  Z imogramas 
contra gelat ina.  Carr i l  1 ,  marcador  de peso molecular;  carr i l  2 ,  c i tosol  a pH de 
trabajo 7.6;  carr i l  3 ,  pH 4;  carr i l  4 ,  pH 5;  car r i l  5 ,  pH 6,  carr i l  7,  pH 8; carr i l  8 ,  pH 
9 y car r i l  9 ,  pH 10.  
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Determinación de temperatura óptima  

Al evaluar la act ividad enzimática en un intervalo de temperatura 

entre 37 y 99°C, se encontró que la  enzima permanece activa en un 

amplio intervalo de temperaturas, en el cual mantiene su actividad 

hasta por dos horas,  desde 37 hasta 60°C. (Figura 16)  

 

Los resultados indican que la temperatura de crecimiento celular 

(30°C), no es la misma que la óptima para la actividad proteolít ica 

(50°C). El resultado es similar a lo reportado por Gori et al. (1985) 

quien en estudios de proteólisis en bacterias ácido l ácticas observa 

que, en  S. lactis spp. d iacetylactis  t iene una temperatura óptima de 

crecimiento a 45°C, sin embargo, su sistema proteolít ico es más 

activo a 37 °C. En el caso de L. casei , éste crece en temperaturas de 

30-37°C y su temperatura óptima para hidrólisis de caseína es de 45 

°C. 

 

Figura 16.  Determinación de la temperatura ópt ima de la proteasa de 97 kDa. 

Zimogramas contra gelat ina.  
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Efecto de activadores 

Los cationes monovalentes como Na +, K+ y Li+  incrementan la 

actividad proteolít ica en concentraciones de 2 y 200 mM, pero sobre 

todo con Na+ y K+ se logró un mayor incremento en la actividad 

proteolít ica de la proteasa citosólica de 97 kDa. En las f iguras 17 y 

18, se observa una fuerte inhibición con el catión divalente Zn 2+ en 

ambas concentraciones y también por Ca2+ en una concentración de 1 

mM. La incubación de la proteasa con Mg 2+ no tuvo mucho efecto 

sobre la misma. 

 

La mayor act ividad enzimática se observó cuando se usó una 

concentración de 200 mM de Na+ y de K+  en el buffer de 

renaturalización, lo que indica que las fuerzas iónicas ju egan un 

papel importante en mantener la estructura enzimática y la actividad. 

Simitsopoulou et al.  (1997) reportó que la act ividad de la tr ipeptidasa 

intracelular producida por P. pentosaceus fue estimulada por Ca2+ y 

fuertemente inhibida por β-mercaptoetanol.  

 

 

Figura 17. Efecto de sales monovalentes sobre la act iv idad proteolí t ica .  
Zimogramas contra gelat ina.  Carr i l  1,  marcador de peso molecular ;  carr i l  2,  
c i tosol  s in n inguna sal ;  carr i l  3 ,  2 mM de NaCl;  carr i l  4,  200 mM de NaCl,  carr i l  5 , 
2 mM de KCl ; carr i l  6 ,  200 mM de KCl; carr i l  7 ,  2 mM de L iCl  ;  carr i l  8 ,  200 mM 
de LiCl.  
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Figura 18.  Efecto de sales d ivalentes sobre la act iv idad proteol í t ica.  Z imogramas 
contra gelat ina.  Carr i l  1  marcador  de peso molecular ;  car r i l  2  c itosol  s in n inguna 
sal;  carr i l  3 ,  1 mM de CaCl2 ;  carr i l  4 10mM de CaCl ;  carr i l  5 ,  1mM de MgCl2 ;  
carr i l  6,  10 mM de MgCl 2 ;  carr i l  7,  1 mM de ZnCl2 ;  carr i l  8 ,  10 mM de ZnCl 2 .  

 

La confirmación de los resultados anteriores requerirá de métodos 

cuantitat ivos.  

 

 

Efecto de inhibidores 

 

 

Figura 19. Efecto de inhib idores sobre la act iv idad proteolí t ica.  Z imogramas 
contra gelat ina.  Carr i l  1 ,  marcador  de peso molecular ;  carr i l  2 ,  c i tosol  s in 
inhib idor ;  carr i l  3 ,  1 mM de EDTA; carr i l  4 ,  10 mM de EDTA; carr i l  5,  1 mM de 
EGTA; carr i l  6,  10 mM de EGTA; carr i l  7 ,  1 mM de PMSF; carr i l  8 ,  10 mM de 
PMSF; carr i l  9,  1 mM de o-  fenantrol ina y carr i l  10,  10 mM de  o-  fenantro l ina.  
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Al evaluar diferentes inhibidores para conocer cuál es el t ipo de 

proteasa que se encuentra en la fracción citosólica, se analizaron 

inhibidores quelantes de iones monovalentes y divalentes , como lo 

son el EDTA y el EGTA, respectivamente, inhibidores de serin-

proteasas y también un inhibidor quelante de hierro. Al evaluar la 

actividad proteolít ica por medio de zimografía se aprecia que ésta es 

drást icamente inhibida por PMSF a una concentración de 10 mM , lo 

que sugiere que pertenece a la familia de las serin-proteasas (Figura 

19). 
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VII.  CONCLUSIONES: 

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo contribuyen al 

conocimiento del sistema proteolít ico de la cepa de P. acidi lact ici  

ATCC 8042. 

 

Además de verif icar la presencia de enzimas extracelulares de alto 

peso molecular y de dos enzimas adheridas a membrana, se encontró 

una proteasa que se encuentra a 97 kDa en la fracción citosólica.  

 

La proteasa citosólica se produce durante la fase logarímica de 

crecimiento, con un máximo a las 8 h de crecimiento. Tiene mayor 

capacidad para hidrolizar la gelatina que las otras proteasas 

presentes en el microorganismo, aunque también tiene actividad 

sobre caseína, colágeno y es casi nula sobre elastina. El conjunto de 

proteasas presente explica la capacidad de crecimiento del 

microorganismo en productos cárnicos.  

 

Tras llevar a cabo algunos pasos de purif icación de la proteasa de 97 

kDa, se determinó que entre sus principales característ icas 

bioquímicas están:  

 presenta mayor act ividad a pH alcal inos  

 es estable en un intervalo de temperaturas entre 37 y 

60°C. 

 se puede decir que es una serín proteasa pues se inhibe 

por el PMSF 

 los mejores act ivadores fueron NaCl, KCl, LiCl,  así como 

CaCl2 y MgCl2 a una concentración de 10 mM 
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ANEXO A. Valores absolutos de actividad espectrofotométrica sobre 

diversos sustratos. 

 

Sustrato Caseína 

Fracción celular 

8 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

12 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

16 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

24 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

Sobrenadante 3.396 3.609 3.740 4.030 

Citosol 3.949 1.814 0.967 0.846 

Adheridas a 

membrana 
3.143 3.425 3.224 2.700 

 

 

 

Sustrato Elastina 

Fracción celular 

8 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

12 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

16 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

24 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

Sobrenadante 0.753 0.836 0.983 1.072 

Citosol 0.083 0.037 0.050 0.041 

Adheridas a 

membrana 
3.825 7.156 3.158 2.991 
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Sustrato Colágeno 

Fracción celular 

8 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

12 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

16 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

24 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

Sobrenadante 0.037 0.074 0.079 0.103 

Citosol 1.494 0.083 0.338 0.198 

Adheridas a 

membrana 
1.114 0.881 0.727 0.887 

 

 

 

Sustrato Gelatina 

Fracción celular 

8 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

12 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

16 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

24 h 

(U/min*mg 

prot.total)  

Sobrenadante 57.412 47.486 53.600 76.022 

Citosol 6.376 1.841 1.138 1.605 

Adheridas a 

membrana 
1.004 3.055 1.785 2.221 
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