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RESUMEN

RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) se usan en productos fermentados
como quesos, yogures y salchichas. Sus metabolitos desempefian
funciones que impactan en procesos como la conservacion, desarrollo

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

Una de las BAL mas utilizadas como cultivo iniciador de productos
carnicos es Pediococcus acidilactici. Se ha reportado que esta
especie presenta una banda de actividad proteolitica extracelular a
los 200 kDa (Llorente et al., 2008), la cual fue purificada vy
caracterizada por Granados-Pérez (2009). Ademas de la actividad
proteolitica anteriormente descrita se reportdé actividad proteolitica a
los ~90 kDa en extractos celulares, en condiciones de incubacién
estatica (Llorente et. al., 2008), mientras que otros autores han
reportado la misma actividad a los ~90 kDa adherida a membrana en
condiciones de incubacién con agitacién (Granados-Pérez, 2009).

El propodsito de este estudio fue profundizar en el conocimiento del

sistema proteolitico de este microorganismo.

Se encontré6 que las mejores condiciones de crecimiento de P.
acidilactici ATCC 8042 para la deteccion de la actividad proteolitica
fue con agitacién a 120 rpm. La fraccién que presentdé actividad
cercana a los 90 kDa fue la citosodlica, la cual tiene la capacidad de
hidrolizar colageno y caseina. La precipitacion diferencial con
(NH4)2SO4 al 60% ayuddé a que la actividad se incrementara en 2

ordenes de magnitud.
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Se determiné que el peso molecular de la proteasa citosélica 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 activa por iones
monovalentes como Na*, K* y Li*. Sus propiedades son diferentes a
las reportadas para la enzima extracelular de 200 kDa, por lo que

conjuntamente pueden degradar una mayor gama de sustratos.
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1.1 Alimentos fermentados

La produccion de alimentos fermentados es una de las tecnologias de
preservacion mas antiguas conocidas por el hombre. Desde el
comienzo de la civilizaciobn se han desarrollado métodos para
fermentar leche, carne y vegetales, cuyos antecedentes mas antiguos
se remontan al afno 6000 a.C. Los procesos de fermentacidén eran
empiricos, artesanales y se desconocia el papel que los
microorganismos desempefiaban en el proceso. En la mayoria de los
casos los conocimientos sobre la fabricacién de estos productos eran
transmitidos de generacion en generaciéon dentro de comunidades
locales (Hui et al., 2006).

El nacimiento de |la microbiologia como ciencia a mediados del siglo
XIX, senté las bases biolégicas de la fermentacién, entendiéndose
por primera vez el proceso fermentativo. Conociendo el papel
esencial que llevan a cabo las bacterias y hongos en la fermentacion
de alimentos, fue posible establecer procesos mas eficientes y
controlados por la adicidn directa de cultivos iniciadores a las
materias primas, y se logré estandarizar los productos finales
(Oberman y Libudzisz, 1998). La Revolucién Industrial y la llegada de
la produccion y venta de alimentos en masa, exigieron que los
productos estuvieran disponibles en cantidad, calidad y seguridad
(Hui et al., 2006)
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1.2 Cultivos iniciadores

Un cultivo iniciador se puede definir como wuna preparacion
microbioldégica de un gran numero de células que es afiadido a un
alimento para producir su rapida fermentacién, asi como, para

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

El grupo de bacterias acido lacticas (BAL) ocupa un papel
fundamental en este proceso, y tienen una larga historia de
aplicaciones en las que se ha demostrado su seguridad, asi como de
consumo en la produccion de alimentos y bebidas fermentados
(Caplice y Fitzgerald, 1999). Las BAL causan la rapida acidificacion
de la materia prima por la produccion de acidos organicos,
principalmente acido lactico, ademas, de la produccion de acido
acético, etanol, compuestos de aroma, bacteriocinas,
exopolisacaridos, y varias enzimas. Este proceso ayuda a aumentar
la vida de anaquel, la seguridad microbiana, a mejorar la textura y
contribuye a mejorar el perfil sensorial del producto final (Leroy y De
Vuyst, 2004).

1.3 Bacterias Acido Lacticas

Las BAL son muy utilizadas en la industria alimentaria, no solamente
por la capacidad de acidificar y preservar alimentos, sino también su
implicacién en la textura, sabor, olor y desarrollo de aromas en

alimentos fermentados.

Son un conjunto de bacterias Gram positivas, no esporuladas, en
forma de cocos o bastones, catalasa negativa, con un metabolismo
estrictamente fermentativo produciendo acido lactico como el mayor
producto final de la fermentacién de los carbohidratos. Estas
bacterias tienen necesidades complejas de factores de crecimiento,

~5~
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como vitamina B, aminoacidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas.
A nivel de laboratorio se deben emplear medios de enriquecimiento
selectivo que posean estas caracteristicas para su aislamiento (MRS,
APT, M17, etc.) (Salminen et al., 2004; Cabeza, 2005).

La clasificacion de las BAL esta basada en su morfologia, modo de
fermentacion de la glucosa, crecimiento a diferentes temperaturas,
configuracién del acido lactico producido, la capacidad para crecer a

altas concentraciones de sal y tolerancia acida o alcalina.

Historicamente los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
y Streptococcus forman la parte central de este grupo. En la
clasificacién actual, los géneros: Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
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
caracteristicas fermentativas: las homofermentativas estrictas,
heterofermentativas estrictas, y las heterofermentativas facultativas.
Las BAL homofermentativas estrictas degradan las hexosas
exclusivamente de &cido lactico y no fermentan las pentosas o el
gluconato. Las heterofermentativas estrictas degradan las hexosas a
acido lactico, acido acético, etanol y CO,, y las pentosas a acido
lactico y acido acético. Las facultativas heterofermentativas
fermentan las hexosas a acido lactico y puede producir CO, a partir
del gluconato pero no de la glucosa. Ellas también fermentan las

pentosas para producir acido lactico y acético (Cabeza, 2005).
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Las BAL se consumen en alimentos como yogur, jocoque, quesos
madurados, productos carnicos y hasta en algunas hortalizas. Las
mas importantes en la industria de alimentos pertenecen a los
géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus vy
Weissella. De ellas, son homofermentativas algunas especies de
Streptococcus (St. thermophilus y St. lactis) y Pediococcus (P.
acidilactici, P. pentosaceus), y heterofermentativas, algunas especies
de Lactobacillus (L. brevis y L. buchnerii) y Leuconostoc (L.

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

1.4 Cultivos iniciadores en productos carnicos

De acuerdo a la definicion de Hammes et al. (1990), los cultivos
iniciadores en |la carne son preparaciones que contienen
microorganismos activos o en latencia que desarrollan la actividad
metabdlica deseada en la carne, y son utilizados para cambiar

propiedades sensoriales en los alimentos.

Las BAL se encuentran particularmente bien adaptadas al nicho
ecoldgico de la carne fermentada (Hugas y Monfort, 1997). En la
industria carnica los cultivos iniciadores se emplean principalmente
con fines tecnolégicos mas que bioldgicos, pues originan cambios
deseables en los embutidos durante el proceso de maduracion
(Larpent, 1995).

Los productos carnicos pertenecen al grupo de alimentos fermentados
que pueden ser elaborados también sin el empleo de -cultivos
iniciadores. Son utilizados debido a que ofrecen varias ventajas como
son: (i) disminuyen el tiempo de maduracion, (ii) garantizan seguridad

permitiendo controlar la microbiota contaminante gracias al acido

~7 ~
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lactico producido y al crecimiento de los hongos superficiales no
micotoxigénicos, (iii) aseguran la calidad y la aceptabilidad del
producto final y (iv) permiten obtener productos homogéneos y de alta
calidad (Zeuthen, 2007).

Las especies de BAL mas empleadas en la industria carnica
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 fermentacion de la carne, la principal funcion de las BAL es
obtener un rapido descenso de pH que a su vez favorece, (i) un
producto saludable al inactivar patégenos, (ii) estabilidad del
producto y vida de anaquel al inhibir cambios indeseables provocados
por microorganismos de descomposicidn y (iii) crear las condiciones
bioquimicas para alcanzar nuevas propiedades sensoriales de los
productos madurados a través de la modificacion de los materiales
crudos (Lucke, 2000).

Las BAL tienen una débil accién proteolitica sobre las proteinas
miofibrilares (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 hidrdlisis de las
proteinas sarcoplasmicas y la subsecuente descomposicion de
péptidos en aminoacidos. Varias actividades 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 estimado actual de la venta a nivel mundial de enzimas
industriales es de un billon de ddlares (Godfrey y West, 1996). Del
total de las enzimas industriales, 75% son hidroliticas. 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. Distribucién de la venta de enzimas. Se indica la contribuciéon en la
venta de las diferentes enzimas. Las figuras con lineas punteadas indican el total
de ventas de proteasas (Tomado de Godfrey y West, 1996).

Aunque las enzimas de las plantas, animales y de fuentes
microbianas se han utilizado por décadas, el uso a gran escala de
enzimas microbianas crecié solamente en los afios sesenta, siguiendo

la introduccion de tecnologia de la fermentacion (Rao et al., 1998).

En la actualidad, las bacterias productoras de proteasa han adquirido
especial relevancia, ya que pueden ser utilizadas en procesos

productivos como la industria de los detergentes, alimentos vy

~0~
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bebidas, asi como la clarificacion 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 tripéptidos. La purificacién y caracterizacion de una
tripeptidasa intracelular en Lactobacillus 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 surgié a finales del siglo XVIII, aunque las
enzimas con esta actividad también se conocen como peptidasas.
Son enzimas que catalizan la hidrélisis de uniones peptidicas en
polipéptidos, degradando estas moléculas grandes a péptidos vy
aminoacidos. Esta hidrdlisis difiere entre proteasas, dependiendo de
la especificidad de sustrato, sitio activo, estabilidad, mecanismo

catalitico, pH y temperatura 6ptima (Sumantha et al., 2006).

La especificidad de las enzimas esta regulada por la naturaleza de
aminoacidos y otros grupos funcionales (aromaticos y alifaticos o
contenido de grupos sulfuro) que estan cerca al enlace peptidico

donde son hidrolizados (Sumantha et al., 2006).

~10 ~
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En productos carnicos fermentados la protedlisis es generada por
mecanismos enddgenos (catepsinas y calpainas) y parcialmente
atribuida a peptidasas producidas por bacterias inoculadas o de la
microbiota natural (Sanz et al., 1998). La comprensién del tipo y
extension de la protedlisis generada, puede ayudar a lograr productos
mas homogéneos, con una textura deseada y con mejores

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

La protedlisis que ocurre durante la maduracion de los embutidos
carnicos resulta en un incremento de péptidos de bajo peso molecular
y aminoacidos que participan en reacciones de descarboxilacion y
desaminacién, generando acidos organicos y aminas,
respectivamente, que posteriormente pueden reaccionar
quimicamente 'y generar otros compuestos volatiles, cuya
composicion y concentracion 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 aminoacidos como valina, leucina e isoleucina
mediante rutas no enzimaticas como reacciones de desaminaciones
oxidativas y descarboxilaciones, generan aldehidos como 3-
metilbutanal, 2-metilbutanal y fenilacetaldehido, que presentan un
importante impacto en el aroma de los productos carnicos (Rizzi,
1988; Hagen et al, 1996; Ansorena et al, 2000).

La degradacion de aminoacidos tales como metionina, cistina y
cisteina, genera la liberacibn de compuestos sulfurosos que
presentan un importante impacto en el aroma de los productos
carnicos por su bajo umbral de deteccién (Rizzi, 1988; Hagen et al.,
1996; Ansorena et al., 2000).

~11 ~
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1.7 Clasificacion

Las proteasas no cumplen facilmente con el sistema de nomenclatura
de las enzimas debido a su gran diversidad de accion y estructura.
Las proteasas se clasifican con base en tres criterios principales: (i)
el tipo de reacciéon que catalizan, (ii) la naturaleza quimica del sitio
catalitico (iii) relacion evolutiva con referencia a la estructura (Barett,
1994).

Se distinguen dos grupos de proteasas: en el primero estan las
enzimas que son capaces de cortar internamente la cadena
polipeptidica para producir largos fragmentos, llamadas proteinasas o
endopeptidasas. En el segundo grupo, las que actuan cerca del final
de la cadena polipeptidica para liberar residuos de aminoacidos, que

se llaman exopeptidasas (Bergmann y Ross, 1936).

A su vez, las carboxipeptidasas se clasifican segun la naturaleza de
su centro activo en: serin peptidasa, cistein peptidasa, aspartico
peptidasa, y metalo peptidasa; entre las cuales encontramos
ejemplos importantes como son: (serin peptidasas) quimotripsina y
subtilisina; (cistein peptidasa) papaina; (aspartico peptidasa)
pepsina; (metalo péptidas) termolisina. Cada familia tiene residuos
activos caracteristicos del sitio y se cree que por esta razdn,
descienden de un ancestro comun y divergen en la evolucion
(Rawlings y Barrett, 1993).

Exopeptidasas

Las exopeptidasas actuan so6lo cerca de los extremos de la cadena
del polipéptido. De acuerdo a su sitio de accion se localiza en el
extremo amino terminal o en el carboxilo terminal, se les clasifica
como amino y carboxipeptidasas, respectivamente (Tabla 1) (Rao et
al., 1998).

~12 ~
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Aminopeptidasas

Estas actian sobre el grupo amino libre terminal de la cadena
polipeptidica liberando a un dunico residuo de aminoacido, un
dipéptido o un tripéptido (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 producida por

Aspergillus oryzae (Labbe et al., 1974).

Carboxipeptidasas

Estas actuan sobre el carboxilo terminal de la cadena polipeptidica
liberando un solo aminoacido o un dipéptido. Las carboxipeptidasas
se pueden dividir en tres grupos principales: serin carboxipeptidasas,
metalo carboxipeptidasas y ~cisteina carboxipeptidasas. Esta
clasificacion estd basada en la naturaleza de los residuos de

aminoacidos en el sitio activo de las enzimas.

Las serin carboxipeptidasas aisladas de Penicillium spp.,
Saccharomyces spp., Yy Aspergillus spp. son similares en la
especificidad del sustrato pero difieren en otras propiedades como pH
optimo, estabilidad, peso molecular y efecto de inhibidores (Rao et
al., 1998).

Endopeptidasas

Las endopeptidasas se caracterizan por su accion preferencial en los
enlaces peptidicos de las regiones interiores del polipéptido. La
presencia del grupo amino o carboxilo libre tiene una influencia

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 sitio
catalitico. ElI mecanismo catalitico de estas enzimas requiere,
ademas del residuo de serina, otros residuos de histidina, aspartico o
lisina para su actividad (Supuran et al., 2002). Se pueden encontrar
en un amplio numero de virus, bacterias y eucariontes, lo que sugiere

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

Una forma de clasificar las serin-proteasas es la naturaleza del
sustrato al que hidrolizan. Asi, se destacan las analogas a tripsina,
que se caracterizan por hidrolizar inmediatamente detras de residuos
cargados positivamente; las analogas a quimiotripsina, que se
caracterizan por cortar las cadenas peptidicas después de una
cadena hidrofobica larga y las analogas a elastasa que cortan

después de cadenas hidrofobicas cortas (Sanchez-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 subtilis, la cual presenta un peso molecular de
90 kDa (Kato et al., 1992). Son inhibidas irreversiblemente por 3,4
dicloroisocumadin (3,4 DCI), L-3 carboxitrans 2,3 epoxipropil-
leucilamida, 4-guanidina, fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) y tosil-L-
lisina clorometil cetona (TLCK) (Rao et al., 1998).

Aspartato proteasas

Comunmente conocidas como proteasas acidas, son endopeptidasas
que dependen de un residuo de acido aspartico en el sitio catalitico
para su actividad. Son activas en un intervalo de valores de pH de 2
a 6. Sus pesos moleculares oscilan alrededor de 40 kDa (Rao et al.,

1998). Son fuertemente inhibidas por pepstatina y presentan alta
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sensibilidad a compuestos diazoceténicos como diazocetil-DL-

norleucina metil éster (DAN) (Fitzgerald et al., 1990).

Cisteina proteasas

Se producen tanto por procariontes como eucariontes y se
caracterizan por poseer en su sitio activo aminoacidos como cisteina
e histidina. Son activas generalmente a pH neutro y son sensibles a
p-cloromercuriobenzoato (PCMB) y quelantes de metales. Con base
en su especificidad por la cadena polipeptidica que hidrolizan, se
clasifican en cuatro grupos: (i) analogas de papaina; (ii) analogas de
tripsina con preferencia por hidrolizar residuos de arginina; (iii) las
que hidrolizan especificamente el acido glutamico y (iv) otras cisteina
proteasas. La papaina es un ejemplo de este grupo de proteasas
(Rao et al., 1998).

Metaloproteasas

Son las proteasas mas diversas en su sitio catalitico activo (Barret,
1995). Se caracterizan por requerir un ion divalente para su actividad
y el Zn?* es el metal mas frecuente, aunque también se ha descrito la
presencia de Co?" y Mn?'. Son inhibidas por quelantes como
etilendiaminotetracético (EDTA), acido etilen bis tetracético (EGTA),

1,10 ortofenantrolina, fosfaramidéon (Supuran et al., 2002).
La clasificacion de las metaloproteasa es bastante compleja, pues

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

para su actividad, se clasifican en:
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v Neutras: un ejemplo es la termolisina, producida por el
género Bacillus, la cual muestra especificidad por aminoacidos
hidrofébicos; son termoestables y presentan un peso molecular
de 34 kDa.

v Alcalinas. la colagenasa, producida por Clostridium
hystolyticum que tiene un mecanismo de accion muy especifico,
ya que actua solo en colageno 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 circulos abiertos representan los residuos de aminoacidos en la
cadena polipeptidica. Circulos negros indican los aminoacidos terminales, y las
estrellas representan un extremo sustituido. Las flechas indican los sitios de
accion de la enzima (Modificado de Rao et al., 1998).

PROTEASA
Exopeptidasas MODO DE ACCION
Hidrolizan el extremo
Aminopeptidasas amino terminal
sustituido, liberando un
solo aminoacido y un di
o tripéptido
Hidrolizan el extremo
Dipeptidil peptidasa amino terminal
insustituido, liberando
dipéptidos
Hidrolizan el extremo
Tripeptidil peptidasa amino terminal
insustituido, liberando
tripéptidos
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Carboxipeptidasa

Hidrolizan el extremo
carboxilo terminal

insustituido

Serin Proteasa

Hidrolizan el extremo
carboxil terminal donde
haya un aminoécido

serina

Metaloproteasa

Hidrolizan el extremo
carboxilo terminal
donde haya un ion

metalico

Cisteina Proteasa

Hidrolizan el extremo
carboxilo terminal
donde haya un

aminoacido cisteina

Peptidil dipeptidasa

Hidrolizan el extremo

carboxilo terminal
insustituido, liberando
dipéptidos

Dipeptidasas

Hidrolizan péptidos de

dos residuos

Omega peptidasas

Hidrolizan el extremo
carboxilo o amino

terminales insustituidos

Endopeptidasas

Hidrolizan dentro de la

cadena polipeptidica

1.8

Usos de las proteasas

Las proteasas microbianas han sido utilizadas industrialmente desde

hace décadas y constituyen

las proteinas mas importantes del

mercado industrial. Son enzimas con aplicaciones practicas variadas.

Uno de sus usos mas conocidos es en la formulacién de los llamados
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detergentes biolégicos, pero también se emplean en la industria
alimentaria para la fabricacion de productos fermentados de soya y
de pescado, de saborizantes y ablandadores de carne; en la
produccion de hidrolizados y concentrados proteinicos, en la
elaboracién de quesos, en la produccion de pan, galletas, asi como
para la clarificacién de la cerveza. En la industria farmacéutica se
usan para formular antitrombdticos, antiinflamatorios y aceleradores

de coagulacion sanguinea (Lyons, 1988).

Esta versatilidad de aplicaciones es explicable por la gran diversidad
de enzimas proteoliticas que se conocen, por eso hay posibilidad de
encontrar tipos de proteasas activas casi a cualquier intervalo de pH

y temperatura.

Bacillus sp. es uno de los mayores productores de proteasas
extracelulares, por lo que sus enzimas han alcanzado un gran numero
de aplicaciones en la industria, incluyendo la farmacéutica, la del
cuero, manufactura de proteinas hidrolizadas y en la alimentaria (Rao
et al., 1998).

Otras especies productoras de proteasas extracelulares son
alrededor de 15 cepas pertenecientes al género Lactobacillus. Su
actividad proteolitica esta dirigida a la hidrdlisis de caseina. La cepa
Lactobacillus IH8 es la que ha demostrado la mayor actividad
proteolitica luego de 48 horas de incubacién comparado con las otras

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

La preparacion del primer detergente enzimatico fue en 1912;
consistié en carbonato de sodio y extracto pancreatico puro. Luego
se involucraron las proteasas microbianas (1956) con el nombre de
B10-40; en 1960, se introdujo una alcalasa producida por Bacillus

lichenifornis con el nombre comercial de BIOTEX.

Las proteasas constituyen un ingrediente estandarizado en el proceso
de obtencion de detergentes usados para lavanderia y agentes para
limpiar lentes de contacto y dentaduras. La actividad y estabilidad a
altas temperaturas y valores de pH, la compatibilidad con otros
agentes quelantes y oxidantes adicionados a los detergentes son un
parametro de seleccidon de las proteasas dentro de los detergentes
(Rao et al., 1998).

En la industria del cuero, durante los procesos de pre-tefiido, se usan
un grupo de enzimas proteoliticas, las cuales se han obtenido por la
fermentacién microbiana, especialmente de Aspergillus flavus. Estas
ayudan en la humectacion, depilado y refinado de pieles (Kamini et
al., 1999).

En la tabla 2 se muestra la lista de las proteasa animales vy
microbianas mas usadas para el proceso de pre-teidido en la
manufactura del cuero, especialmente proteasas neutras y alcalinas
(serin proteasas) derivadas de bacterias y proteasa acidas 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). EIl criterio mas importante para su
seleccion es la especificidad, la actividad en un amplio rango de pH y
termoestabilidad.
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Tabla 2. Enzimas usadas en el proceso de manufactura del cuero (Kamini et al.,
1999).

Enzimas usadas en el proceso de pre-tefiido del cuero

Proceso Enzima Microorganismo

Hidratacidén Proteasas Aspergillus parasiticus, A. flavus, A. oryzae,

Bacillus subtilis y Rhysopus rhizopodiformis

Carbohidrasas | Aspergillus awamori, A. flavus, B. subtilis,

Lactobacillus sp.

Depilado Proteasas B. amyloliquefaciens, Streptomyces griseus, S.
moderatus
Refinado Proteasas A. parasiticus, S. rimosus, B.subtilis y B.

licheniformis

Desengrasado | Lipasas Rhizopus nodosus, A. oryzae, A. flavus

Industria alimentaria

El uso de proteasas en este sector proviene desde la antigiedad y
asi han sido utilizadas rutinariamente en la elaboracion de quesos,

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

Las proteasas mas usadas pertenecen a la familia de las aspartato
proteasas con un peso molecular que oscila entre 30 - 40 kDa
(Sumantha et al., 2006).

Lacteos: la mayor aplicacion de las proteasas en la industria lactea
es en la manufactura del queso; las enzimas utilizadas se ubican en
tres categorias: (i) quimiosina animal, (ii) enzimas microbianas
coagulantes de la leche (iii) quimiosina modificada genéticamente
(Perea et al., 1993). La protedlisis es el evento mas complejo en la

maduracion de los quesos y es probablemente el mas importante en
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el desarrollo de aroma y textura. Contribuye directamente al aroma
por la generacién de nuevos derivados de péptidos, como aminas,
acidos, tioles y tioésteres, etc. Otra de las funciones importantes en
la elaboracion del queso es la provision de aminoacidos para el
crecimiento bacteriano en el sustrato de la leche (Law y Mulholland,
1995). Los géneros bacterianos mas usados para llevar a cabo la
protedlisis en productos lacteos son: Lactococcus y Lactobacillus
(Farnworth, 2008).

Productos de panaderia: la harina de trigo es el mayor componente
del proceso de elaboracion de productos horneados; tiene una
proteina insoluble Illamada gluten, la cual es la encargada de dar
caracteristicas propias de la masa. Las endo y exo proteasas de A.
oryzae han sido utilizadas para modificar el gluten de la masa,
facilitando el manejo y permitiendo la produccion de un amplio rango
de productos. Ademas ayuda a reducir el tiempo de mezclado
resultando barras voluminosas de pan. Las proteasas microbianas

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

También se destacan los hidrolizados proteicos, producidos por la
accion de diversas proteasas, las cuales son ampliamente utilizados
en la elaboracion de alimentos de bebes, productos dietéticos y en la
alimentacion hospitalaria. Existen hidrolizados proteicos industriales
de caseina, de suero o de soya; siendo este ultimo el mas comun
(Sanchez-Porro, 2005).

Industria Carnica: las proteinas son los componentes estructurales y
funcionales de las carnes procesadas. Entre sus caracteristicas
sensoriales, la palatabilidad es el factor mas importante. Un
acercamiento a la palatabilidad de Ila <carne es reducir

perceptiblemente la cantidad de tejidos conectivos sin causar la
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degradacion extensa de proteinas miofibrilares. Este objetivo se
puede alcanzar por la destruccién mecanica o, alternativamente con
el uso de enzimas proteoliticas, tales como papaina, bromelina y
ficina, derivadas de las plantas. Sin embargo, estas enzimas, usadas
comercialmente como ablandadores de la carne en América y Europa,
llevan a menudo al sobre ablandamiento y por eso, al mal gusto
debido a la amplia especificidad del substrato y a los péptidos
amargos producidos. Un ablandador ideal de la carne seria especifico
para hidrolizar las proteinas colageno y elastina. Las proteasas
microbianas son otra fuente de ablandadores potentes de la carne.
Una elastasa alcalina microbiana, YaB (subtilisina YaB) producida
extracelularmente por Bacillus YaB, se muestra como buen
ablandador de la carne debido a su especificidad marcada por la
elastina y el colageno comparados a otras proteasas microbianas

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

En los embutidos, la protedlisis se debe a la acciéon conjunta de los
sistemas enzimaticos muscular y microbiano (Figura 2) pero hasta la
fecha no se conoce totalmente cual es |la participacion de cada uno
de estos sistemas ni como se complementan (Toldra y Verplaetse,
1995; Molly et al., 1997; Ordofiez et al., 1999).
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Proteinas sarcoplasmicas Proteinas miofibnlares 4
Endoproteasas musculares v Endoproteasas musculares
microbianas {Catedsina )
Polipéptidos

Exopeptidasas musculares v
microbianas Proteolisis

- '
Péptidos
Amino- ¥ carboxi- peptidasas
musculares y microbianas

Y

Aminoacidos I
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ci-cetoacidos Aminas
\ Desaminasas Catabolismo de
aminoacidos
Descarboxilasas Metil aldahidos
Deshidr D“EIHS"I\
. v
Metil acidos 1l alcoholes

Figura 2. Principales mecanismos y enzimas involucradas en la degradacion de
las proteinas musculares y en el catabolismo de aminoacidos (Talon et al., 2002).

Industria farmacéutica: las proteasas tienen un papel importante en el
desarrollo de nuevos productos farmacéuticos, por ejemplo, se usan
por via oral para la correccion de ciertas deficiencias enzimaticas,
como es el caso de la nortasa producida por A. oryzae, la colagenasa
producida por el género Clostridium y la subtilisina (B. subtilis) las
cuales se usan en combinacidén con antibidticos en el tratamiento de
quemaduras y heridas. Una asparaginasa aislada de E. coli se usa
para eliminar asparagina del torrente sanguineo en leucemia

linfocitica (Kumar y Tagaki, 1999).
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1.9 Sistema proteolitico

El sistema proteolitico consiste en proteasas extracelulares,
transportadores de péptidos y proteasas intracelulares (Kunji et al.,
1996).

En las bacterias acido lacticas e sistema proteolitico puede ser
dividido en tres grupos segun sus funciones: (i) proteasas localizadas
extracelularmente, en su mayoria asociadas a la pared celular, (ii) un
mecanismo para el transporte especifico de dipéptidos, tripéptidos y
oligopéptidos (>3 residuos) a través de la membrana citoplasmatica y
(iii) una multitud de peptidasas intracelulares. Lactococcus lactis, es
el organismo mas estudiado entre los cultivos iniciadores usados en
la produccidén de queso y su sistema proteolitico es el mas complejo e
importante en el proceso de maduracién (Figura 3) (Savijoki e Ingmer,
2006).

Figura 3. Presentacién simplificada de la funciéon del sistema proteolitico de
Lactococcus en la degradacion de la caseina. (A) espacio extracelular, (B)
espacio intracelular, (CW) pared celular bacteriana, (M) membrana y (C)
citoplasma (Modificado de Savijoki e Ingmer, 2006)
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II. ANTECEDENTES

Las BAL tienen un sistema proteolitico muy complejo. En cepas como,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris y
Streptococcus thermophilus se han encontrado proteasas del tipo Pl y
PIll, asi como dipeptidasas. (Law y Kolstad, 1983; Pritchard vy
Coolbear, 1993; Kunji et al., 1996; Savijoki e Ingmer, 2006).

Pediococcus sp. es una BAL Gram positiva, no mévil, no esporulado,
anaerobio facultativo, quimiorganotrofico, 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 acido
lactico a partir de glucosa, galactosa, arabinosa, manitol y dextrinas.
Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 25 a 45°C. Se puede
encontrar en material vegetal y productos alimenticios (Salminen et
al., 2004).

Filogenéticamente las especies de Pediococcus, pertenecen a la
familia Lactobacillaceae. El género consiste de siete especies: P.
acidilactici, P. damnosus, P. dextrinicus, P. halophilus, P. inopinatus,

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

Antes de la introduccion y el uso subsecuente de las cepas de
Pediococcus como cultivos iniciadores predominantes de la carne, la
mayoria de microorganismos aislados de forma natural de las carnes
fermentadas consistian de varias especies de Lactobacillus. Estos
siguen siendo la microbiota predominante cuando se busca una fuerte

reduccioéon del nitrato.
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Sin embargo, en Estados Unidos se encontraron problemas a la hora
de preparar los liofilizados puros de Lactobacillus sp. asi que la
inoculacion de este microorganismo fue reemplazado con cepas de
Pediococcus sp. el cual era resistente a la liofilizacion (Doyle et al.,
1997).

Otra razén para utilizar Pediococcus sp. en la fermentacion de
salchichas residia en que l|la temperatura para su elaboracion era
generalmente mas alta que las temperaturas usadas en Europa, lo
que implico de manera imprescindible que la disminucion del pH se
llevara a cabo mas rapidamente durante la fermentaciéon para evitar
asi el crecimiento y la formacion de la toxina de Staphylococcus

aureus (Bacus y Brown, 1981).

P. acidilactici y P. pentosaceus son BAL homofermentativas
involucradas en la preparaciéon de cultivos iniciadores en productos
carnicos y vegetales fermentados. A pesar de la importancia
comercial de P. acidilactici y P. pentosaceus en productos
fermentados, el fenotipo autolitico de estas especies nunca han sido

investigados (Mc Kay y Baldwin, 1990).

Pediococcus es una BAL de gran importancia industrial, usada
principalmente para la produccion de embutidos fermentados. Benito
et al. (2007) reportaron que mas del 50% de las especies aisladas de
salchichas espafiolas eran Pediococcus pentosaceus o Pediococcus
acidilactici. Tres de estas cepas mostraron débil actividad proteolitica
hacia las proteinas miofibrilares. 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 aun no se han

demostrado y caracterizado bioquimicamente.
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En el grupo de trabajo Llorente (2008) reporté que durante la fase
logaritmica de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se
localizaba en el medio de cultivo actividad proteolitica extracelular,
con un peso molecular cercano a los 200 kDa. Esta proteasa fue
purificada y caracterizada por Granados-Pérez (2009). Cabe aclarar
que en el genoma de Pediococcus no se ha reportado un gene para
una proteina de este tamafio. No se descarta que esta actividad se
debiera a la interaccién de oligdbmeros o a fendmenos de agregacion.
En ciertas condiciones, la misma autora detectaba actividad
proteolitica a los 80 kDa en extractos celulares en condiciones de
fermentacion sin agitacion, y tras tiempos largos de incubacion con el
sustrato. Este resultado no pudo ser reproducido por Granados-
Pérez (2009), quien, en cambio, encontré actividad a los 80 kDa en la
fraccion adherida a membrana cuando el microorganismo se cultivaba
con agitacién. El presente trabajo pretende resolver las dudas acerca
del tipo de enzimas proteoliticas producidas y su localizacidn,

empleando unicamente las condiciones de cultivo con agitacion.
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4.2

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

Se encontraran proteasas con actividades y propiedades
diferentes, localizadas tanto en el interior como en el medio de
crecimiento de P. acidilactici, lo que le permitira degradar una

amplia gama de sustratos proteicos.

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si existen proteasas menores a 200 kDa en
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, localizarlas y, en su caso,

caracterizarlas.

Objetivos particulares

o Evaluar la produccion de la proteasa en diferentes etapas

de crecimiento.

o Determinar la presencia de bandas de proteina con
actividad proteolitica en diferentes fracciones celulares

(extracelular, intracelular o membranal).

o Determinar la actividad proteolitica de cada fraccion
utilizando diferentes sustratos.

o Caracterizar bioquimicamente la fraccién proteolitica de

mayor interés en funcion de temperatura, pH, iones e

inhibidores.
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V. METODOLOGIAS:

Figura 4. Diagrama de trabajo de la primera fase experimental. Localizacion de la
actividad proteolitica de P. acidilactici ATCC 8042
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5.1 Primera fase experimental. Localizacion de la actividad

proteolitica durante la cinética de crecimiento.

5.1.1 Material bioldégico

P. acidilactici ATCC 8042 se obtuvo del cepario del CINVESTAYV,
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%,

viv).

5.1.2 Medio de cultivo y condiciones de crecimiento de P. acidilactici
ATCC 8042

P. acidilactici se cultivdé en caldo MRS modificado (Llorente, 1998). Se
realiz6 un pre-inéculo partiendo de la cepa conservada a -20°C,
adicionando 2-3 esferas de vidrio por cada 10 mL de caldo MRS
modificado. El pre-inéculo se incubd, con agitacién reciproca de 120

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

5.1.3 Medio MRS modificado

Se pesaron los ingredientes del medio MRS modificado (tabla 3) con
excepcion del acido ascorbico y la sacarosa, que fueron preparados y
esterilizados por separado en autoclave a 121°C/10 Ibs/ 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. Formulacién del medio MRS modificado.

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 dibasico | 2.0
Acetato de sodio 5.0
Acido ascorbico 1.5
Sacarosa 10.0

5.1.4 Cinética de crecimiento de P. acidilactici y obtencién de células

Se realiz6é una cinética de crecimiento, tomando 3 esferas perforadas
y se adicionaron a 20 mL de caldo MRS modificado y se incubd a
30°C durante 24 h con agitacion reciproca a 120 rpm. Posteriormente
se le adicion6 el 1% del preinéculo a un matraz con 20 mL de medio
fresco y se incubd en las mismas condiciones. Finalmente se tomaron
100 pL (1%) del in6culo anterior y se adicionaron a 100 mL de medio
MRS modificado, tomando alicuotas a las de 8, 12, 16 y 24 h de
fermentacion, se midi6é la densidad 6ptica a una longitud de onda de
600 nm (Perkin Elmer Lambda 3A) y se determiné el pH (Hanna
Instruments HI 4211)
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5.1.5 Localizacion de la enzima con actividad proteolitica en P.
acidilactici

Cada una de las muestras tomadas a los tiempos de crecimiento (8,
12, 16 y 24 h), se centrifugé a 10,000 rpm durante 30 min a 4°C. EI
paquete celular se lavé dos veces con un buffer 50 mM Tris-HCI, 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 neutralizo
con NaOH y se filtr6 con una membrana de 0.22 ym con la finalidad
de eliminar células. Para su concentracion se sometié a liofilizacion y

se guardd a — 20°C hasta su uso.

Una alicuota de células se resuspendié en Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) al 4% se agitdé y se incubd a temperatura ambiente por 20
min. Posteriormente, se centrifugd a 50,000 rpm por 45 min con la
finalidad de eliminar la mayor cantidad de Triton posible y, se
obtuvieron dos fracciones: pellet y solubilizado, las cuales se

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

La otra alicuota de células se ajustdé a una densidad 6ptica de 5.0, a
una longitud de onda de 600 nm, y se sonicé 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 Scientific modelo 550) (Cibik
y Chapot-Chartier, 2004). Posteriormente, se centrifugé a 17,000 rpm
por 30 min a 4°C, se obtuvieron dos fracciones: citosdlica y células
rotas, las cuales fueron tratadas con Tritbn, como se describio

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

tratamiento:

a) Sobrenadante
b) Proteinas adheridas a membrana y

c) Citosol

Posteriormente las fracciones se liofilizaron y se les realizaron las
pruebas para deteccidn de actividad proteolitica

espectrofotométricamente y por medio de zimografia.

5.1.6 Cuantificacién de proteina

Se determinaron las concentraciones de proteina de las muestras
obtenidas, por el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) a una
longitud de onda de 595 nm (Espectrofotometro Biomate 3). Se
colocaron 800 pyL de cada muestra en un tubo limpio y seco. Se
adicionaron 200 uL del reactivo de Bradford concentrado y se
homogenizdé |la muestra. Luego se incubaron a temperatura ambiente
por 5 min. Las mediciones se realizaron por triplicado. Se realiz6é una
curva patréon con albumina sérica bovina (BSA) (Bradford et al.,
1976).

5.1.7 Determinacion del perfil electroforético y de la actividad
proteolitica por zimogramas

El peso molecular de la proteasa de determindé por geles en
condiciones desnaturalizantes, ya que es uno de los métodos mas
utilizados para la purificacién, analisis y caracterizacion de proteinas
(Heusen and Dowdle, 1980). Se prepararon geles al 10% de
poliacrilamida co-polimerizada (Bis-acrilamida 30%, 2M Tris-HCI pH
8.8, SDS 10%, H,O, TEMED y APS 10%) (Manual Bio-Rad).

~ 33 ~



METODOLOGIAS

Se tomaron 30 yL de cada una de las fracciones de tratamiento, se
les adicionaron 5 pL de buffer de carga (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2%
SDS, 2.5% glicerol, 0.5% B- 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 lavdé dos veces con 50 mL de
agua desionizada en agitacion suave durante 30 min, se tind con azul
de Coomasie (0.1% azul de Coomassie R-250, 45% metanol, 10%
acido acético glacial y 45% de agua) durante 2 h en agitacion suave y
finalmente el gel se destind con solucién que contenia 10% de
metanol, 10% acido acético glacial y 80% de agua. El peso molecular
de las bandas de proteina se determind por |la comparacién con

marcadores de alto peso molecular (Bio-Rad).

Para la elaboracion de zimogramas, se prepararon geles con SDS al
10% de poliacrilamida co-polimerizada con 0.1% del sustrato proteico
(gelatina o caseina) (Lodemel y Olsen, 2003; Heusen y Dowdle,
1980). Posteriormente el sustrato se resuspendidé con los reactivos

necesarios para la elaboracion del gel.

Después de someter las muestras a electroforesis con las mismas
condiciones anteriormente descritas, el gel se lavdo con agua
desionizada en agitacion suave durante 30 min y, posteriormente se
lavaron por 30 min en una solucién de Triton 2.5%. Se incub6 a 37°C
en buffer de renaturalizacion (50 mM Tris- HCI pH 7.6, CaCl, 5 mM,
NaCl 200 mM) por un periodo de 12-16 h con agitacion (50 rpm). Los
geles fueron tefidos con azul de Coomassie. La actividad proteolitica
fue identificada como una zona clara en contra de un fondo azul
(Lantz y Ciborowski, 1994).
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5.1.8 Actividad proteolitica sobre diferentes sustratos

La actividad proteolitica se determind por técnicas
espectrofotométricas y por zimogramas. Se utilizaron diferentes
sustratos proteicos con la finalidad de evaluar la afinidad por

sustrato.

5.1.8.1 Método de actividad caseinolitica

Se determiné mediante el método de Kunitz (1947), empleando como
sustrato caseina al 1%. Para realizar la medicién de la actividad
proteolitica se prosiguié de la siguiente manera; en un bafio a
temperatura de 35°C, se colocaron los tubos de ensayo conteniendo
1.9 mL de caseina para su incubacién durante 10 min. Se agregé 0.1
mL de la preparacion enzimatica y se dejé actuar durante 10 min. La
reaccion se detuvo adicionando 3 mL de acido tricloroacético (TCA) al
5%. Simultaneamente se corriéo un testigo al que se adiciond primero
el TCA y al final la preparacién enzimatica. Al término de la reaccion

los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm.

Finalmente, los productos de la hidrélisis enzimatica que se
encontraba en la preparacidon enzimatica, aminoacidos libres vy
péptidos pequenos, se determinaron mediante absorbancia en un
espectrofotometro 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 realizé por triplicado. Una unidad de actividad enzimatica
se definié como el cambio en la absorbancia por unidad de tiempo de

la reacciéon por miligramo de proteina total.
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5.1.8.2 Método de actividad elastinolitica

La actividad sobre elastina fue determinada con el sustrato Elastin-
Congo Red (Elastin Products) en una concentracién de 5 mg/ml
resuspendido en buffer de trabajo 50 mM Tris-HCI pH 7.6. La mezcla
de reaccion se incub6é a 37°C por 2 h en agitacién controlada .El
calculo de las unidades de actividad especifica se hizo con base en
una hora de la reaccién. Esta se detuvo a 4°C por 10 min y luego se
centrifugd en refrigeracion (Centrifuga Biofuge PRIMO R) a 8,500
rom. Las unidades de solubilizacién de la elastina se determinaron
midiendo la absorbancia del sobrenadante a 495 nm (Kessler et al.,
1997).

5.1.8.3 Método de actividad colagenolitica.

Se utilizo el sustrato proteico del colageno Hide Powder Azure
(Sigma) en una concentracion de 5 mg/mL. Este es insoluble en agua
y esta unido covalentemente al colorante Remazol azul brillante;
cuando el sustrato es hidrolizado por una proteasa, se libera el
colorante y se tife de color azul el medio (Riderknecht et al., 1968).

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

5.1.8.4 Método de actividad gelanolitica.

El ensayo se basa en el uso de gelatina succinilada como sustrato y
la medicibn de aminas primarias expuestas por la hidrélisis del
sustrato por actividad proteolitica. La gelatina se trata con anhidrido
succinico para bloquear todos los grupos amino libres de la proteina.
La hidrdlisis de los enlaces peptidicos por el ataque proteolitico
expone las aminas primarias, que se detectan al reaccionar con el
acido 2,4,6- trinitrobenzen sulfénico (TNBS) (Sigma Aldrich) que
produce una reaccion colorida que se puede leer a una longitud de
onda de 450 nm y, que es directamente proporcional a la actividad
gelanolitica (Baragi et al., 2000).
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La actividad sobre gelatina se determind con la gelatina succinilada
en una concentracion de 200 pug/mL, resuspendida en 50 mM buffer
de boratos pH 8.5. La mezcla de reaccion se incub6é a 37°C por 10
min. Una vez trascurrido dicho tiempo se agregaron 50 ul de una
solucion de TNBS a 0.03% y se incubd a temperatura ambiente por 20
min. La densidad optica de cada reaccién se determiné a una longitud

de onda de 450 nm con un lector de microplacas (Epoch Biotek).
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5.2 Segunda fase experimental. Purificacién parcial y caracterizacion

bioquimica de la actividad proteolitica de interés

Figura 5. Purificacion parcial y caracterizacion bioquimica de la actividad
proteolitica de P. acidilactici ATCC 8042.

~ 38 ~



METODOLOGIAS

5.2.1 Purificacién parcial de la proteasa

Una vez obtenido el tiempo y la fraccién donde se encontré la mayor
actividad proteolitica, la muestra se precipité con sulfato de amonio
al 60% (p/v). Posteriormente se dializ6 con una membrana de corte
de 50 kDa. Por ultimo se hizo pasar la muestra por una columna de
exclusion molecular (Bio-Gel P-100 Gel) Con la fraccién de mayor

actividad se realizaron pruebas espectrofotométricas y zimografia.

5.2.2 Caracterizacion bioquimica de la proteasa citosélica de P.

acidilactici

Determinacion de pH 6ptimo

Para la determinacién de l|la actividad proteolitica se realizé un
zimograma contra gelatina, en cada pozo se cargaron 30uL de la
muestra proteica, después de la electroforesis cada carril fue cortado
y lavado dos veces con 50 mL de agua desionizada en agitacién
durante 15 minutos, posteriormente se lavaron por 30 min en una
solucion de Triton 2.5%, seguido de la adicion de 50 mL del buffer de
renaturalizacion modificado (Tris-HCI 20 mM, &cido 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 renaturalizacion se realizé en agitacion suave en un periodo de 12

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

agua desionizada y se tifnd el gel como se describié anteriormente.
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Determinacion de temperatura 6ptima

De la enzima semipurificada se tomaron alicuotas de 200 puL las
cuales fueron sometidas a un calentamiento en un bafo de agua a
diferentes temperaturas: 37°, 50, 60, 70, 90 y 99°C en dos tiempos:
1 hy2h, posteriormente a cada tratamiento se determind la actividad

proteolitica por medio de zimografia.

Efecto de activadores
Para determinar el efecto que tiene cada ion evaluado, Mg?*, Zn?*,
Ca®*, Na*, K* y Li* sobre la actividad de la muestra proteica se

realizaron pruebas de actividad en gel.

Se realizé un zimograma contra gelatina, en el cual se cargaron 30 pL
de la muestra, se realizd la electroforesis y cada carril fue cortado,
lavado y renaturalizado con buffer de renaturalizacion al que
previamente se le ajustd la concentracion de cada ion a evaluar. De
cada uno se probaron concentraciones de 1 y 10 mM para los iones
divalentes, asi como, 2 y 200 mM para los iones monovalentes en
concentracién final. Cada gel se lavé con 50 mL de agua desionizada

y se tind en las condiciones descritas.
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Efecto de inhibidores

Para la clasificacion de la proteasa se utilizaron diferentes agentes
quelantes, por lo cual se realiz6 un zimograma en el que se cargaron
30 pL de la muestra y se realiz6 la electroforesis en la condiciones ya
mencionadas. Posteriormente, cada carril fue cortado, lavado vy
renaturalizado con buffer de renaturalizacién al que previamente se le
ajusto la concentracion de cada inhibidor (EDTA, EGTA, PMSF y 1,10-
orto fenantrolina). Se utilizaron dos concentraciones de cada
inhibidor, 1 y 10 mM. Cada gel se lavdo con 50 mL de agua
desionizada y se tiid en las mismas condiciones descritas para un

zimograma.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION:

6.1 PRIMERA FASE EXPERIMENTAL

6.1.1 Cinética de crecimiento de P. acidilactici ATCC 8042

En primera instancia se evalu6é el crecimiento del microorganismo
para determinar el tipo de comportamiento que sigue en Medio de
cultivo MRS modificado por Llorente (1998). Se presentd la fase de
latencia de las 0 a las 6 h, la fase logaritmica entre las 6 y las12 h, y
la fase estacionaria a partir de las14 h. Ademas se observo el
decaimiento del pH a medida que se incrementaba el tiempo de
cultivo, lo que se puede atribuir al tipo de metabolismo
homofermentativo, es decir, a la produccion de acido lactico (Figura
6).

2.0 4 - 6.1

6.0

5.9

Crecimiento
D.O (600 nm)
Hd

0.5 5.8

A

0.0 T T T T T T T T T T 5.7
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

tiempo (h)

Figura 6. Curva de crecimiento de P. acidilactici. Se realizaron previamente 2
resiembras, inoculando el 1% del cultivo en medio MRS- modificado fresco a
30°C con una agitacion de 120 rpm. Se monitored la D.O.goonm (M) y el pH (A)
durante la cinética de crecimiento.
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6.1.2 Perfil electroforético y actividad proteolitica por zimogramas

Después de la obtencion de cada fraccion celular se hicieron un perfil
electroforético y geles de actividad, segun las técnicas descritas en
el capitulo de Metodologias. Se deseaba conocer en qué etapa de
crecimiento se encuentra la actividad proteolitica, el peso molecular y

su localizacion en la célula.

A continuacion se muestran los correspondientes geles SDS-PAGE vy
zimogramas, para cada fracciéon celular obtenida, empleando gelatina
como sustrato. (Figura 7 a 9).

Figura 7. Perfil de proteinas del Sobrenadante de muestras obtenidas a
diferentes tiempos de crecimiento. SDS-PAGE 10% (A) y Actividad Proteolitica en
Zimograma con gelatina (B). Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, 8 h;
carril 3, 12 h; carril 4, 16 h; carril 5, 24 h.
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Figura 8. Perfil de proteinas del Citosol de muestras obtenidas a diferentes
tiempos de crecimiento. SDS-PAGE 10% (A) y Actividad proteolitica en
Zimograma con gelatina (B). Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, 8 h;
carril 3, 12 h; carril 4, 16 h; carril 5, 24 h.

Figura 9. Perfil proteinico y actividad proteolitica de proteinas adheridas a
membrana, SDS-PAGE 10% (A) y Actividad proteolitica en Zimograma con
gelatina (B). Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, 8 h; carril 3, 12 h;

carril 4, 16 h; carril 5, 24 h.
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Se puede observar en las figuras anteriores que se encuentra
actividad proteolitica en bandas de diferente peso molecular. En el
caso del sobrenadante, (figura 7) se observa actividad a los 200 kDa,
correspondiente con la proteasa encontrada por Llorente (2008). En
la fraccion de proteinas adheridas a membrana (figura 9) se encontré
actividad proteolitica en bandas de aproximadamente 116 kDa y 60
kDa. En el citosol (figura 8) se encontr6 una banda muy marcada a
los 97 kDa a las 8h de crecimiento. Considerando que se coloco en
cada carril la misma cantidad de proteina, se puede afirmar que en el
caso de las proteasas presentes en el sobrenadante y adheridas a
membrana son mas activas en las primeras horas de crecimiento. En
la fraccidn citosélica la intensidad se mantiene en todas los tiempos y

decae en la etapa final del crecimiento.

6.1.3 Determinacion de la actividad proteolitica sobre diferentes
sustratos.

Una vez determinada la presencia de al menos cuatro tipos de
enzimas de diferente peso molecular y localizacion, se procedid a
determinar si la afinidad por sustratos proteicos era la misma para
todas. Se emplearon como sustratos caseina, colageno, elastina y
gelatina y se evalué cada fraccion en forma independiente,
considerando que las proteasas presentes son diferentes en cada una
y que en la fraccion adherida a membrana hay dos bandas. La
evaluacién fue cuantitativa por técnicas espectrofotométricas. Es de
importancia mencionar que al medir la actividad proteolitica en el
sobrenadante se presentaron algunos problemas debido al color que

éste presenta.
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Actividad caseinolitica
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Adheridas a Membrana
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Figura 10. Actividad proteolitica relativa (%) (barras), contra caseina de
diferentes fracciones celulares. D.O.g00 nm (W) y pH (A).

Los resultados se expresan en actividad relativa (los valores
absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la
maxima obtenida (sobrenadante, 24h). En todas las fracciones se
presenta actividad sobre caseina, aunque es menor en la fraccién de
proteinas adheridas a membrana. Los resultados coinciden con lo que
se aprecia en los geles, en donde se observa un maximo 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
periodo de crecimiento en el caso del sobrenadante, lo que también
ocurre en la fraccién adherida a membrana. En el caso de la fraccidon

citosdlica la actividad disminuye claramente después de las 8 h
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Actividad elastinolitica
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Adheridas a Membrana
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Figura 11. Actividad proteolitica relativa (%) (barras), contra elastina de
diferentes fracciones celulares. D.O.g00 nm (H) y pH (A).

Los resultados se expresan en actividad relativa (los valores
absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la
maxima obtenida (adheridas a membrana, 12h). La actividad sobre
elastina no esta presente en el citosol y es baja en el sobrenadante.
En la fraccién de proteinas adheridas a membrana se alcanzan los

valores maximos a las 12 h.
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Actividad colagenolitica
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Adheridas a Membrana
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Figura 12. Actividad proteolitica relativa (%) (barras), contra coladgeno de
diferentes fracciones celulares. D.O.g00 nm (M) y pH (A).

Los resultados se expresan en actividad relativa (los valores
absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la
maxima obtenida (citosol, 8h). La actividad sobre colageno se
presenta maxima en la fraccién 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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RESULTADOS Y DISCUSION
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Adheridas a Membrana
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Figura 13. Actividad proteolitica relativa (%) (barras), contra gelatina de
diferentes fracciones celulares. D.O.g00 nm (H) y pH (A).

Los resultados se expresan en actividad relativa (los valores
absolutos se encuentra en el Anexo A), considerando como 100% la
maxima obtenida (sobrenadante, 24h). La actividad sobre gelatina es
maxima en el sobrenadante y se manifiesta poco en las otras
localizaciones celulares. Cabe aclarar que se considera que los
zimogramas son mucho mas 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. Actividad proteolitica sobre diversos sustratos cuantificada
cuatitativamente por métodos espectrofotométricos (se muestran valores
absolutos).
_ _ Tiempo
Caseina Elastina Colageno Gelatina Peso
actividad
(U/min*mg [ (U/min*mg | (U/min*mg | (U/min*mg ( o Molecular
maxima, (kDa)
prot.total) | prot.total) | prot.total) | prot.total) h)
Sobrenadante 4.030 1.072 0.103 76.022 24 200
Citosol 3.949 0.083 1.493 6.375 8 97
Adheridas a
3.425 7.156 1.114 3.054 12 60 y 116
Membrana

Se puede observar que la proteasa que se encuentra a los 200 kDa
tiene actividad mayoritariamente contra gelatina, lo que coincide con
lo observado en los zimogramas. No coinciden los datos de maxima
actividad en zimogramas y espectrofotométricos en el tiempo en el
que se presenta la maxima actividad. También presenta actividad
contra caseina y elastina, aunque en un porcentaje mucho menor. La
proteasa que se encuentra en la fraccién citosdlica tiene un peso
molecular de 97 kDa, tiene actividad en mayor porcentaje contra
gelatina a las 8h de crecimiento, que se puede observar claramente
en los zimogramas, y también presenta actividad contra caseina y
colageno. Para la fraccion de proteinas adheridas a membrana se
presenta una mayor actividad contra elastina, en un porcentaje
mucho mayor que el presentado por las otras fracciones, aunque

también posee actividad contra gelatina, colageno y caseina.
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En virtud de que no hay ninguna informacion sobre proteasas
intracelulares producidas por P. acidilactici, en la segunda etapa del

proyecto se procedio a profundizar en su caracterizacién.

6.2 SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL

6.2.1 Purificacion parcial de la proteasa de 97 kDa

La caracterizacién de una enzima requiere su purificacién. En este
trabajo no se pretendia alcanzar una purificacion 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 proteolitico de este microorganismo.

Con el fin de contar con una preparaciéon mas pura, una vez obtenida
la fraccion citosdlica por sonicacion, se eligid la precipitacion con
sulfato de amonio como wuna técnica que permite reducir
significativamente el volumen a manejar. Generalmente Ila
precipitacion se emplea en los primeros pasos de purificacion como
un método de concentracion de proteinas antes del analisis o etapas

subsecuentes de purificacion (Prado et al., 1999).

Los métodos mas solidos para el fraccionamiento de proteinas son
los que utilizan la cromatografia en columna, que aprovechan las
diferencias de carga, tamafio, afinidad de unién y otras propiedades
de las proteinas (Nelson y Cox, 2006). Por esta razén se utilizé una
columna de filtracion en gel que permitiéo la semipurificacion de la
proteasa de interés y mantener la actividad proteolitica. Con las
técnicas de purificaciéon utilizadas, se logré una semipurificacion, ya

que hubo una disminucién en el numero 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 proteolitica en el peso molecular esperado, aunque hay una

reduccion en el numero de bandas de proteina.

Figura 14. Purificaciéon parcial. SDS-PAGE 10% (1) marcador de peso molecular;
carril 2 citosol; carril 4, precipitacion con sulfato de amonio al 60%; carril 6,
columna filtracion en gel; carriles 3,5 y 7 actividad proteolitica en zimogramas
con gelatina de cada fraccién.
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6.2.2 Caracterizacion bioquimica de l|a proteasa citosdlica de P.

acidilactici

Como una primera aproximacion a la caracterizacion bioquimica de la

enzima, se presenta la realizada con métodos zimograficos.

Determinacion del pH 6ptimo

El efecto del pH sobre la actividad se observa en la Figura 15. La
proteasa mostré ser capaz de actuar en un amplio intervalo de pH. De
6 a 9 presentd mayor actividad, pero se puede observar que es activa
a pH acidos por lo cual podria ser utilizada en productos carnicos,
tanto a pH acidos como alcalinos. Debido a que P. acidilactici tiene la
capacidad de acidificar el medio, al ser liberada esta proteasa
intracelular (fase estacionaria, muerte celular) podria seguir activa

gracias a dicha caracteristica.

Figura 15. Determinacion del pH 6ptimo de la proteasa de 97 kDa. Zimogramas
contra gelatina. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, citosol a pH de
trabajo 7.6; carril 3, pH 4; carril 4, pH 5; carril 5, pH 6, carril 7, pH 8; carril 8, pH
9y carril 9, pH 10.
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Determinacion de temperatura 6ptima

Al evaluar la actividad enzimatica en un intervalo de temperatura
entre 37 y 99°C, se encontrdé 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 6ptima para la actividad proteolitica
(50°C). EI resultado es similar a lo reportado por Gori et al. (1985)
quien en estudios de protedlisis en bacterias acido lacticas observa
que, en S. lactis spp. diacetylactis tiene una temperatura 6ptima de
crecimiento a 45°C, sin embargo, su sistema proteolitico es mas
activo a 37 °C. En el caso de L. casei, éste crece en temperaturas de
30-37°C y su temperatura 6ptima para hidrélisis de caseina es de 45
°C.

Figura 16. Determinacion de la temperatura éptima de la proteasa de 97 kDa.

Zimogramas contra gelatina.
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Efecto de activadores

Los cationes monovalentes como Na®, K' y Li" incrementan la
actividad proteolitica en concentraciones de 2 y 200 mM, pero sobre
todo con Na® y K* se logré6 un mayor incremento en la actividad
proteolitica de la proteasa citosdlica de 97 kDa. En las figuras 17 y
18, se observa una fuerte inhibicién con el catién divalente Zn?* en
ambas concentraciones y también por Ca?* en una concentracién de 1
mM. La incubacion de la proteasa con Mg2+ no tuvo mucho efecto

sobre la misma.

La mayor actividad enzimatica se observdo cuando se usd una
concentracion de 200 mM de Na® y de K' en el buffer de
renaturalizacion, lo que indica que las fuerzas idnicas juegan un
papel importante en mantener la estructura enzimatica y la actividad.
Simitsopoulou et al. (1997) reporté que la actividad de la tripeptidasa
intracelular producida por P. pentosaceus fue estimulada por Ca®" y

fuertemente inhibida por B-mercaptoetanol.

Figura 17. Efecto de sales monovalentes sobre la actividad proteolitica.
Zimogramas contra gelatina. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2,
citosol sin ninguna sal; carril 3, 2 mM de NaCl; carril 4, 200 mM de NaCl, carril 5,
2 mM de KCI; carril 6, 200 mM de KCI; carril 7, 2 mM de LiCl ; carril 8, 200 mM
de LiCl.
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Figura 18. Efecto de sales divalentes sobre la actividad proteolitica. Zimogramas
contra gelatina. Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 citosol sin ninguna
sal; carril 3, 1 mM de CaCl,; carril 4 10mM de CaCl. carril 5, 1mM de MgCly;
carril 6, 10 mM de MgCl,; carril 7, 1 mM de ZnCl,; carril 8, 10 mM de ZnCl,.

La confirmacion de los resultados anteriores requerira de métodos

cuantitativos.

Efecto de inhibidores

Figura 19. Efecto de inhibidores sobre la actividad proteolitica. Zimogramas
contra gelatina. Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, citosol sin
inhibidor; carril 3, 1 mM de EDTA; carril 4, 10 mM de EDTA; carril 5, 1 mM de
EGTA; carril 6, 10 mM de EGTA; carril 7, 1 mM de PMSF; carril 8, 10 mM de
PMSF; carril 9, 1 mM de o- fenantrolina y carril 10, 10 mM de o- fenantrolina.
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Al evaluar diferentes inhibidores para conocer cual es el tipo de
proteasa que se encuentra en la fraccién citosdlica, 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 proteolitica por medio de zimografia se aprecia que ésta es
drasticamente inhibida por PMSF a una concentracion 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 proteolitico de la cepa de P. acidilactici
ATCC 8042.

Ademas de verificar la presencia de enzimas extracelulares de alto
peso molecular y de dos enzimas adheridas a membrana, se encontro

una proteasa que se encuentra a 97 kDa en la fraccion citosoélica.

La proteasa citosélica se produce durante la fase logarimica de
crecimiento, con un maximo 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 caseina, colageno y es casi nula sobre elastina. El conjunto de
proteasas presente explica l|la capacidad de crecimiento del

microorganismo en productos carnicos.

Tras llevar a cabo algunos pasos de purificacion de la proteasa de 97
kDa, se determind que entre sus principales caracteristicas
bioquimicas estan:

X presenta mayor actividad a pH alcalinos

<> es estable en un intervalo de temperaturas entre 37 y

60°C.

X se puede decir que es una serin proteasa pues se inhibe
por el PMSF

<> los mejores activadores fueron NaCl, KCI, LiCl, asi como

CaCl, y MgCl; a una concentracién de 10 mM
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ANEXO A

ANEXO A. Valores absolutos de actividad espectrofotométrica sobre
diversos sustratos.

Sustrato Caseina
8h 12 h 16 h 24 h
Fraccion celular (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg
prot.total) prot.total) prot.total) prot.total)
Sobrenadante 3.396 3.609 3.740 4.030
Citosol 3.949 1.814 0.967 0.846
Adheridas a
embrana 3.143 3.425 3.224 2.700
Sustrato Elastina
8h 12 h 16 h 24 h
Fraccion celular (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg
prot.total) prot.total) prot.total) prot.total)
Sobrenadante 0.753 0.836 0.983 1.072
Citosol 0.083 0.037 0.050 0.041
Adheridas a
embrana 3.825 7.156 3.158 2.991
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ANEXO A

Sustrato Coléageno
8h 12 h 16 h 24 h
Fraccion celular (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg
prot.total) prot.total) prot.total) prot.total)
Sobrenadante 0.037 0.074 0.079 0.103
Citosol 1.494 0.083 0.338 0.198
Adheridas a
embrana 1.114 0.881 0.727 0.887
Sustrato Gelatina
8h 12 h 16 h 24 h
Fraccion celular (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg (U/min*mg
prot.total) prot.total) prot.total) prot.total)
Sobrenadante 57.412 47.486 53.600 76.022
Citosol 6.376 1.841 1.138 1.605
Adheridas a
embrana 1.004 3.055 1.785 2.221
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