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CREACION DEL HOMBRE

He aqui, pues, el principio de cuando se dispuso hacer al hombre, y cuando se buscé lo que debia

entrar en la carne del hombre.

Y dijeron los progenitores, los Creadores y Formadores, que se llaman Tepeu y Gucumatz: “Ha
llegado el tiempo del amanecer, de que se termine la obra y que aparezcan los que nos han de
sustentar y nutrir, los hijos esclarecidos, los vasallos civilizados; que aparezca el hombre, la

humanidad, sobre la superficie de la tierra”. Asi dijeron.

Se juntaron, llegaron y celebraron consejo en la oscuridad y en la noche; luego buscaron vy
discutieron, y aqui reflexionaron y pensaron. De esta manera salieron a luz claramente sus

decisiones y encontraron y descubrieron lo que debia entrar en la carne del hombre.

Poco faltaba para que el sol, la luna y las estrellas aparecieran sobre los Creadores y Formadores.

De Paxil, de Cayal3, asi llamados, vinieron las mazorcas amarillas y las mazorcas blancas.

Estos son los nombres de los animales que trajeron la comida: Yac (el gato del monte), Utiu (el
coyote), Quel (una cotorra), y Hoh (el cuervo). Estos cuatro animales les dieron la noticia de las
mazorcas amarillas y las mazorcas blancas, les dijeron que fueran a Paxil y les ensefiaron el camino

de Paxil.

Y asi encontraron la comida y ésta fue la que entrd en la carne del hombre creado, del hombre
formado; ésta fue su sangre, de ésta se hizo la sangre del hombre. Asi entré el maiz en la formacidn

del hombre por obra de los Progenitores.

Y de esta manera se llenaron de alegria, porque habian descubierto una hermosa tierra, llena de
deleites, abundante en mazorcas amarillas y mazorcas blancas y abundante también en pataxte y

cacao, y en innumerables zapotes, anonas, jocotes, nances, matasanos y miel.
Abundancia de sabrosos alimentos habia en aquel pueblo Ilamado de Paxil y Cayala.

Habia alimentos de todas clases, alimentos pequefios y grandes, plantas pequefias y plantas
grandes. Los animales ensenaron el camino, y moliendo entonces las mazorcas amarillas y las
mazorcas blancas, hizo Ixmucané nueva bebida, y de este alimento provinieron la fuerza y la gordura
y con él crearon los musculos y el vigor del hombre. Esto hicieron los Progenitores, Tepeu y

Gucumatz, asi llamados.
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Popol Vuh

A continuacién entraron en platicas acerca de la creacion y la formacion de nuestra primera madre
y padre, de maiz amarillo y de maiz blanco se hizo su carne; de masa de maiz se hicieron los brazos
y las piernas del hombre. Unicamente masa de maiz entré en la carne de nuestros padres, los cuatro

hombres que fueron creados.

La leyenda de los hombres del maiz. Artista Deborah DuFlon
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RESUMEN

El pozol es una bebida de origen maya, acida, refrescante y no alcohélica, elaborada con maiz
nixtamalizado y fermentada de forma natural por una microbiota muy diversa y abundante. Estudios
previos reportaron que un beneficio de la fermentacidn era un aumento considerable en el
contenido de proteina cruda, soluble y nitréogeno total en comparacién con los granos de maiz
utilizados en su preparacién. De manera paralela otros estudios reportaron la presencia de bacterias
proteoliticas y fijadoras de nitrégeno (Agrobacterium azotophilium). Considerando lo poco que se
sabe de la utilizacion de nitrégeno durante la fermentacién del pozol, el objetivo de este trabajo es
establecer si la fuente de nitrégeno que permite el crecimiento de los microorganismos durante la
fermentacién del pozol estd dada Unicamente por la reutilizacidn de proteinas o si existe también el
aprovechamiento de nitrégeno atmosférico.

Al evaluar el contenido de proteina cruda y nitrédgeno, se observé un incremento a partir de las 24
horas de fermentacidn, se alcanzé un maximo a las 72 h (29.43%). La busqueda de proteasas a los
diferentes tiempos de fermentacién mediante zimogramas, permitié la deteccién de dos proteasas
activas, una aminopeptidasa C de 42 KDa desde el tiempo cero y otra de 21 KDa a partir de las 9 h
de fermentacién.

El analisis del metaproteoma a diferentes tiempos de fermentacion permitié la identificacion de
varias proteinas de bacterias y hongos. Las proteinas mayormente representadas en bacterias
pertenecen a las acido lacticas, principalmente de los géneros Streptococcus, Lactococcus y
Lactobacillus. Los hongos estan principalmente representados por Schizosaccharomyces vy
Aspergillus. Se identificaron proteinas involucradas en biosintesis y transporte de aminodcidos y

péptidos, degradacion de proteinas y la proteina hierro del complejo enzimatico nitrogenasa.
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ABSTRACT

Pozol is an acidic, refreshing and non-alcoholic beverage of Maya origin. It is a natural fermentation
of nixtamal (cooked and alkali treated maize) and possess an abundant and diverse microbiota.
Previous studies reported that one of the fermentation benefits was a considerable increase in the
content of total nitrogen, crude and soluble protein in comparison with the maize grains used in
their elaboration. In addition, others works reported the presence of proteolytic bacteria and
nitrogen-fixing bacteria (Agrobacterium azotophilium). For a comprehensive study of the pozol it is
necessary to elucidate the source of nitrogen that allows the microbiota development during
fermentation, however there is a lack of information about these phenomena. The aim of this work
is to investigate whether the nitrogen source that allows the growth of microorganisms during
fermentation is given only by protein reusing or also by the use of atmospheric nitrogen.

Results showed an increase of crude protein and nitrogen as earlier as 24 hours of fermentation
reaching its maximum at 72 hours (29.43%). The protease activity was search at different
fermentation times by zymogram that allow us to detect two active proteases; an aminopeptidase
C of high molecular weight (42 KDa) from time zero and another of low molecular weight (21 KDa)
at 9 hours of fermentation time.

Several proteins of bacteria, yeast and molds were identified through the metaproteomic analysis
at different times of fermentation. The most represented bacteria proteins belong to lactic acid
bacteria, with the genus more represented were Streptococcus sp., Lactococcus sp. and
Lactobacillus sp. Fungi are mainly represented by Schizosaccharomyces sp. and Aspergillus sp.
Nitrogenase iron protein and proteins involved in degradation, biosynthesis, transport of proteins,

amino acids and peptides were also identified.
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INTRODUCCION

El pozol es una bebida de origen maya, acida, refrescante y no alcohdlica hecha a base de maiz
nixtamalizado, consumido por varios grupos étnicos del sur y sureste de México. Ademds de su uso
como alimento, es utilizado en la medicina tradicional y como elemento ceremonial (Cafias et al.,
1993).

La fermentacién se lleva a cabo por una microbiota natural constituida por bacterias, hongos y
levaduras, que resulta de la contaminaciéon del nixtamal durante el remojo y la molienda,
principalmente (Wacher et al., 1993). Las bacterias acido lacticas son el grupo predominante
durante la fermentacién y entre ellas, los géneros mas abundantes son: Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus y Weisella (Ampe et al., 1999; Escalante et al., 2001; Ben
y Ampe, 2000).

Dado que durante la nixtamalizacidn (coccién de los granos en hidréxido de calcio), se reduce la
concentracién de mono- y disacaridos, dejando al almiddn como el principal carbohidrato disponible
para la fermentacién, la mayoria de los estudios realizados se han centrado en la caracterizacién de
microorganismos amiloliticos. Las bacterias acido lacticas aisladas e identificadas mediante técnicas
tradicionales de cultivo por Nuraida y colaboradores (1995) de muestras de pozol indigena y mestizo
(2-9 dias de fermentacion) incluyen a Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus confusus, Lactococcus lactis y Lactococcus raffinolactis. Al evaluar la capacidad de
hidrolizar almidén en medio sélido, la mayoria puede hacerlo en condiciones anaerobias mientras
que el 50% de las levaduras hidrolizaron el almidén en medio sélido y en menor proporcién en
medio liquido.

Diaz-Ruiz y colaboradores (2003), encontraron que la cuenta inicial de bacterias lacticas amiloliticas
es alta (4.5 log ufc/g de masa seca) y que aumenta hasta 8.4 log ufc/g de masa seca durante las
primeras 24 horas manteniéndose constante hasta las 72 horas (8.7 log ufc/g masa seca),
corroborandose su importancia en la fermentacion del pozol, principalmente en las primeras 24
horas, cuando se presenta un mayor nimero de estas bacterias. En este estudio se aislaron un total
de 257 colonias de las cuales se caracterizaron 40 cepas por ser las que presentaban mayor actividad
amilolitica. Se seleccionaron cuatro especies como las mas amiloliticas: Streptococcus bovis
(actualmente clasificado como S. infantarius), que ademas se encontr6 como la especie
predominante durante la fermentacién, Streptococcus macedonicus, Lactococcus lactis vy

Enterococcus sulfureus.
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Sin embargo, los microorganismos también requieren para su crecimiento de una fuente de
nitrégeno que les permita sintetizar aminoacidos, acidos nucleicos y otras biomoléculas, siendo la
forma en que lo obtienen mediante la fijacién de nitrégeno atmosférico y/o la hidrdlisis de
proteinas. En el pozol, se ha reportado la presencia de bacterias proteoliticas a partir de las 4 u 8
horas de fermentacidn, alcanzando su maximo a las 30 horas (aproximadamente 108 UFC/g) (Loaeza,
1991). Sin embargo, no existen estudios detallados sobre estas bacterias, no se sabe cuantas
especies fueron aisladas como “bacterias proteoliticas” y no hay ningun reporte de las proteasas
presentes en el pozol.

A pesar de que durante la fermentacion del pozol se ha reportado un incremento en el contenido
de nitrégeno total (10-9%-69.5%) (Loaeza, 1991; Cravioto et al., 1955; Ulloa et al., 1971) lo que
sugeria la fijacidon de nitrégeno atmosférico y que estudios posteriores sobre los microorganismos
responsables de este aumento dio como resultado el aislamiento e identificacion de Agrobacterium
azotophilum como Unica bacteria fijadora de nitrégeno, no fue posible continuar con los estudios
para demostrar que este fendmeno ocurre en un alimento fermentado.

Asi, el objetivo general fue establecer si la fuente de nitrogeno que permite el crecimiento de los
microorganismos durante la fermentacién del pozol estd dada Unicamente por la reutilizacidon de
proteinas o si existe también el aprovechamiento de nitrégeno atmosférico.

Para ello se cuantifico el contenido de proteina cruda y nitrégeno total a los diferentes tiempos de
fermentacién para determinar si habia un incremento. De manera simultdnea, se estandarizo y
optimizo un método de extraccidon de proteinas, para la identificacién in situ de las proteasas activas
presentes a lo largo de la fermentacidn, lo que permitid establecer el origen de dichas proteinas
mediante su secuenciacion.

Por ultimo, el analisis del metaproteoma permitié la identificacién de proteinas involucradas en el

metabolismo de nitrégeno orgéanico e inorgdanico.
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OBIJETIVO

General

Establecer si la fuente de nitrégeno que permite el crecimiento de los microorganismos durante la

fermentacién del pozol esta dada unicamente por la reutilizacidn de proteinas o si existe también el

aprovec

hamiento de nitrogeno atmosférico.

Particulares

Determinar si hay diferencias en el contenido de nitrédgeno total durante la fermentacion
del pozol.

Estandarizacion y optimizacion del método de extraccion de proteinas del pozol a los
diferentes tiempos de fermentacion.

Determinar si hay actividad proteolitica durante la fermentacién del pozol mediante la
identificacion in situ de las proteasas.

Secuenciacién de las proteinas con actividad proteolitica para establecer su origen.
Busqueda de las proteinas involucradas en el metabolismo de fijacion y utilizacidn de

nitrégeno en el metaproteoma del pozol.
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ANTECEDENTES

1. Alimentos fermentados
El origen de la fermentacién de los alimentos se asocia a las primeras culturas y surge
probablemente de manera espontanea. La fermentacidon es una forma natural de aumentar el
tiempo de conservacién del alimento, incrementar el valor nutritivo a través de la sintesis de
aminodacidos esenciales y vitaminas, ademds, permite mejorar las caracteristicas organolépticas,
aumentar la digestibilidad del sustrato, eliminar sabores y texturas desagradables (Kabak y Dobson,
2011).
Los principales tipos de fermentacién son: alcohdlica, acido lactica, acido acética y alcalina. En la
primera, las levaduras son los microorganismos predominantes y el producto principal de la
fermentacién es etanol. La fermentacidn acido lactica (leches fermentadas, vegetales) es llevada a
cabo por bacterias acido lacticas, las cuales pueden ser heterofermentativas u homofermentativas,
los productos finales de la fermentacién son, en el caso de las heteroferementativas, una mezcla de
acido lactico, CO, y acetato o etanol y en el caso de las homofermentativas, acido lactico
mayoritariamente.
En la fermentacién 4cido acética el acido es obtenido a partir de etanol y es realizada por bacterias
acido acéticas donde destacan las del género Acetobacter. Por otro lado en la fermentacién alcalina
los géneros de Bacillus (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis y Bacillus pumilius) hidrolizan
proteinas a aminodcidos y péptidos con liberacién de amonio, lo que aumenta la alcalinidad del

alimento en el que se encuentran (FAO, 1993; Blandino et al., 2003).

2. Alimentos fermentados tradicionales de México

El maiz es originario de Mesoamérica, su cultivo debe haberse iniciado hace aproximadamente 7000
afios y constituia la base de la alimentacion de indigenas mesoamericanos y sudamericanos. La
forma de consumirlo variaba desde tostado, hervido o reventado hasta en forma de tortillas, sopes,
gorditas y bebidas, entre otras (Caias et al., 1993).

En México existen una gran variedad de alimentos fermentados preparados con este cereal.
Ejemplos de estos son: pozol, tesgliino, agua agria, cuaruapa, charanga, ostoche, quebrantahuesos
y sendechd. Su uso no solo se restringe a la alimentacién, sino también son empleados con fines
medicinales y religiosos (Cafias et al., 1993), pero de los mas de 200 alimentos y bebidas
fermentadas autdctonas conocidas, sélo se tiene informacién completa de alrededor de una

docena.



ANTECEDENTES |

3. Pozol

3.1 Descripcion

El pozol del ndhuatl pozolli que significa espumoso, es una bebida de origen maya, acida, refrescante
y no alcohdlica hecha a base de maiz nixtamalizado. Es consumido por varios grupos étnicos del sur
y sureste de México, como los Chontales y Choles de Tabasco; los Mayas de Campeche, Yucatdny
Quintana Roo; los Lacandones, Tzotziles o Chamulas y Mames de Chiapas, y los Zapotecos de Oaxaca

(Ulloa et al. 1987).

3.2 Elaboracion del pozol

Para la elaboracién del pozol, se pueden utilizar tres tipos de maiz: blanco, amarillo y negro.
Generalmente debe ser maduro ya que el uso de un maiz tierno requiere mayor cantidad de cal para
eliminar la cascarilla durante la coccién, lo cual modifica el sabor y resulta desfavorable desde el
punto de vista econdmico (Cafias et al., 1993).

Limpieza del maiz: Primer paso en la elaboracidn del pozol. Tiene como finalidad eliminar el material
extrafo y granos danados. Para ello, comUnmente se agrega agua al maiz crudo, se deja reposar
unos minutos y se elimina todo lo que flota, que es maiz picado y cascarillas.

Nixtamalizacion: Del ndhuatl nextli (“cenizas de cal”) y tamalli (masa de maiz cocido) consiste en la
coccion de los granos de maiz en cal (hidréxido de calcio al 1%). Tiene como finalidad separar el
hollejo (o cascarilla) del grano y termina cuando éste se puede eliminar facilmente al frotar el grano
con los dedos. El tiempo de coccién varia entre 60 y 120 minutos.

Lavado: El maiz nixtamalizado es lavado con agua de pozo, rio o potable, con el fin de eliminar la cal
y la cascarilla, hasta que el agua de lavado quede libre de turbiedad.

Después del lavado, se puede proceder de dos maneras dependiendo de la variante que se esté
elaborando: pozol indigena o mestizo. Siendo la principal diferencia entre estos dos tipos la segunda
coccidén o “reventado” que llevan a cabo los productores mestizos. Esta operacidn consiste en cocer
el nixtamal en agua hasta que el grano de maiz revienta, el tiempo de coccidn varia entre 3y 8 horas
y el grado de reventado determina la consistencia final del pozol, por lo general el proceso consiste
en una ebullicidn vigorosa durante la primera hora, seguida de un hervor lento el resto del tiempo
y tiene como finalidad reducir la cantidad de sedimentos sélidos presentes en la bebida cuando la

masa es suspendida en agua (Wacher et al., 2000).



ANTECEDENTES |

Remojo: El maiz nixtamalizado se deja remojando toda la noche regularmente en el agua del dltimo
lavado, a temperatura ambiente. La finalidad de este paso es aumentar la retenciéon de humedad
del nixtamal, para evitar que el maiz se seque durante la molienda. Cabe aclarar que actualmente
algunos productores en el estado de Villahermosa no se realizan este paso o es de corta duracion.
Molienda: Los granos son sometidos a una molienda gruesa para reducir su tamafo. Los indigenas
la llevan a cabo siempre en molino de mano, pero también se puede utilizar molinos comerciales
los cuales pueden ser de discos de piedra o de metal. La masa resultante de la molienda consiste de
fragmentos de germen, residuos de pericarpio y endospermo.

En este punto, es importante sefialar que el molino se usa durante todo el dia para moler varios
lotes de granos, lo que provoca que una cantidad importante de masa se quede en las muescas del
molino. Al final del dia, el molino sdlo se cepilla para remover los restos secos de la masa.
Elaboracion de la bola y envoltura: La masa obtenida de los pasos anteriores se moldea en forma de
bolas que pueden pesar desde 15 gramos hasta un 1kg y se envuelve en hojas de platano en el
proceso tradicional, aunque actualmente se ha observado el uso de bolsas de plastico.
Fermentacion: Se lleva a cabo a temperatura ambiente y en funcién del gusto del consumidor puede
durar horas o hasta semanas. Una vez que la masa ha fermentado se suspende en agua y se obtiene
la bebida, a la cual se le puede adicionar sal, azucar, canela, miel, cacao o chiles secos (Paredes et
al., 2008; Canas et al., 1993).

Al final de la fermentacion el contenido de proteina cruda, niacina, riboflavina y triptéfano es mayor
que el que se encuentra en el maiz empleado para su elaboracién. Se ha especulado que el aumento
en proteina cruda en el sistema podria deberse a la fijacion de nitrégeno atmosférico ya que se han

aislado microorganismos fijadores de nitrégeno (Cravioto et al., 1951; Taboada et al., 1971).

3.3 Maiz y sus modificaciones durante la elaboracién del pozol

El maiz, palabra de origen prehispanico que significa “lo que sustenta la vida”, es una forma
doméstica de una cepa de teosinte, que pertenece a la familia de Poaceae y cuyo nombre cientifico
es Zea mays. Originario de Mesoameérica, junto con el trigo y el arroz es uno de los cereales mas
importantes en el mundo como base para la elaboracion de una gran cantidad de alimentos
(Paredes et al., 2008; Benitez et al., 2006).

El grano de maiz consta de manera general de cuatro estructuras: pericarpio o cascara, germen o
embrion, endospermo y la pilorriza (Paredes et al., 2008; Benitez et al., 2006). Aunque la

composicion quimica del maiz depende de la variedad, el ambiente y las condiciones de siembra de
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manera general es un alimento con bajo contenido de proteinas y alto contenido de carbohidratos
(Tabla 1).

Tabla 1. Composicién quimica del grano de maiz

Proteinas Lipidos Fibra Carbohidratos Humedad
Tipo de maiz

(8/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
Maiz blanco 7.9 4.7 12.2 73.0 10.6
Maiz amarillo 8.3 4.8 12.2 69.6 13.8

Datos en base humeda FAO, 1993.

El pericarpio o cdscara se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda que es
aproximadamente de 87%,; estd constituida fundamentalmente por hemicelulosay celulosa. El resto
son minerales, proteinas y azlcares en menor proporcion.

El endospermo provee los nutrientes para el germinado de la semilla, por lo que cuenta con un alto
contenido de almidén (87%) y aproximadamente 8% de proteinas. Por su parte, el germen o
embridn, estructura a partir de la cual se desarrolla la nueva planta, se caracteriza por un elevado
contenido de minerales 76%, proteinas 10% y lipidos 5%. Finalmente, la pilorriza es una estructura
conica de tejido inerte que une el grano y el carozo (cominmente conocido como olote) y al igual
que el pericarpio, estd compuesta principalmente de celulosa y hemicelulosa (Benitez y Perea,
2006).

En cuanto a las proteinas del maiz, éstas se clasifican en cuatro tipos de acuerdo a su solubilidad:
albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones de sales), prolaminas o zeinas
(solubles en soluciones alcohdlicas) y gluteinas (solubles en soluciones alcalinas o acidas diluidas).
Las gluteinas y las prolaminas se encuentran principalmente en el endospermo; ambas proteinas
constituyen cerca del 90% de las proteinas del grano de maiz completo. Por otro lado, las albiminas
y las globulinas componen casi en su totalidad al germen (Paredes et al., 2008; Benitez y Perea,
2006).

El grano de maiz también contiene lipidos de los cuales los acidos grasos saturados, como el
palmitico y el estearico, se encuentran en baja proporcidon en comparacidn con los acidos grasos no

saturados, como el oleico y el linoleico, que representan la mayoria de los lipidos.
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En relacidn a los carbohidratos, el mas abundante es el almidén (72%) formado por amilosa y
amilopectina en una relacién 70:30 y practicamente todo estd presente en las células del
endospermo (Paredes et al., 2008; Benitez et al., 2006).

Durante la nixtamalizacién, la temperatura relativamente elevada (80-85°C) y el pH alcalino (=12)
producen diversas transformaciones en el grano como: reduccién considerable en la concentracion
de mono y disacaridos, principalmente sacarosa, fructosa y glucosa, que baja de 1 a 0.1-0.7 g/100g
de masa seca; cambios estructurales del almidon (gelatinizacion, retrogradacion vy
entrecruzamiento) y liberacidén de pericarpio por lo que hay pérdida de celulosa y hemicelulosa.

En cuanto al contenido de proteina se ha observado un ligero incremento de 8.14 a 8.88%, mientras
que, los lipidos del grano de maiz disminuyen hasta 3.4% (Sefa-Dedeh et al., 2004; Paredes et al.,

2008; FAO, 2013).

3.4 Utilizacién de nitrégeno por los microorganismos

El nitrégeno (N) es un componente esencial para los microorganismos ya que permite sintetizar
aminodcidos, acidos nucleicos y otras biomoléculas. El contenido de nitrégeno en la mayoria de los
microorganismos es alrededor del 15% (Jgrgensen, 2009).

Los microorganismos tienen la capacidad de metabolizarlo de forma inorganica como: nitrégeno
molecular (Nz), amoniaco (NHs), amonio (NH4*) y nitrato (NOs5’) o a partir de moléculas mas grandes
como proteinas, acidos nucleicos y componentes de la pared celular (quitina y peptidoglicano)

(Jeannotte, 1999).

3.5 Fijaciéon de nitrégeno en el pozol

Al analizar y comparar el pozol contra los granos de maiz utilizados en su preparacion se observé un
aumento del 44.5% en el nitrégeno total (Cravioto et al., 1955). Dicho incremento sugeria la fijacién
de nitrégeno atmosférico durante la fermentacion del pozol, por lo que Ulloay colaboradores (1971)
evaluaron el contenido de nitrégeno total en masa de maiz sometida a diferentes tratamientos:
masa de maiz recién preparada (sin tratamiento), masa de maiz fermentada a 26°C durante 5y 10
dias, masa de maiz inoculada con pozol natural en una proporcion de 90:10, respectivamente sin
fermentar y fermentada durante 5 y 10 dias a 26°C y en pozol natural proveniente del estado de

Chiapas.
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Los resultados mostraron que en todos los casos en donde se efectud una fermentacion, hubo
incremento en el contenido de nitrégeno total, siendo mayor en la masa de maiz inoculada con

pozol natural; sin embargo, este incremento no igualé al observado en el pozol natural (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de nitrégeno en masa de maiz sometida a diferentes tratamientos (Ulloa et al., 1971)

. a N total N proteico % de aumento con
Tratamiento b c
mg/mL mg/mL respectoal
1. Masa 11.8 73.7 -—-
2. Masa incubada 5
14.2 7 20.4
dias a 26°C 88 0
3. Masa incubada 10
dias a 26°C 14.2 88.7 20.4
4, Masa inoculada con 14.7 91.8 246
pozol natural
5. Masa inoculada con
pozol natural
incubada 5 dias a e U 44.1
26°C
6. Masa inoculado
con pozol natural e
incubada 10 dias a 17.0 106.2 44.1
26°C
7. Pozol natural® 20.0 125.0 69.5

@ En todos los casos, las muestras para el andlisis de nitrégeno fueron secadas de 85-90°C durante 24 horas.
b Promedio de los analisis. Determinado por el método de micro-Kjeldahl en muestras de 100 mg (peso seco).
€% de nitrégeno x 6.25

4 Pozol proveniente de Tapachula, Chiapas; las muestras de los tratamientos del 1-6 corresponden a la masa

comprada en un molino de maiz en México, D.F.
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En el mismo trabajo se aislaron e identificaron 8 microorganismos capaces de crecer en medios de
cultivo carentes de nitrégeno y con distintas fuentes de carbono: Achromobacter sp. A y B,
Cladosporium herbarum, Candida krusei, Geotrichum candidum, Trichosporon cutaneum,
Paecilomyces fumosoroseus y Torulopsis sp.

Sin embargo, esta prueba no indica que todos tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico o
gue son igualmente eficaces para llevar a cabo esta funcién. Ademas, no existen reportes sobre la
capacidad de fijacién de nitrégeno por hongos.

Al evaluar la capacidad de incrementar el nitrégeno de cada uno de los microorganismos,
inoculandolos independientemente y mezclados en masa de maiz previamente esterilizada, los
resultados observados tampoco fueron concluyentes por lo que se evalud la capacidad de fijar
nitrégeno mediante la prueba de reduccion de acetileno a etileno tanto en condiciones aerobias
como anaerobias de los microorganismos aislados. Se observé que la reduccién es mayor en
condiciones anaerobias y el Unico microorganismo que redujo acetileno fue Agrobacterium
azotophilum (previamente nombrada como Achromobacter sp. A). La mayor reduccion se logré en
masa de maiz en comparacién con los otros medios, debido a que este es el medio natural de
Agrobacterium azotophilum. Resultados similares han sido reportados para ciertas cepas de
Micrococcus, Mycobacteria y Pseudomonas, que fijan mas nitrogeno en su medio natural que en
medios artificiales (Ulloa et al., 1971; Taboada et al., 1971).

La fijacidon de nitrégeno de Agrobacterium azotophilum se vio favorecida por la presencia de
isoleucina, D-metionina, acido glutdmico y acido aspartico a concentraciones de 0.002 mM y 0.001
mM, respectivamente. Concentraciones mayores de estos dos aminodcidos y la presencia de sales

nitrogenadas o glicina en el medio de cultivo inhiben la fijacidn (Taboada et al., 1971).

4. Fijacion de nitrégeno

4.1 Generalidades

El nitrégeno (N.) constituye el 78.6% del aire, en donde se encuentra en forma de gas diatémico; sin
embargo, debido a la estabilidad que le proporciona su triple enlace N = N, el N, es inerte y su
activacidn es un proceso que requiere mucha energia. La reduccién de N, a amoniaco, compuesto
basico para la sintesis de aminoacidos y otros compuestos biolégicos nitrogenados, se conoce como

fijacién de nitrégeno.
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Las dos terceras partes de la fijacidn de nitrégeno en la naturaleza se efectian mediante un proceso
exclusivo de bacterias y arqueas (fijacion biolégica), revelando una considerable biodiversidad
dentro de los organismos diazétrofos.

En bacterias, la capacidad para fijar nitrogeno esta presente en muchos grupos filogenéticos,
incluyendo bacterias verdes del azufre, firmibacterias, actinomicetos y cianobacterias. En arquea, la
fijacidn de nitrogeno esta restringida a metandgenas (Dixon y Kahn, 2004).

Los diazétrofos estan distribuidos en una amplia variedad de hdbitats, se pueden encontrar de vida
libre en suelo y agua, en asociacion simbidtica con diferentes plantas, hongos y liquenes y en los
intestinos de las termitas, entre otras. Pueden ser: heterdtrofos aerobios (Azotobacter) o
anaerobios (Clostridium), fotosintéticos anoxigénicos (Rhodobacter) u oxigénicos (Anabaena),

fototrofos y quimiolitotrofos (Leptospirillum ferrooxidans) (Dixon y Kahn, 2004).

4.2 Mecanismo enzimatico

La estequiometria general de la reduccidn de nitrégeno molecular bajo condiciones de presién y
temperatura fisiolégicas es:

N, + 8¢ + 8H* + 16MgATP — 2NH; + H," + 16MgADP + 16Pi

El mecanismo enzimdtico requiere la reduccién de la proteina Fe por un donador de electrones
como la ferredoxina y flavodoxina, que transfieren un solo electrén de la proteina-Fe a la proteina-
MoFe (la cual es dependiente de la hidrdlisis de ATP) y finalmente, la transferencia interna del
electrén en la proteina MoFe por el cluster P al sitio de unidn del sustrato, que es el cofactor FeMo.
Cada paso de transferencia de electrén requiere un ciclo obligatorio de asociacidn de la proteina Fe
y de la proteina MoFe para formar un complejo, después estos dos componentes se disocian (Figura

1),
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Proteina-Fe . Formacion del
(reducida) Proteina-FeMo complejo

ATP _ (AP
ATP - >?YI’
&
\ -
2 GFD
/ — Transferencia de electrones

Reduccion Hidrolisis de ATP
_A Liberacion de fosfato
(2] 2 .//\' )\ 2P|
2(A ‘

4
L
ADP _ (ADP
= &

Disociacion -

Proteina-Fe
(oxidada)

Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de la proteina Fe de la nitrogenasa. El dimero de la proteina
Fe se muestra en azul claro con el cluster [4Fe-4S] simbolizado en forma de cubo, verde la forma reducida y
en rojo la forma oxidada. Las subunidades a y B de la proteina Fe-Mo estan representadas en color anaranjado
y rosa, respectivamente, los cuadraros amarillos representan el cluster P y el rombo azul el cofactor FeMo

(Adaptada de Dixon y Kahn, 2004).

4.4 Fisiologia de la fijacion de nitrégeno

El complejo enzimdtico nitrogenasa, cataliza la reduccidn bioldgica de nitrégeno molecular a
amonio, es un complejo metalo-enzimatico que conserva caracteristicas estructurales y mecanismo
de accién entre los diazoétrofos.

Esta enzima contiene dos componentes y solo cuando estan juntos se lleva a cabo la reaccién:

1. Proteina- Fe

Es un dimero de subunidades idénticas con un peso molecular de 60 KDa, contiene un centro redox
4Fe-4S, unido por puentes disulfuro entre las cisteinas de las subunidades y puede ser oxidado y
reducido por un electrén proveniente de la ferredoxina o flavodoxina (Bazhenova y Shilov, 1995;

Barrett et al. 1994; Leningher, 1983).

La principal funcion de la proteina, es activar la transferencia de un electrén a la proteina Mo-Fe.
Para poder transferir los electrones es necesario que la proteina forme un complejo con el ATP

(Yates, 1976; Bazhenova y Shilov, 1995).

15



ANTECEDENTES

2. Proteina molibdeno-Mo-Fe

Es un heterotetramero de dos tipos de subunidades, a22, con un peso molecular de 220 KDa. Cada
molécula de la proteina contiene dos dtomos de molibdeno, 32 dtomos de hierro, 30 dtomos de
azufre y el sitio catalitico de la enzima.
Todos los metales de transicion en la proteina estan organizados en dos tipos de centros redox:
e Cerca de la mitad de los atomos de hierro estdn presentes como dos pares de centros Fe-S
[4Fe-4S], llamados centros P.
e El resto de los atomos de hierro junto con el molibdeno estdn en centros M, también
llamados cofactor Fe-Mo (Figura 2) (Leningher, 1983; Yates, 1979; Bazhenova y Shilov,
1995).

Cluster [4Fe-4S]

\ ~ /\ ~ /\\ ~ Y ;
Proteina Fe Proteina Fe-Mo Proteina Fe

Figura 2. Estructura del complejo que se forma entre la proteina Fe y la proteina MoFe de la nitrogenasa de

Azotobacter vinelandii (Adaptada de Dixon y Kahn, 2004).

Todos los diazétrofos tienen el sistema nitrogenasa molibdeno-hierro, pero en condiciones de
ausencia de molibdeno se induce un sistema alternativo de nitrogenasa, el cual contiene los
cofactores vanadio-hierro o hierro-hierro (por ejemplo en Azotobacter vinelandii y Rhodobacter
capsulatus).

Ambos componentes de la nitrogenasa son extremadamente sensibles al oxigeno, por lo que la
fijacidn de nitrégeno en presencia de O,, la nitrogenasa se protege de la inactivacién por medio de

la respiracidn, produciendo capas mucosas, mediante la compartimentalizacion de la nitrogenasa
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en un tipo especial de célula (heterocisto) o mediante la formacion de complejos con una proteina

especifica. Este proceso se conoce como proteccidon conformacional (Dixon y Kahn, 2004).

5. Asimilacion de nitrégeno

Una vez fijado el nitrégeno, el siguiente paso es su asimilacion, la cual consiste en la incorporacion
del NH;s* a moléculas orgdnicas, a través de reacciones que conducen a glutamato, glutamina,
asparagina y carbamoil fosfato (Mathews et al. 2002).

El grupo a-amino de la mayoria de los aminoacidos procede del grupo a-amino del glutamato, por
transaminacion. Este se sintetiza a partir de NH;* y a-cetoglutarato, un intermediario del ciclo del
acido citrico, por accién de la glutamato deshidrogenasa presente en todos los organismos.

La glutamato sintasa (GOGAT), cataliza una reaccidn comparable a la llevada a cabo por la glutamato

deshidrogenasa, pero ésta actia fundamentalmente en la biosintesis de glutamato:

o-cetoglutarato + glutamina + NADPH+ H* » 2 glutamato + NADP*

El amoniaco se incorpora a la glutamina por accion de la glutamina sintasa (GS) sobre el glutamato
en una reaccion que requiere ATP. Posteriormente el grupo amida de la glutamina es trasferido por
la glutamato sintasa al a-cetoglutarato para dar dos moléculas de glutamato. Un glutamato es
aceptor del NH4* cerrandose asi el ciclo GS/GOGAT mientras que el otro glutamato se usa para la
sintesis de aminodacidos por reacciones de transaminacién catalizadas por enzimas llamadas

aminotransferasas (AT) (Figura 3) (Stryer, 1990).

Glutamina a-cetoglutarato Aminoacidos
GS GOYGAT AT
NH,* X X
U Glutamato Glutamato Ceto-acidos
Figura 3. Esquema de la asimilacién de NHs" por el ciclo GS/GOGAT

Por otro lado, la asparagina sintetasa, utiliza amoniaco a glutamina para catalizar la conversién de

aspartato en asparagina. Esta enzima contribuye poco en la asimilacion del nitrégeno.
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5.1 Biosintesis de aminoacidos

Los microorganismos presentan amplias diferencias en cuanto a su capacidad de sintetizar
aminodacidos. Aunque la mayoria son capaces de sintetizar todos sus metabolitos nitrogenados a
partir de una Unica fuente de nitrégeno, como el amoniaco o nitrato, otros lo hacen a partir de
aminodacidos ya formados.

La transaminacion, por ejemplo, ademas de proporcionar una ruta para la sintesis de aminodcidos
también juega un papel importante en su degradacién. En la degradacion, la transaminasa actua de
manera conjunta con la glutamato deshidrogenasa.

Si bien las vias para la biosintesis de aminoacidos son variadas, hay un aspecto comun importante
en todas ellas, los esqueletos carbonados de los aminoacidos proceden de intermediarios de la

glucdlisis, de la via de las pentosas fosfato o del ciclo del acido citrico (Figura 4) (Stryer, 1990).

Triptéfano
o Eritrosa-4-
Tirosina fosfato
Fenilalanina EI}I Valina
Glucosa —> 3-Fosfoglicerato > Fosfoenolpi- 5 piryvato Leucina
‘L ruvato
@ Alanina
Serina
\L Histidina
Homocisteina <— Cisteina
" \L Ciclo del
etionina P P
Aspartato <— Oxalacetato acido citrico a-cetoglutarato —> Glutamato —> Glutamina
Asparagina Lisina Prolina Ornitina
Homoserina i,
\l’ Arginina
Treonina
Isoleucina

Figura 4. Vias para la biosintesis de aminoacidos. Los intermediarios estdn sombreados en azul. Los
aminodcidos que contiene azufre en amarillo, los aminodcidos heterociclicos en rosa otros aminoacidos en

verde.

6. Enzimas proteoliticas en microorganismos

Estos son enzimas que catalizan la ruptura del enlace peptidico y por lo tanto la hidrélisis de las
proteinas. Se clasifican como hidrolasas ya que utilizan una molécula de agua. Se encuentran

distribuidas en todos los dominios de la vida (Rao et al., 1998).
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6.1 Clasificacion

De acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (NC-IUBMB por sus singlas en inglés), las proteasas se encuentran en el subgrupo 3 de las
hidrolasas. Sin embargo, las proteasas no cumplen facilmente con el sistema general de
nomenclatura de las enzimas puesto que su especificidad depende de la naturaleza de varios
residuos de aminodcidos alrededor del enlace peptidico a ser hidrolizado y de la conformacién de
la cadena del polipéptido (NC-IUBMB, 2015).

De forma general, las proteasas se subdividen en dos grandes grupos: endoproteasas, que hidrolizan
enlaces peptidicos al interior de la cadena de aminodcidos y exoproteasas, que tienen preferencia
por los extremos amino- (aminopeptidasas) o carboxilo- (carboxipeptidasas) (Tabla 3) (Rao et al.,
1998).

Tabla 3. Clasificacién de proteasas

Proteasa Modo de accion EC no.
Endoproteasas | —O-0O-0O0O-0-0O 3.4.21-3.4.34
Serina proteasa 3.4.21
Cisteina proteasa 3.4.22
Aspdrtico proteasa 3.4.23
Metaloproteasa 3.4.24
Exoproteasa
Aminoproteasa .iO “0O-0-O 3.4.11
Dipeptidil proteasa o0 ] O-0O-O 3.4.14
Tripeptidil proteasa 0 o l O-O—— 3.4.14
Caboxipeptidasa O—O—O—Ofol. 3.416-3.418
Peptidil dipeptidasa O-0O-0O-O I ® @ 3415
Dipeptidasa ® i 3.4.13

Los circulos blancos representan cualquier residuo de aminoacido de la cadena polipeptidica, los circulos
negros representan los aminoacidos terminales. Mientras que las flechas muestran los sitios de accion de la

enzima (Tomado y modificado de Rao et al., 1998).
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- Endoproteasas

Se caracterizan por su accién preferencial en los enlaces peptidicos en las regiones interiores de la
cadena polipeptidica. La presencia del grupo amino o carboxilo tienen influencia negativa sobre la
actividad enzimatica.

Basandose en su mecanismo catalitico se dividen en subgrupos: (i) serina proteasas, (ii) aspdrtico
proteasas, (iii) cistein proteasas y (iv) metaloproteasas. Y su especificidad se utiliza sélo para
identificar enzimas individuales.

Serin proteasas: Se caracterizan por la presencia de una serina en su sitio activo (Neitzel, 2010). Son
numerosas y se encuentran ampliamente distribuidas (virus, bacterias y hongos). Sus similitudes
estructurales sugieren una relacién evolutiva ya que poseen una triada de aspartato, histidina y
serina en el sitio activo (Rao et al., 1998). Son activas a pH neutro y alcalino, con puntos isoeléctricos
entre 4 y 6. Los pesos moleculares de estas enzimas son entre 18 y 35 KDa y tienen una amplia
especificidad.

Aspdrtico proteasa: También llamadas proteasas acidas, dependen de residuos de acido aspartico
para su actividad catalitica. Pueden ser intracelulares o extracelulares, son activas en condiciones
acidas (pH 2-5), su punto isoeléctrico en el rango de 3.9-4.9 y pesos moleculares en un rango de 35-
50 KDa (Rao et al., 1998).

Estas proteasas son mondmeros y tienen una estructura bilobular, con la hendidura del sitio activo
situado en el espacio donde los dos |6bulos se unen. Cada |6bulo contribuye con un acido aspartico
en el sitio activo. Escinden péptidos hidrofébicos de al menos 6 residuos de largo (Reid et al., 2012).
Actuan preferencialmente en las regiones interiores del enlace peptidico, la presencia de grupos
amino o carboxilo tiene una influencia negativa en la actividad de la enzima. Las oligopeptidasas son
un subconjunto de las aspartico proteasas que se limitan a la accién en oligopéptidos o polipéptidos,
sustratos mas pequenos que las proteinas (Barrett, 1994).

Cisteina proteasas: La actividad de estas proteasas depende de una diada catalitica que consiste en
cisteina e histidina. Generalmente, son activas sdlo en presencia de agentes reductores y su
actividad optima es a pH neutral (Rao et al., 1998).

Metaloproteasas: Se caracterizan por requerir un ion metdlico divalente para su actividad. Basado
en su especificidad se clasifican en cuatro grupos: (i) neutro, (ii) alcalino, (iii) Myxobacter | y (iv)
Myxobacter |l. Las primeras tienen especificidad por aminoacidos hidrofébicos mientras que las

alcalinas muestran una especificidad muy amplia. Por otro lado, Myxobacter | y Il tienen
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especificidad por residuos de aminoacidos pequefios en ambos extremos y residuos de lisina en el
lado amino del enlace peptidico, respectivamente (Rao et al., 1998).

- Exoproteasas

Sélo actuan cerca de los extremos de las cadenas de polipéptidos. Basado en su sitio de accidn en
el extremo N o C terminal, se clasifican como amino y carboxipeptidasas, respectivamente.

En general, las aminopeptidasas son enzimas intracelulares. Liberan un residuo de aminodcido, un
dipéptido o un tripéptido y se producen en una amplia variedad de especies microbianas, incluyendo
bacterias y hongo.

Las carboxipeptidasas actian en el C terminal de la cadena polipeptidica y liberan un Unico
aminodcido o un dipéptido (NC-IUBMB, 2015).

Ademas, pueden clasificarse tomando en cuenta tres criterios adicionales: (i) tipo de reaccion que
catalizan, (ii) naturaleza quimica del sitio catalitico, y (iii) relacion evolutiva con referencia a la

estructura (Rao et al., 1998).

7. Protedmica

Las proteinas son la moléculas bioldgicas mds abundantes y diversas en cuanto a propiedades,
composicion y estructura. Al igual que otras macromoléculas, como los acidos nucleicos y los
polisacaridos, son esenciales para el funcionamiento celular.

Existen muchas clases de proteinas, cada una de ellas especializadas en una funcion bioldgica
diferente: reacciones cataliticas vitales para el metabolismo celular, transporte de moléculas y
transduccion de sefiales, entre otras.

El término proteoma fue introducido en 1994 para definir a todas las proteinas que son expresadas
por un genoma en una célula u organismo en un punto particular en el tiempo. A diferencia del
genoma, el proteoma es altamente dindmico, ya que sus componentes varian dependiendo del
tejido, célula, organismo o compartimiento subcelular que se estudie y estos, a su vez, pueden
cambiar debido a alteraciones en su ambiente: situaciones de estrés, estado fisiolégico o patoldgico,
administracién de drogas, sefales bioquimicas, estado metabdlico entre otras interacciones (Pando
y Ferreira, 2007; Pischetsrieder y Baeuerlein, 2009; Kvasnicka, 2003; Carbonaro, 2004).

Los estudios protedmicos, junto con otras metodologias permiten la identificacién de conjuntos de
proteinas que se expresan en un organismo (o parte del mismo) y permiten hacer el analisis

simultaneo de una mezcla compleja de proteinas para establecer sus propiedades funcionales y
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estructurales. Ademas, hacen posible conocer su localizacién, proporcionan informacion detallada
sobre su abundancia, localizacién, estabilidad, modificaciones, interacciones, actividades y funcion
(Martins-de-Souza et al., 2007).
La constante elucidacidn de nuevas proteinas, el desarrollo de nuevas tecnologias y el andlisis de
grandes cantidades de datos gracias a diferentes softwares desarrollados ha permitido el
crecimiento exponencial de estos estudios.
A diferencia de las técnicas cldsicas utilizadas en bioquimica, la protedmica se basa en la separacién
y la identificacion de muchas proteinas simultaneamente (en el orden de mil o0 mas) (Castellanos et
al., 2004). Esta incluye diversos campos de investigacion:

*  Protedémica estructural o descriptiva

*  Proteémica comparativa

*  Protedémica funcional

* Elaboracién de mapas moleculares de la célula (ldentificacidn de proteinas que forman un

organelo)

7.1 Herramientas de la proteémica

Debido a la diversidad estructural y propiedades fisicoquimicas de las proteinas, su estudio requiere
técnicas especializadas que permitan separarlas, identificarlas y cuantificarlas. Actualmente no
existe un protocolo Unico para el andlisis proteémico de una muestra, los parametros que
determinan la estrategia a seguir estan estrechamente relacionados a la pregunta que se pretenda
abordar y a las diferentes variables como complejidad, método de separacién, concentracion y
estabilidad de las proteinas (Pando y Ferreira, 2007). A continuacion, se describe de forma general

la metodologia para el analisis proteémico:

1. Obtencidn de extractos proteicos

Muchos protocolos han sido estandarizados y publicados para la extracciéon de proteinas, es
necesario tomar en cuenta que éstos deben ser adaptados y optimizados para cada tipo de muestra
gue va a ser analizada (células de bacterias, levaduras, mamiferos, tejidos), al igual que para el tipo
de proteina de interés (proteinas del citosol, de membrana, solubles o insolubles). Los tres pasos
fundamentales en la preparacion de la muestra son ruptura celular, inactivacion o remocién de

sustancias que pueden interferir en el analisis y solubilizacion de las proteinas (Gorg et al., 2004).
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Las proteinas en su estado nativo son a menudo insolubles, la ruptura de las interacciones
involucradas en la agregacidn de las proteinas (puentes de hidrégeno, disulfuro, fuerzas de van der
Waals, interacciones hidrofdbicas e idnicas), permiten la disgregacion de éstas en polipéptidos
individuales lo que promueve su solubilizacién en la solucidon (Chavalier, 2010; Westernmeier y
Naven, 2002).

Antes del andlisis protedmico es deseable reducir la complejidad de la muestra por
“perfeccionamiento” o por “enriquecimiento” con las proteinas de interés. La idea fundamental del
perfeccionamiento es separar la muestra en fracciones distinguibles que contengan un cierto
numero de moléculas. Las muestran pueden ser fraccionadas usando una variedad de métodos:
precipitaciéon, centrifugacion, cromatografia liquida, filtracién y sedimentacion. La seleccién de la
técnica depende de la naturaleza de la muestra que sera analizada y del objetivo del estudio.

El enriquecimiento permite el incremento de la concentracién de las proteinas de interés. Esto es
de gran importancia en el estudio proteémico debido a que usualmente las proteinas de baja

abundancia son las responsables de los procesos que se llevan a cabo en la célula (Chavalier, 2010).

2. Separacién de proteinas

La separacion de proteinas generalmente se realiza mediante técnicas cromatograficas y/o
electroforéticas. Las mas utilizadas son: electroforesis unidimensional (SDS-PAGE) y bidimensional
(2-D PAGE), electroforesis capilar, cromatografia de alta resolucién (HPLC), cromatografia de
afinidad, de exclusién molecular y de intercambio idnico. Idealmente, la electroforesis en dos
dimensiones permite la separacién de hasta 2000 proteinas en un solo gel mientras que la
electroforesis unidimensional solamente 100. La combinacién de estas técnicas, ha permitido la
separacion de mezclas complejas de péptidos y su analisis simultaneo por espectrometria de masas
(Chavalier, 2010).

Después de la separacion, las proteinas deben visualizarse por métodos especificos o universales de
tincidn. Las tinciones mas utilizadas son: azul de Coomassie, azul de Coomassie coloidal y nitrato de
plata, cada una con diferente sensibilidad: 50, 10 y 0.5 ng de proteina respectivamente. Las
propiedades mds importantes de estos métodos son su alta sensibilidad (bajo limite de deteccién),
reproducibilidad, compatibilidad con espectrometria de masas y baja toxicidad (Gérg et al., 2004;

Friedman et al., 2009).
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3. Procesamiento de la muestra y anadlisis por espectrometria de masas

Para el andlisis de las proteinas por espectrometria de masas (EM) es necesario digerir las proteinas
hasta péptidos. La reduccién de los puentes disulfuro y la alquilacién de las cisteinas permiten
desnaturalizarlas para que los sitios de corte enzimatico se expongan evitando la formacion de
dimeros, posteriormente las proteinas se digieren generalmente con tripsina.

El analisis por espectrometria de masas es un procedimiento que involucra la ionizacién de los
componentes de la muestra en fase gaseosa. Los espectrometros de masa poseen tres
componentes: un sistema de ionizacidn, un analizador de masas y un detector de iones. La
informacidn que se obtiene es una relacidn carga/masa (Z/m) de cada uno de los péptidos, que da
como resultado un espectro de masas (MS) denominado “huella peptidica” (Villegas, 2003).

El espectro de masas evidencia el nimero de componentes en la muestra y el peso molecular de

cada componente (Pando y Ferreira, 2007).

4. Analisis de los datos

Finalmente los valores de Z/m obtenidos se comparan con diferentes proteinas de las bases de
datos, las cuales son digeridas in silico, generando una lista de masas tedricas. La comparacion entre
el listado de masas experimentales y tedricas es evaluada por algoritmos especificos y a cada
comparacién se le asigna un nimero (calificacién). La identificacion depende de si el genoma es
conocido, de no ser asi la comparacion se hace con genomas conocidos procedentes de especies
cercanas (Castellanos et al., 2004; Pando y Ferreira, 2007).

Ademas de la tripsina las proteinas pueden ser digeridas con endoproteasas para la generacién de
uno o mas péptidos, lo que permite obtener datos de secuencia de forma que la identificacidon de la

proteina es inequivoca (Pando y Ferreira, 2007).
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Tratamiento de la muestra de pozol

Se adquirid masa de maiz nixtamalizada y hojas de platano en el mercado de Pino Sudrez en la ciudad
de Villahermosa, Tabasco.

Con lafinalidad de estandarizar el tiempo cero, el maiz nixtamalizado se molié en un molino manual
en el momento de la compra e inmediatamente se enfrié para retardar el inicio de la fermentacion.
Para el seguimiento de la fermentacién, la masa se dividié en porciones de 250 g que se moldearon
en forma de bolas y se envolvieron en hojas de platano para su posterior fermentaciéon en el
laboratorio a 37°C para las muestras adquiridas el 27/Enero/2012 (A) y a 29°C para las muestras del

30/Noviembre/2013 (B).

Toma de muestra

Se siguid la fermentacion por 15 dias para las muestras incubadas a 37°C, se muestrearon los
tiempos 0, 24, 73 y 360 horas. En el caso de la muestra incubada a 29°C, los tiempos de muestreo
se hicieron cada 3 horas por 48 horas (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24 y 48 horas). Trascurrido el tiempo de
fermentacién, la masa se extendié en bolsas de plastico con cierre hermético y se almacenaron a -
70°C hasta su uso.

Extraccion de proteina

Para la extraccion de proteina total se utilizé el protocolo de extraccidn descrito por Cardenas et al.,
(2014) (Método 1). Ademas se desarrollé un método para la extracciéon de proteina soluble activa
(Método 1), para identificar in situ a las proteasas presentes en la fermentacion. En la Figura 5 se

muestra la estrategia general y en la Tabla 4 los buffers utilizados.
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Maceracion de la
muestras con CO,
solido
Pesar 2 g de Pesar 200 mg de
muestra muestra
| |

Adicionar perlas de vidrio en una
proporcion semejante a la muestra

A v

Adicionar 6 ml de Adicionar 1 ml de

buffer de buffer de

extraccion Ay B extraccion C

¥ v
Agitar en vortex a mdxima Agitar en vortex a mdaxima velocidad 1 h
velocidad 5 min por intervalos de 5 min

T 3 extracciones

consecutivas

Incubar 10 min a temperatura ambiente

v

| Centrifugar 15 minutos a 8000 xg a 4°C |
[
v v
| Fraccion 1,2y 3 H Centrifugar 15 minutos a 13 200 xg a 4°C |{Extractotota

Figura 5. Esquema para la extraccidon de proteinas del pozol

Buffer Composicidn
A Citrato-fosfato 0.1 M pH 5 (Método )
B Citrato-fosfato 0.1 M pH 5, 0.05gm/mL de a-

amilasa de B. subtilis (Método Il)
C 7 M Urea, 2 M tiourea, 2% CHAPS, 2% ASB-14
en buffer 30 mM Tris-HCl pH 8.5 (Método |)

Tabla 4. Soluciones utilizadas para la extraccion de proteinas
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Andlisis quimicos

1. pH

Se suspendieron 2 g de la masa de maiz macerada con CO; en 5 mL de agua destilada. La medicién
de pH se hizo a temperatura ambiente con un potenciémetro de electrodo de vidrio (Corning 130)

previamente calibrado con soluciones de pH 4, 7 y 10.

2. Cuantificacion de proteina cruda
Se determind la concentracion de proteina cruda por el método de Kjeldahl (AOAC 2001.11), el cual
consta de dos pasos consecutivos: a) descomposicién de la materia organica bajo calentamiento en
presencia de acido sulfurico concentrado y b) cuantificacién de la cantidad de amoniaco obtenido
en la muestra.
El método de Kjeldahl consta de las siguientes etapas:

1. Digestién Proteina + H,S04 = CO ; + (NH4)2S04 + SO,

2. Destilacion NH; + H3BO3; - NH;H,BO3

3. Titulacién  NH4H;BO;3 + HCI = H3BO3 + NH4Cl

Para convertir el nitrégeno a proteina se emplea un factor que considera la cantidad de nitrégeno
que tienen las proteinas en los alimentos Tabla 5.
Para este estudio el factor utilizado fue 5.65.

g proteina alimento

Factor = — -
g nitrégeno alimento

Tabla 5. Factores de conversion de nitrégeno a proteina para algunos alimentos.

Alimento % N en proteina | Factor
Huevo o carne 16 6.25
Leche 15.7 6.38
Trigo 18.76 5.33
Maiz 17.70 5.65
Avena 18.66 5.36
Soya 18.12 5.52
Arroz 19.34 5.17
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3. Cuantificacién de proteina soluble

Para determinar la concentracién de proteina presente en las muestras obtenidas se utilizé el
método de microensayo de Bradford (Bio-Rad, México) usando como referencia albumina sérica
bovina (BSA). Este ensayo involucra la unién del colorante azul de Coomassie brillante G-250,
provocando un cambio en el maximo de absorcidén de 465 a 595nm. El complejo proteina-colorante

es proporcional a la concentracién de proteina en la muestra.

4. Determinacidn de azucares reductores por el método de Miller

Permite medir el incremento de los azucares reductores que se forman por la hidrdlisis enzimatica
del almidon. Los azucares liberados se cuantificaron segin el método de Miller (1959), el cual se
basa en la reduccién del 4cido 3,5-dinitrosalicilico a 3-amino-5-nitrosalicilato cuando la temperatura
se eleva en medio basico. El producto de la reaccion es de color naranja-amarillento y posee un

maximo de absorbancia a 575 nm.

Andlisis de los extractos proteicos

1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La separacidn de las proteinas se hizo de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970).

En este sistema las proteinas se solubilizan en el buffer de carga (H,O bidestilada, 10% Glicerol, 10
%SDS, 5% 2-Mercaptoetanol y 0.01% azul de bromofenol), el detergente SDS se une a las proteinas
proporcionandoles carga negativa, por lo cual migran del polo negativo que se encuentra en la
superficie del buffer al polo positivo, en la parte inferior del sistema, evitando la formacion de
interacciones hidrofébicas entre las proteinas. El 2-Mercaptoetanol (2-ME) presente reduce los
puentes disulfuro. La mezcla se lleva a ebulliciéon a 95°C durante 5 minutos para permitir la completa

desnaturalizacion de las proteinas.

Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% y para la electroforesis se corrié a 20

mA hasta que el frente llegd al final del gel.
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2. Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE)

100 pL del extracto de 0 y 48 h de fermentacidn se precipitaron con Etanol/acetona 1:1 y se
disolvieron en buffer de hidratacion (7 M urea, 2 M tiourea, 2% CHAPS, 2% ASB-14, 50 mM DTT y
0.5% anfolitos) para tener una concentracion final de proteina de 100 pg. Con las disoluciones se
hidrataron tiras IPG de 7 cm con una escala de pH de 3-10 (Bio-Rad, México) a 20°C y 50 V por 12
horas. Las proteinas se focalizaron a 20°C en la camara de isoelectroenfoque Protean IEF Cell (Bio-
Rad) siguiendo un protocolo de cuatro pasos: 250 Vh por 15 minutos, luego 4000 V por 2 h, seguido
de 4000 V por 20,000 Vh y finalmente 500 V por aproximadamente 2 h. Después de la focalizacién
las tiras fueron equilibradas en el buffer de equilibrio | (6 M urea, 2% SDS, 0.05 M Tris-HCIl pH 8.8 y
2% DDT) por 10 minutos, seguido de agitacion en el buffer de equilibrio Il (6 M urea, 2% SDS, 0.05
M Tris-HCl pH 8.8 y 2.5% de iodoacetamida) por 10 minutos. Las tiras se colocaron horizontalmente
sobre un gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) en una camara de electroforesis (Bio-Rad, México)
a temperatura ambiente. La electroforesis se corrid durante una hora a 5 mA para permitir la
entrada de las proteinas al gel concentrador y se continud a 15 mA hasta que el frente llego al final

del gel.

Identificacion de la actividad proteolitica in situ

Para ambos casos se realizd un zimograma de actividad proteolitica, adicionando caseina sin
vitaminas (Sigma-Aldrich) al 0.05% en el gel separador. Después de la separacidn, los geles se
incubaron con Triton X-100 al 2.5% en agitacién constante por 15 minutos, posteriormente se
dejaron toda la noche a 4°C en un buffer Tris 0.04 M pH 7.6, 2 mM CaCl, y 2 mM de MgCl,.
Finalmente para visualizar las bandas de digestién de caseina en el gel, se realizé una tincién del gel
con azul de Coomassie 0.2%, etanol 90% y acido acético 20%. La actividad se observa como bandas

o puntos transltcidos sobre un fondo azul.
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Secuenciacion de proteinas

Las proteinas que presentaron actividad proteolitica fueron escindidas en 1mm de un gel sin caseina

y secuenciadas en el IRCM-Montreal (Institut De Recherche Clinique De Montreal).
1. Digestién de proteinas

El protocolo de la digestidn en gel aplicado en el IRCM se basa en los resultados obtenidos por Havlis
et al. (2003), que permite la digestién de las proteinas en 6 horas. Los geles se lavaron con agua
durante 5 minutos y se destifieron dos veces con buffer de destincidn (tiosulfato de sodio 100 mM,
ferricianuro de potasio 30 mM) durante 15 minutos. Se realizé un lavado adicional de 5 minutos con

buffer bicarbonato de amonio 50 mM.

Las piezas del gel fueron deshidratadas con acetonitrilo durante 30 min a 40°C, posteriormente se
alquilaron con la adicién de buffer de alquilacion (yodoacetamida 55 mM y bicarbonato de amonio
100 mM) durante 20 minutos a 40°C. Después se secaron a 40°C durante 5 min y se rehidrataron a
4°C durante 40 minutos con la solucién de tripsina (6 ng/L de tripsina de grado de secuenciacion de
Promega y bicarbonato de amonio 25 mM). La digestién de proteinas se realizé a 58 ° C durante 1
hora y se detuvo con 15 plL de 1% de acido formico/2% de acetonitrilo. El sobrenadante se transfirio
a una placa de 96 pocillos y se realizd la extraccidén de los péptidos a 30 minutos a temperatura
ambiente utilizando buffer de extraccion (1% de acido férmico/50% ACN). Todos los extractos de
péptidos se combinaron en la placa de 96 pocillos y luego se secaron completamente en una

centrifuga de vacio. La placa se selld y se almacend a -20 ° C hasta el analisis LC-MS/MS.

2. Identificacion de proteinas en la base de datos
Para la obtencidn de las secuencias de los péptidos, los espectros obtenidos experimentalmente por
espectrometria de masas (MS/MS) se compararon con los espectros de fragmentacion tedricos de
péptidos contenidos en Mascot (Matriz de Ciencias, Londres, Reino Unido; versién 2.3.02), los
pardmetros utilizados para la asignacién fueron: una tolerancia de masas de fragmentos de iones
de 0,60 Da y una tolerancia del ion primario de 10,0 PPM.
La busqueda de proteinas se realizé una vez identificados los péptidos en dos bases de datos NCBI

y UniProtKB/Swiss-Prot para bacterias, hongos y plantas.
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Andlisis del metaproteoma del pozol (criterios de identificacion)

Se utilizé el programa Scaffold (versidn Scaffold_4.0.7, Proteoma Software Inc., Portland, OR) para
validar los péptidos y proteinas identificadas por MS/MS. Dado que el principal desafio es controlar
la identificacidon incorrecta de proteinas, principalmente cuando se tienen conjuntos de bases de

datos grandes, fue necesario establecer los criterios de identificacion.

Para la descripcién de la diversidad de microorganismos y secuenciacién de las proteinas con
actividad proteolitica se tomaron como validos 2 péptidos Unicos, mientras que la identificacién de
las proteinas del metabolismo del nitrégeno se aceptd un péptido Unico. En todos los casos se
tomaron como vdlidas probabilidades mayores para péptidos y proteinas de 70% y 95.0%,

respectivamente.

Los métodos completos se describen en el apéndice I.
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Al seguir la fermentacién de dos muestras de maiz nixtamalizado, adquiridas en el mercado de
Villahermosa, Tabasco durante 15 dias, se observd que durante los primeros dos dias de
fermentacién el pH disminuyd drasticamente de 7.7 a 4.7 y llegd hasta 3.8 a las 360 horas de
fermentacién (Figura 6, panel izquierdo). Tomando en cuenta que son las primeras 24 horas donde
se puede apreciar un cambio significativo en los valores de pH, se decidié seguir la fermentacién por
periodos de tiempo mds cortos (cada 3 horas). La mayor disminucidn se observod entre las 6 y 9 horas
de fermentacidon, una unidad de pH en sélo 3 horas y continud disminuyendo hasta las 24 horas,

alcanzandose un pH final de 4.65 (Figura 6, panel derecho).

Siendo la elaboracién del pozol un proceso artesanal, no es posible controlar lo que realizan los
productores. Se ha observado que en algunos casos el grano se muele practicamente después de la
coccion, los lavados son superficiales y/o el remojo se ha casi eliminado, por lo que puede haber
remantes de hidréxido de calcio en los granos. Esto provoca que el pH inicial de las muestras
fermentadas a 37°C y 29°C sea diferente; sin embargo, al cabo de 24 h la fermentacién alcanza el

mismo pH.

Se ha reportado que durante la fermentacién del pozol, la actividad metabdlica de las bacterias
acido lacticas se ve reflejada en la produccién de acido lactico (150 a 200 umol/g de peso hiumedo)
como producto principal y &acido acético (30.4 umol/g de peso himedo) como productos

secundarios, lo que provoca la reduccion de pH (Ampe et al., 1999; Ben Omar, 2000).
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Figura 6. Valores promedio de pH de las muestras de pozol fermentadas. Panel izquierdo muestras

fermentadas a 37°C, panel derecho muestras fermentadas a 29°C.

El contenido de nitrégeno total y protéico en las muestras de pozol se muestra en las Figuras 7 y 8.

Nuevamente se analizé la fermentacién a 37°C y se observé un incremento significativo (p<0.05) a

partir de las 24 horas de fermentacién, el maximo contenido de nitrégeno total y proteico se vio a

la 72 horas (29.43%) y se mantuvo practicamente constante hasta las 360 horas (Figura 7).

En la fermentacion a 29°C, no se encontro diferencia significativa en el contenido de nitrégeno total

y proteico en las primeras 9 horas de fermentacidn (p>0.05), sin embargo, a partir de las 24 horas

hay un incremento significativo (p<0.001) de hasta 15.91% a las 48 horas de fermentacidon (Figura

8).
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Figura 7. Contenido de nitrégeno total y protéico en muestras de pozol fermentadas a 37°C. Grupos donde no
hubo diferencia significativa (p>0.05) se sefialan con letras iguales. Grupos donde hubo diferencia significativa

(p<0.05) se sefialan con letras diferentes.
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Figura 8. Contenido de nitrégeno total y protéico en muestras de pozol fermentadas a 37°C. Grupos donde no
hubo diferencia significativa (p>0.05) se sefialan con letras iguales. Grupos donde hubo diferencia significativa

(p<0.001) se sefialan con letras diferentes.

Identificacion de la actividad proteolitica in situ

La electroforesis en una y dos dimensiones son herramientas eficaces para analizar mezclas
complejas de proteinas expresadas en un organismo bajo determinadas condiciones (temperatura,
pH, entre otras). Sin embargo, la extraccidon de proteinas sigue siendo un paso restrictivo, puesto
que para la seleccién del método es necesario tomar en cuenta las caracteristicas fisicas y quimicas

de la muestra (Martins-de-Souza et al., 2007).

w



RESULTADOS

En los granos de maiz, como muchas otras semillas, se acumulan cantidades importantes de
compuestos de reserva: lipidos, carbohidratos (almidén principalmente 75%) y proteinas (50%). El
almidoén, sufre cambios estructurales durante la nixtamalizacion del maiz incluyendo: la
gelatinizacidn parcial, retrogradacién y entrecruzamiento. Lo que interfiere con la deteccién de las
proteinas de los microorganismos que fermentan el pozol. A pesar de la complejidad del sistema

Cardenas et al., (2014) desarrollé y optimizd un protocolo para la recuperacién de proteinas.

Este método se utilizé para la extraccién de las proteinas totales e incluyé la maceracién del pozol
con CO; para disminuir el tamafio de particula lo que favorecid la interaccidn del buffer de extraccidn
con lo granulos de almiddn insoluble. Ademds, fue necesario el uso de agentes caotrépicos (Ureay
Tiourea) y detergentes no iénicos (ASB-14 y CHAPS) para una eficiente extraccion de proteinas (ver

Método 1).

Adicionalmente se disefié una metodologia para la obtencidn de proteinas activas (Método Il), es
decir bajo una condicién suave que no inactivara las enzimas. Para ello el almiddn fue inicialmente
hidrolizado con una alfa-amilasa comercial de B. subtilis (Sigma-Aldrich) en el amortiguador de

citrato-fosfato 0.1 M, pH 5.

El primer paso fue establecer la concentraciéon de enzima, para ello se realizd la extraccion
secuencial (Ver materiales y métodos) sin enzima y con diferentes concentraciones de enzima en
una muestra de pozol fermentada por 24 horas. Los extractos obtenidos se analizaron en geles SDS-
PAGE para la deteccion de actividad proteolitica. Adicionalmente se midieron azucares reductores

para comprar si el almiddn estaba siendo hidrolizado.

En todos los casos se observé una banda de actividad proteolitica de 48 KDa, sin embargo, al
comparar las muestras donde la enzima fue utilizada se parecia otra banda de actividad de menor
peso molecular (21 KDa) (Figura 9). Lo que sugiere que la enzima ayuda a liberar proteinas por la

hidrélisis del almiddn.
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42 KDa 42 KDa

21 KDa

Figura 9. Zimograma con 0.05% de caseina para una muestra fermentada por 24 horas. (A) Método Il sin
enzima. (B) Método Il con diferentes concentraciones de enzima. Carriles: 1) Marcador de Peso molecular, 2)
48.9 U de alfa-amilasa de B. subtilis/mL, 3) 24.4 U de alfa-amilasa de B. subtilis/mLy 4) 12.2 U de alfa-amilasa
de B. subtilis/mL.

En cuanto a la cuantificacién de azucares reductores, se observé una mayor liberacidon en todos los
casos donde se utilizd la enzima. Si bien hay una diferencia significativa (p<0.05) entre la
concentracion 1 (C;) y la concentracion 2 (Cy), el uso de concentraciones mayores a 24.4 U de alfa-

amilasa de B. subtilis/mL no se ve reflejado en una mayor liberacién de azucares (Tabla 6).
Tabla 6. Concentracidn de azucares reductores liberados después de la extraccion con los diferentes métodos.

Concentracién de enzima mg de glucosa/g muestra

(U de alfa-amilasa de B.

subtilis/mL)

Sin enzima 1.46+0.38°
12.2 (Cy) 52.01+1.72°
24.4 (Cy) 64.79 +1.32°¢
48.9 (C3) 65.19+ 1.69°¢

Grupos donde no hubo diferencia significativa (p>0.05) se sefialan con letras iguales. Grupos donde hubo

diferencia significativa (p<0.001) se sefialan con letras diferentes.
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Al evaluar el rendimiento de proteina en cada uno de los métodos se observé que la mayor
recuperacion se logra con el método |, arriba de 16 mg proteina/ g muestra. Mientras que con el
método I, la recuperacién de proteina es muy baja y no se observan diferencias significativas por la

adicion de la amilasa (p<0.05) (Tabla 7).

Resultados similares han sido reportados en la extraccidon de proteinas para una muestra de pozol
fermentada por 360 h, en donde el uso de soluciones que contenian agentes caotrépicos y
detergentes no idnicos dio rendimientos veinte veces mayores en comparacién con soluciones
amortiguadoras (Cardenas et al., 2014). En general, la composicidon del buffer que se utiliza

determina el grado de recuperacién de proteinas durante la extraccién.

Tabla 7. Rendimiento de extraccién de proteinas con los diferentes métodos en una muestra de pozol a

diferentes tiempos de fermentacion.

Tiempo de Método de extraccién
fermentacién (horas) | Il sin amilasa Il con amilasa

Cantidad de proteina (mg proteina/g muestra)

0 16.13 + 0.839 1.74 £0.762 1.28 £0.0569
24 18.58 + 1.168 0.78 £0.051 0.71+0.033
72 25.92 £ 0.894 0.47 +0.157 0.62 +0.0584

360 29.67 £ 0.986 0.51+0.194 0.53 +0.0566

Los extractos obtenidos de ambos métodos se concentraron por ultracentrifugacién para su
posterior analisis en geles SDS-PAGE para la deteccién de actividad proteolitica a dos pH de

renaturalizacion (6 y 7.6).

Si bien la metodologia | permite una mayor extraccidn de proteinas, no es ideal para la identificacién
in situ de las proteasas activas presentes en la fermentacién del pozol ya que el uso de agentes
caotrépicos y detergentes ocasionan la desnaturalizacidn y por lo tanto la pérdida de actividad de

la enzimas presentes en la masa (Figura 10).

Por otro lado, la metodologia Il permitié la extraccién de una banda de actividad con un peso
molecular de aproximadamente 42 KDa en los tiempos de fermentacién de 24 y 72 horas. Cuando

la amilasa es incluida durante la extraccion aparece una banda adicional, con un peso molecular de
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aproximadamente 21 KDa en todos los tiempos de fermentacién, incluido del tiempo cero en el cual

aun no hay un crecimiento apreciable de microrganismos.

La incubacidén de los geles para la renaturalizacidon de las enzimas se hizo a dos pH (6 y 7.6), los

resultados no mostraron ninglin cambio en el patrén de bandas obtenido.

A

1 2 3 4 5
KDa —_—

200000
116250
97400
66200

45000 42 KDa

31000

21500

Figura 10. Zimograma con 0.05% de caseina (A) Método |, (B) Método Il sin enzimay (C) Método Il con enzima.
1) Marcador de peso molecular, 2) muestra sin fermentar, 3) Pozol fermentado 24 horas, 4) Pozol fermentado

72 horas y 5) Pozol fermentado 360 horas. La banda de proteina de 62 KDa que se observa en C corresponde

KDa
200000
116 250
97 400
66200

45000

31000

21500

a la alfa-amilasa de Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich).
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Este mismo patrdon de bandas se observd al analizar la muestra B, con el método Il con amilasa. La
banda de mayor peso molecular (42 KDa) aparece en etapas tempranas de la fermentacion (9 horas)

(Figura 11

200000
116250
97400
66200 62 KDa
45000

42 KDa
31000

21 KDa

Figura 11. Zimograma con 0.05% de caseina. 1) Marcador de peso molecular, 2) muestra sin fermentar, 3)
Pozol fermentado 3 horas, 4) Pozol fermentado 6 horas, 5) Pozol fermentado 9 horas, 6) Pozol fermentado 12
horas, 7) Pozol fermentado 15 horas, 8) Pozol fermentado 18 horas, 9) Pozol fermentado 24 horas y 10) Pozol

fermentado por 48 horas.

El método final incluye la extraccidn de las proteinas con 24.4 U de alfa-amilasa de B. subtilis/mL en
buffer citrato-fosfato 0.1 M pH5 como se esquematiza en la seccidon de materiales y métodos (Figura

5).

Posteriormente los extractos de la muestra de pozol sin fermentar y fermentada por 48 horas se
analizaron en geles bidimensionales (2D-PAGE). La separacién de las proteinas se realizé por punto
isoeléctrico en una tira IPG de 7 cm con una escala de pH de 3-10 y posteriormente por peso

molecular.

Se lograron detectar puntos con actividad, cuyos pesos moleculares coinciden con los encontrados
para los geles SDS-PAGE (21 KDa y 42 KDa), con un punto isoeléctrico de aproximadamente 6.6 y

7.7, respectivamente (Figura 12).

Tanto en los geles SDS-PAGE como en los geles 2D-PAGE se logra apreciar la alfa-amilasa de B.

subtilis con un peso molecular de 62 KDa (Sigma-Aldrich).
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pH3-10,7cm pH3-10,7cm

KDa
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Figura 12. Zimograma con 0.05% de caseina. Panel derecho muestra sin fermentar, panel izquierdo muestra

fermentada por 48 horas.
Identificacion de las proteinas con actividad proteolitica

Para determinar el tipo de proteasas activas durante la fermentacidn del pozol, las bandas del gel
SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie para los tiempos de fermentacion de cero y 48 horas, se
secuenciaron por espectrometria de masas en tdndem (MS?). Se logré identificar 1 proteasa de
bacteria, la aminopeptidasa C de la bacteria Streptococcus thermophilus, correspondiente a la

muestra de 48 horas de fermentacién (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de las secuencia de la muestra de 48 h de fermentacion.

Nimero de
Peso molecular Porcentaje de
Nombre Fuente péptidos
(KDa) cobertura (%)
identificados
Aminopeptidasa SO 50 A 1
C thermophilus

La aminopetidasa C es importante en la hidrélisis de péptidos, cataliza la hidrdlisis de residuos de
aminoacidos del extremo N-terminal en las cadenas polipeptidicas. Su especificidad varia
dependiendo de la fuente, pero tiene preferencia por metionina, leucina y alanina. Es una enzima
importante para el desarrollo de sabores, acelera la maduracién del queso y ayuda a la reduccidn

del sabor amargo (Fernandez, 2000). Es importante sefialar que esta aminopeptidasa identificada
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pertenece a la especie S. thermophilus, bacteria que no ha sido reportada en el pozol por lo que esta
enzima podria pertenecer a la bacteria predominante en la fermentacién S. infantarium, de la cual
no hay genoma disponible para su asignacion. La banda de 42 KDa aparece desde las 9 horas de

fermentacién, que corresponde al tiempo en donde se observa un cambio importante de pH.

También se encontraron péptidos de proteinas del metabolismo de aminoacidos (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de las secuencia de la muestra de 48 h de fermentacidn.

Numero de
Peso molecular Porcentaje de
Proteina Especie péptidos
(KDa) cobertura (%)
(identificado)s
Lactococcus
Arginina deiminasa lactis subsp. 46 18 58
lactis
Arginina deiminasa Pseudomonas 47 8 20
putida

No se identifico alguna proteasa correspondiente a la banda de 21 KDa, probablemente debido a

gue su abundancia relativa es muy baja en relacidn a otras proteinas que migran en la misma banda.

Analisis del metaproteoma del pozol

e Diversidad de microorganismos en el pozol
Los alimentos son matrices complejas cuyo estudio a través de herramientas protedmicas ha
permitido la identificacion de compuestos bioactivos funcionales, evaluacién de la seguridad de los
ingredientes alimentarios, deteccion y control deterioro de alimentos o microorganismos
patdgenos, entre otros. La complejidad de este tipo de estudios se incrementa cuando el alimento
no proviene de un solo organismo, sino de mezclas complejas de estos como en los alimentos

fermentados.

La metaprotedmica (estudios de los proteomas derivados de todo un conjunto de organismos de un
mismo ecosistema) fue desarrollada recientemente para el estudio fisiolégico de comunidades
microbianas. A diferencia de los estudios protedmicos clasicos esta nueva tecnologia ha permitido:

i) mayor cobertura del proteoma para la identificacién y cuantificacién de miles de proteinas de una
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sola muestra o de un conjunto de muestras, ii) identificacion de péptidos usando mediciones de
masa de alta precision, iii) deteccidn de abundancia de péptidos, y iv) resolucion de péptidos

similares en muestras complejas (Muller y Pan, 2013).

Un avance importante en la investigacion metaprotedmica, ha sido la aparicién de técnicas de
ionizacion suaves (por electrospray), que ha permitido el andlisis directo de muestras de proteinas
y péptidos mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa en tandem (LC-

MS/MS) denominado “shotgun” (Muller y Pan, 2013).

Si bien el pozol es un sistema complejo, se ha desarrollado y optimizado una metodologia de
extraccidn para la obtencion del metaproteoma a diferentes tiempos de fermentacion (0, 24, 72 y

360 horas) (Cardenas et al., 2014).

En este trabajo, al analizar el metaproteoma a los diferentes tiempos de fermentacion, se lograron
identificar un total de 985 proteinas de bacterias y 996 proteinas de hongos, las cuales incluyen un

importante numero de proteinas de microorganismos que no habian sido descritos en el sistema.

Las proteinas mayormente representadas en bacterias pertenecen al grupo de las bacteria acido
lacticas, principalmente del género Streptococcus, el cual esta presente desde las 24 horas de
fermentacién (14.63%) y es mas abundante a las 72 horas (60.37%), seguido de Lactococcus y
Lactobacillus siendo mas abundante este ultimo al final de la fermentacidn (26.56%). También se
identificaron géneros de bacterias que hasta el momento no se han descrito en el sistema como:
Synechococcus, Rhizobium, Ricketssia y Actinobacillus todos ellos presentes desde el tiempo cero de

fermentacidn con una abundancia similar (4.54%) (Figura 13).

En el caso de una muestra de pozol fermentada por 15 dias, los géneros mas representados fueron

Lactobacillus (22%) bacteria acido lactica y Acetobacter (14%) (Cardenas et al., 2014).

En relacidn a los hongos, se puede observar que estan presentes desde el inicio de la fermentacion.
En comparacidon con las bacterias hay una menor diversidad de géneros y las proteinas
predominantes pertenecen a Aspergillus y Schizosaccharomyces con mas del 7.69% de abundancia

relativa (Figura 14).
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Las proteinas identificadas para bacterias y hongos fueron categorizadas de acuerdo con términos
de Ontologia Génica (COG), como se puede ver en las Figuras 15 y 16, los procesos bioldgicos
principalmente representados fueron procesos anabdlicos y catabdlicos (procesos metabdlicos) y
aquellos que se llevan a cabo a nivel celular, por ejemplo, comunicacién celular (procesos celulares).
Esto indica que desde el inicio de la fermentacidn no sdélo las bacterias estan metabdlicamente
activas sino también los hongos. Resultados que coinciden con los andlisis microbioldgicos que
reportan que desde el inicio de la fermentacién estdn presentes tanto bacterias como hongos pero
en diferentes concentraciones, 10° ufc/ g de masa seca y 102 ufc/g de masa seca, respectivamente

(Diaz-Ruiz et al., 2003).

e Utilizacién de nitrégeno en el pozol
El nitrégeno junto con el carbono, oxigeno e hidrégeno, es un elemento esencial para el crecimiento
de los microorganismos. Forma parte de moléculas importantes para la actividad bioldgica como

son proteinas, acidos nucleicos, coenzimas, fosfolipidos, entre otros.

La contribucion de nitrégeno inorgdnico y organico para satisfacer estos requerimientos en los
microorganismos que crecen en el pozol es completamente desconocida. Sin embargo, se ha
observado la presencia de microorganismos proteoliticos a las 20 horas (6x10° ufc/g) y un
importante incremento de nitrégeno durante la fermentacion (Loaeza, 1991). Por lo que se decidio
realizar en el metaproteoma del pozol la busqueda de proteinas involucradas en la utilizacion de

nitréogeno durante la fermentacion.

La busqueda de proteinas se hizo en dos bases de datos NCBI y UniProtKB/Swiss-Prot para bacterias,
hongos y plantas. A diferencia de NCBI, UniProtKB/Swiss-Prot es un repositorio de datos solo para
proteinas con informacidn extraida de la literatura y andlisis computacional. No solo proporciona el

nombre de la proteina, también da informacién sobre su funcidn, localizacién y proceso bioldgico.

A pesar de que NCBI incluye una coleccidon de secuencias de varias fuentes, el nimero total de
proteinas identificadas fue mayor con UniProt. Estas proteinas se clasificaron de acuerdo a su

término GO por funcién bioldgica y proceso metabdlico en:
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I Biosintesis de aminodcidos
Il. Degradacién de aminoacidos
Il. Transporte de aminodacidos, péptidos y amoniaco.
V. Procesamiento de proteinas (proteasas)
V. Metabolismo de nitrégeno

VI. Fijacidn de nitrégeno

La mayoria de las proteinas identificadas tanto en bacterias, hongos y plantas estdn involucradas en
la degradacion de proteinas (como son la Aminopeptidasa M1-A, Aminopeptidasa N, Dipeptidil
peptidasa IV, entre otras). Ademas, algunas estan involucradas en la degradacién de proteinas mal
plegadas o innecesarias (subunidad 26S del proteosoma, Clp proteasa dependiente de ATP,
peptidasa S16 dependiente de ATP, Lon peptidasa, entre otras), las cuales pueden ser degradadas
hasta péptidos pequefios para su reutilizaciéon en la sintesis de proteinas. Adicionalmente, se

encontraron proteinas involucradas en la biosintesis, degradacién y transporte de aminoacidos.

Como se esperaba, se encontraron proteinas del metabolismo de nitrégeno inorganico para
bacterias y plantas y la proteina-hierro del complejo enzimatico nitrogenasa necesaria para la

fijacién de nitréogeno atmosférico en bacterias.

En relacion con el tiempo de fermentacidn no se observé ningln cambio en cuanto al nimero de

proteinas encontradas por dominio, funcién y proceso metabdlico (Figura 17).

La informacidon completa de las proteinas identificadas se encuentra en el apéndice II.
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Cyanothece
Psychromonas
Choroflexus
Leptolyngbya
Exiguobacterium
Marinomonas
Oligotropha
Granulibacter
Gluconacetobacter
Pelagibacter
Maricaulis
Caulobacter
Treponema
Francisella
Moorella
Actinobacillus
Thermoanaerobacter
Rhizobium

Rickettsia
Synechocystis
Wolinella
Rhodopseudomonas
Parabacteroides
Escherichia
Staphylococcus
Listeria

Enterococcus
Lactococcus
Streptococcus
Lactobacillus
Thermosynechococcus
Synechococcus

Géneros

Bacterias

m Tiempo de fermentacién 0 horas
H Tiempo de fermentacién 24 horas
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Figura 13. Distribucién de géneros de bacterias identificada con mas de un péptido por LC-MS/MS a diferentes tiempos de fermentacion.
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Género

Sordaria
Penicillium
Neocallimastix
Scheffersomyces
Meyerozyma
Yarrowia
Orpinomyces
Agraricus
Lentinula
Botryothinia
Phaeosphaeria
Coccidioides
Ustilago
Pneumocystis
Komogataella
Puccinia
Candida
Podospora
Ashbya
Neurospora
Asperguillus

Kluyveromyces

Schizosaccharomyces

Saccharomyces

Cryptococcus

Hongos

[
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[
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| m Tiempo de fermentacién 24 horas
m Tiempo de fermentacién 72 horas
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Figura 14. Distribucién de géneros de hongos identificada con mas de un péptido por LC-MS/MS a diferentes tiempos de fermentacion.
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Términos GO
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B Tiempo de fermentacion 0 horas B Tiempo de fementacién 24 horas E Tiempo de fermetnacion 72 horas B Tiempo de fermentacién 360 horas

Figura 15. Distribucién de proteinas de bacterias por proceso bioldgico de acuerdo a los términos GO.
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Términos GO

Hongos
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Figura 16. Distribucion de proteinas de hongos por proceso bioldgico de acuerdo a los términos GO.
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Figura 17. Proteinas identificadas en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot y NCBI.
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DISCUSION

DISCUSION

El pozol constituye un alimento bdasico para la poblacidon indigena y mestiza del sureste; es
consumido en ocasiones como Unico alimento durante las jornadas de trabajo y también es utilizado
como alimento de sustitucion. La masa fermentada contiene proteina de mejor calidad, mayor
cantidad de aminoacidos (lisina y triptdéfano, entre otros) y vitaminas (niacina y riboflavina) respecto
al maiz. Ademds, se ha reportado que durante la fermentacién hay un incremento en el contenido
de nitrégeno total (44.5%-68.5%) con respecto a la masa no fermentada (Cravioto et al., 1951; Ulloa

etal., 1971).

Con el fin de comprobar si la fermentacion es la responsable del incremento de nitrégeno, en este
trabajo se evalué el contenido de nitrégeno total y proteico en distintas etapas de la fermentacion.
Se observo que en las muestras sin fermentar, el contenido promedio de proteina es menor (5.59%)
al reportado en maiz sin nixtamalizar 8.14% (Paredes et al., 2008). Esta diferencia puede estar

relacionada a posibles pérdidas de proteina durante la eliminacién del pericarpio.

A diferencia de estudios previos que han reportado una maxima concentracién de proteina a los 10
dias de fermentacidon (Aguilera, 1989; Loaeza, 1991), en este trabajo se observd en etapas
tempranas (3 dias de fermentacién) (Figura 7 y 8). El incremento en el contenido proteico puede
relacionarse con la presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno, las cuales alcanzan su maximo
desarrollo a las 80 horas (7.5x107 ufc/g muestra). Mientras que la disminucion observada a partir de
los 15 dias de fermentacion coincidié con la fase de declive de estas bacterias (después de las 250

horas de fermentacién) (Loaeza, 1991).

En Africa, donde también es comuin el uso de cereales para la preparacién de alimentos
fermentados, se elabora el togwa que es un alimento producido en Tanzania a partir de maiz y/o
sorgo remojado, molido y cernido en forma humeda, el cual se deja sedimentar y fermentar. Se ha
reportado que durante la fermentacidon de este alimento se desarrolla una gran abundancia de
microorganismos, sin embargo, este crecimiento no estd acompafiado de un incremento
significativo de proteina (Mugula et al., 2002). Contrario a esto, en este estudio se encontrd que la
fermentacién del pozol siincremento de forma significativa (p<0.05) el contenido de nitrégeno total
y proteico a partir de las 24 horas (Figura 7 y 8). Lo que sugiere que durante la fermentacion hay

fijacién de nitrégeno.
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El hecho de haber identificado enzimas proteoliticas, puede indicar que durante la fermentacién del
pozol hay degradacion de proteinas para la generacidon de péptidos y aminodacidos indispensables
para el crecimiento de los microorganismos. Si bien en este estudio no se evaluaron los productos
de degradacidn, si se ha reportado que en fermentaciones amildceas, la presencia y actividad de las
enzimas proteoliticas de bacterias acido lacticas como, L. brevis, L. plantarum, L. fermentum, W.
confusa, entre otras, incrementa ligeramente el contenido de proteina soluble al igual que lo
observado durante la fermentacién del pozol (incremento de hasta 3.8%) (Loaeza, 1991); sin
embargo, la concentracion de la mayoria de los aminoacidos se reduce lo que implica un mayor

aprovechamiento de estos para el metabolismo microbiano (Mugula et al., 2001).

Por otro lado, la secuenciacion por espectrometria de masas (LC MS/MS) de las proteinas detectadas
in situ permitié la identificacion de la aminopeptidasa C de Streptococcus thermophilus de 50 KDa
con 4 péptidos Unicos. Como se menciond en la parte de resultados, esta bacteria no ha sido
identificada en el pozol y dado que S. infantarium es la bacteria predominante se decidié hacer una

comparacién de las secuencias de aminodacidos para esta proteina (ClustalW2).

El porcentaje de identidad entre la secuencia completa de ambas aminopeptidasas fue de 82.47%.
Al realizar la comparacién con las secuencias de los péptidos Unicos, se observé que en dos de ellas
hay un aminoacido diferente (treonina por valina y serina por alanina) (Figura 18). En este punto es
importante sefialar que la secuencia de la Aminopeptidasa C de S. infantarium se obtuvo a partir del
“draft” que se tiene de su genoma, por lo que existia la posibilidad de que este cambio en los
aminodcidos se debiera a que el genoma aln no estd bien armando. Para tener una mejor idea
acerca de si el cambio en los aminodcidos es algo presente en otras peptidasas o si puede estar
relacionado con una mala anotacién en el genoma de S. infantarium, se realizé un alineamiento con
las secuencias de otras aminopeptidasas del género Streptococcus encontrandose que el cambid en

los aminoacidos esta presente en varias de estas enzimas (Figura 19).
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S. infantarium MSELSSTFTDKLFADFQADSKLRAVENAVTHNGLLKSLETRQSEMENYHAFSIDLTKDKV 60
S. thermophilus MTSLSTDFTEKLFADYEANAKYGAIENAVTHNGLLKSIETRQSEVENDFVESIDLTKDEV 60
S. infantarium ANQKASGRCWMFAALNTFRHKMISDLNLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWEFLEQVIATADQ 120
S. thermophilus SNQKASGRCWMFAALNTFRHKLISDFKLESFELSQAHTFFWDKYEKSNWEFLEQIIATADQ 120
S. infantarium ELGSRKVKFLLDMPOODGGQWDM LFEKYGVVPKDAYPESISSSNSRELNQYLNKLLR 180
S. thermophilus EIGSRKVKFLLDEPQOODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESVASSNSRELNQYLNKLLR 180
S. infantarium ODAQILREAIAAGADDKAVQTKKEALLQEVENFLAINLGLPPRTFDFAYRDKDNNYHSDK 240
S. thermophilus ODAQILRDLIASGADQAAVQAKKEEFLQEIFNYLAMTLGLPPRQFDFAYRDKDDNYRSEK 240

Figura 18. Alineamiento de la aminopeptidasa C de S. thermophilus con S. infantarium. En sombreado

amarillo se indican los péptidos Unicos y en color rojo los aminoacidos diferentes.

S. pneumoniae VINQKASGRCWMFAALNTFRHKLISQYKLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWELEQVIATSD 119
S. mitis VINQKASGRCWMFAALNTFRHKLISQYKLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWELEQVIATAD 119
S. gordonii VSDQKASGRCWMFAALNTFRHKMIAGFQLEDFELSQAHTFFWDKYEKSNWELEQMLATAD 119
S. sp. VANQKASGRCWMFAALNTFRHKMISDLNLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWEFLEQVIATAD 119
S. infantarium VANQKASGRCWMFAALNTFRHKMISDLNLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWELEQVIATAD 119
S. mutans VSNQKASGRCWMFAALNTFRHKLISDFKLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWELEQVIATAD 119
S. equi VSNQKASGRCWMFAALNTFRHKLISEFKLEDFELSQAHTFFWDKYEKSNWEMEQVIATAD 119
S. pyogenes VSNQKASGRCWMFAALNTFRHKLITEFKLENFELSQAHTFFWDKYEKANWEMEQVIATAD 119
S. thermophilus VSNQKASGRCWMFAALNTFRHKLISDFKLESFELSQAHTFFWDKYEKSNWELEQITATAD 119
S. agalactiae VSNQKQSGRCWMFAALNTFRHKLISDFKLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWEMEQITATAN 119
S. suis VSNQKASGRCWMFAALNTFRHKLISDFKLENFELSQAHTFFWDKYEKSNWEFLEQITIATAD 119
S. moniliformis VSNQKSSGRCWIFAALNTLRHKMNKEYNLENFELSQTYTFFWDKLEKSNFFLDAITIKTHK 112
S. pneumoniae QELTSRKVSFLLOMPQODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESVSSSSSRELNAILNKLL 179
S. mitis QDLTSRKVKFLLOMPQODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESVSSSSSRELNAILNKLL 179
S. gordonii QELTSRKVKFLLD@PQODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESISSGNSRELNQILNKLL 179
S. sp. QELGSRKVKFLLDMPQODGGQWDM LFEKYGVVPKDAYPESISSSNSRELNQYLNKLL 179
S. infantarium QELGSRKVKFLLDMPQODGGQWDM LFEKYGVVPKDAYPESISSSNSRELNQYLNKLL 179
S. mutans EELASRKVKFLLD@PQODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESISSSASRELNQYLNKLL 179
S. equi QALTSRRVKFLLDMPQODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESVSSSNSRELNQYLNKLL 179
S. pyogenes QELTSRKVKFLLDMPQOODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESISSSNSRELNQYLNKLL 179
S. thermophilus QEIGSRKVKFLLDE@PQODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESVASSNSRELNQYLNKLL 179
S. agalactiae QELSSRKVKFLLDMPQOODGGQWDM! LFEKYGVVPKTVYPESVSSSASRELNQYLNKLL 179
S. suis QEIGSRKVKFLLD@PQODGGQWDM LFEKYGVVPKSVYPESISSSASRELNQYLNKLL 179
S. moniliformis EDIDSRIVHHLLSIPQQODGGQWDMVVSLIQKYGVVPKSVMPEVYHSSNSAMLNTLLNKKL 172
S. pneumoniae RODAQILRDLLVSGADQATVQAKKEDLLQEIFNFLAMSLGLPPRKFDFAYRDKDNNYKSE 239
S. mitis RODAQILRDLLASGADQATVQAKKEDLLQEIFNFLAMSLGLPPRQFDFAYRDKDNNYQSE 239
S. gordonii RODAQILRELVAEGANSAELQAKKEELLQEVENFLAMNLGLPPRQFDFSYRDKDNNFHSE 239
S. sp. RODAQILREAIAAGADDKAVQTKKEALLQEVENFLAINLGLPPRTFDFAYRDKDNNYHSD 239
S. infantarium RODAQILREAIAAGADDKAVQTKKEALLQEVENFLAINLGLPPRTFDFAYRDKDNNYHSD 239
S. mutans RODAQILRQILAAGADSKAVQAKKEELLQEIFNFLAMNLGLPPRHFDFAYRDKDNHYQSE 239
S. equi RODAQILRDVISAGADHQAVQAKKEELLQEIFNFLAMNLGLPPRQFDFAYRDKDNHYHAD 239
S. pyogenes RODAQILRDLIASGAKADQVEDRKAELLQEIFNFLAMTLGLPPRHFDFAYRDKDDHYHVE 239
S. thermophilus RODAQILRDLIASGADQAAVQAKKEEFLQEIFNYLAMTLGLPPRQFDFAYRDKDDNYQSE 239
S. agalactiae RODAQILRELIAQGADGATVONKKEELLQEIFNFLAMNLGLPPQSFDFAYRDKDNHYQSD 239
S. suis RODAQILRDLLAKGASPEEVQTQKENLLQEIFNFLAVNLGLPPRSFDFAYRDKDNVYHRD 239
S. moniliformis RLNAEILRN---SDLDEKGLYDLKETMIEEIYAFLCVMLGVPPKTFNFEYYDKDKKFHRD 229

Figura 19. Alineamiento de la aminopeptidasa C de diferentes Streptococcus. En sombreado amarillo se

indican los péptidos Unicos y en color rojo los aminodcidos diferentes.



DISCUSION

La Aminopeptidasa C forma parte del sistema proteolitico de bacterias acido lacticas y desempenia
un papel clave en fermentaciones lacteas fermentados ya que no solo ayuda a la degradacion de
oligopéptidos necesario para el crecimiento sino también contribuye de forma importante en la
generacion de sabores. Esta peptidasa esta presente en microorganismos tales como L. lactic, L.
helveticus, S. thermophilus y L. delbrueckii, su pH optimo es entre 6.5-7.5, sin embargo, se debe
tomar en cuenta que los estudios realizados hasta el momento se han centrado en alimentos como

yogurt y queso (Savijoki et al., 2001).

En la banda de menor peso molecular (21 KDa) se identificaron varias proteinas pero ninguna de
ellas con la actividad buscada, es posible que la peptidasa responsable de la actividad en el
zimograma no se detectd en el andlisis protedmico porque la abundancia relativa de esta proteina
es menor en comparacion con las otras proteinas identificadas en la banda de este mismo peso
molecular, o quizd se deba a que en el gel SDD-PAGE esta proteina no migro de la misma manera

que la migracién del zimograma.

Se hizo la comparacién de las proteinas identificadas a partir de los geles SDS-PAGE con los
resultados del metaproteoma. Las comparaciones se hicieron solo para las proteinas identificadas
para bacterias en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot, con un peso molecular entre 45-50 KDa e
involucradas en el metabolismo de aminoacidos. De las 13 proteinas seleccionadas ninguna fue
identificada en ambos casos, lo que indica que el método de extraccion introduce un sesgo en el
tipo de proteinas que se obtienen y por lo tanto en su identificacién. En muestras de biofilm marino
se ha observado que el uso de distintos métodos de extraccidn da como resultado la identificacion

de diferentes metaproteomas para una misma muestra (Leary et al., 2013).

El analisis del metaproteoma del pozol indicé una mayor abundancia de la cisteina y aspartato
proteasa de cereales. En cuanto al analisis de la presencia de especies de hongos y bacterias, se
encontraron proteinas involucradas en la degradacién y transporte de proteinas, oligopéptidos y

péptidos, ademads se lograron identificar enzimas proteoliticas in situ.

En el trigo se ha descrito que la reduccién de pH durante la fermentacion promueve la actividad de
las proteasas de este cereal, lo que provoca la liberacion de péptidos de varios tamanos.
Adicionalmente, la actividad proteolitica de las bacterias y hongos pueden contribuir a esta

protedlisis (protedlisis primaria) (Génzel et al., 2008; Mugula et al., 2003).
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Los péptidos generados son trasportados por sistemas de transporte especificos dentro de la célula
y degradados por proteasas intracelulares para su completa degradacion y posterior son liberados
los aminoacidos producidos por este proceso (protedlisis secundaria) para su utilizacién en diversas
reacciones catabdlicas por bacterias y hongos presentes en la fermentacién (Figura 20) (Ganzel et
al., 2008). Ademas, la actividad de estas proteinas durante la fermentacién no solo permite la
generacion de péptidos y aminodcidos necesarios para el crecimiento de los microorganismos, sino
también, contribuyen de forma importante en la generacién de sabores, acidificacion de los
alimentos fermentados e incremento de la cantidad de proteina soluble (3.8%) (Kabak et al., 2011;

Battcock et al., 1998; Loaeza, 1991).

En relacién con la fijacién de nitrégeno se encontraron las proteinas necesarias del complejo
enzimatico nitrogenasa, las cuales pertenecen a bacterias que no han sido identificadas en el pozol.
Ademas, se identificaron proteinas de microorganismos fijadores de nitrégeno como Rhizobium,
Paenibacillus y Nostoc lo que podria indicar que este proceso no es exclusivo de Agrobacterium

como se habia reportado anteriormente (Ulloa et al., 1971).
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A) Protedlisis primaria
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Figura 20. Representacion de los eventos proteoliticos durante la fermentacion. Las proteinas son degradadas
por proteasas endégenas del cereal (protedlisis primaria). Los péptidos generados son transportados dentro

de la célula para ser degradados por diferentes proteasas (Adaptada de Michael G. Ganzel et al. 2008).

ol



DISCUSION |

Respecto al estudio microbioldgico del pozol, el enfoque que se ha llevado a cabo es mediante la
deteccién de ciertos grupos de microorganismos con técnicas tradicionales de cultivo y moleculares.
Sin embargo, se debe tomar en cuenta que existen ciertas limitaciones ya que mas del 90% de los
microorganismos no pueden ser cultivados; bien sea por que las condiciones de cultivo en el
laboratorio no son las adecuadas o porque su crecimiento depende de la interaccidn con otros
microorganismos (Diaz-Ruiz y Wacher, 2003). Por lo cual se planted el uso de la protedmica para el
estudio de todo el conjunto de proteinas de los microorganismos presentes en el sistema en un

punto particular de tiempo y bajo determinadas condiciones.

Si bien las principales aplicaciones de la protedmica se han centrado en el andlisis y en algunos casos
la cuantificacién del proteoma de un organismo, de una célula o tejido en particular también se ha
visto que puede ser exitoso para el andlisis de proteomas derivados de todo un conjunto de
organismos de un mismo ecosistema, lo cual se conoce como “estudio metaprotedmico”

(Nesvizhskii et al., 2007).

En el analisis del metaproteoma del pozol se observé una gran diversidad de proteinas de bacterias,
hongos y levaduras. De este andlisis se pudieron identificar los diferentes microorganismos que se
encuentran en el pozol durante su fermentacién. De las bacterias, el grupo predominante fueron
las acido lacticas principalmente del género Streptococcus durante las primeras 24 horas de
fermentacién y Lactobacillus y Lactococcus al final de la fermentacion (a partir de las 72 horas)
(Figura 13 y 14). Resultados que coinciden con los andlisis de la microbiota por métodos
microbioldgicos que reportan que las bacterias acido lacticas Streptococcus, Lactococcus vy
Leuconostoc parecen ser dominantes en las primeras etapas de fermentacién (12 horas), mientras
que el género Lactobacillus predomina a los 5 dias (Ampe et al., 1999). Cabe mencionar que no se
lograron identificar proteinas del género Weisella, del cual se sabe se encuentra de forma

abundante y activa durante la fermentacion.

Se encontraron proteinas caracteristicas desde el tiempo cero de Schizosaccharomyces y Aspergillus
este ultimo recientemente identificado en una muestra fermentada por 15 dias (Cardenas et al.,
2014). Estos resultados sugieren que no solo las bacterias son las responsables de iniciar la

fermentacidn, como se habia reportado previamente (Diaz-Ruiz et al., 2003).
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Finalmente, es muy importante considerar que los estudios protedmicos a menudo se ven sesgados
hacia la identificacién de las proteinas mas abundantes de las poblaciones dominantes (Mueller y
Pan, 2013). Ademas, en la identificacion de proteinas por espectrometria de masas un paso
fundamental es la correcta asignacidén de los espectros a las secuencias de péptidos, la cual esta
determinada por la calidad de los espectros obtenidos, por la presencia de péptidos homélogos y
debido a sus propiedades fisicoquimicas algunos péptidos no pueden ser ionizados eficientemente
o su fragmentacion se da de manera atipica (Nesvizhskii et al., 2007; Nesvizhskii et al., 2006).
También, la busqueda de datos puede estar restringida ya que en algunos casos la secuencia del
péptido no esta en la base de datos utilizada, sobre todo si los organismos en estudio no estan

totalmente secuenciados.
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La extraccion de proteinas de los microorganismos que fermentan la masa se ve afectada por los
cambios estructurales que sufre el almiddn (gelatinizacion, retrogradacidn y entrecruzamiento
con proteinas), por lo que fue necesario la extraccidn con agentes caotrdpicos y detergentes,
logrando un rendimiento de >16 mg proteina/ g muestra, sin embargo, esta metodologia no
permitié la recuperacion de la actividad proteolitica in situ. Por lo que se optimizé con el uso de
una enzima comercial (a-amilasa) para la hidrélisis del almidén y liberacidn de proteinas, lo que
permitié la identificacidn de dos proteasas activas a diferentes tiempos de fermentacion.

Los métodos fueron reproducibles en relacidn con la concentracidn de proteina extraida.

Existen diferencias significativas en el contenido proteico y nitrégeno total a partir de las 24 horas

de fermentacién, lo que indica fijacidn de nitrégeno atmosférico.

A pesar de las limitaciones que presenta el uso de la protedmica como herramienta para el
analisis de matrices complejas, su aplicacién al estudio del pozol permitid la identificacion de
proteinas relacionadas con el metabolismo de nitrégeno, entre otras. Los resultados muestran
que la fuente de nitrégeno que permite el crecimiento de los microorganismos durante la
fermentacién del pozol esta dada por la re-utilizacién de proteinas y por el aprovechamiento de

nitrégeno atmosférico cuando la fermentacidn se deja por mas de 3 dias.
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PERSPECTIVAS

e Hacer pruebas de reduccion de acetileno en masa de maiz nixtamalizada fermentada por
mas de tres dias (48, 72 y 360 horas) para demostrar si hay fijacion de nitrégeno

atmosférico.

e Estudio metaprotedmico enfocado a la busqueda de proteinas involucradas en degradacion
de carbohidratos y lipidos lo que permitird no solo elucidar las distintas fuentes que puede
ser utilizadas durante la fermentacién del pozol si no también, permitird proponer un

modelo de la dindmica de fermentacion.
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Extraccion de proteinas

1. Las muestras se encuentran almacenadas en bolsas de cierre hermético a -70°C, estas se
colocaron en hielo seco para evitar que se hidrate. Posteriormente se maceraron hasta la

obtencidn de particulas finas, las cuales se pesaron.

2. La muestra se colocd en un tubo Falcon de 50 mL el cual contenia perlas de vidrio (Sigma-Aldrich,

México), se adiciond el buffer de extraccion y se agité 5 minutos en el vortex a maxima velocidad.

3. Para la obtencién de proteina soluble las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura
ambiente, mientras que para la obtencién de proteina total las muestras se agitaron cada 5

minutos durante 1 hora.

4. Se centrifugaron a 800 xg a 4°C durante 10 minutos y el sobrenadante obtenido se juntd en tubos

Eppendorf de 1.5 mL.

5. Al pellet obtenido se le adicioné buffer y se repitié desde el paso 3, hasta la obtencién de tres

fracciones.

5. Las fracciones colectadas se centrifugaron 13 200 xg a 4°C por 20 minutos obteniéndose el pellet
y el sobrenadante. El sobrenadante se precipité con 4 volimenes de etanol-acetona 1:1 durante

toda la noche a -20°C.

6. El sobrenadante precipitado se centrifugd a 13 200 xg a 4°C durante 20 minutos.

Cuantificacion de proteina cruda

Digestion. Se pesaron de 0.1-0.2 g de muestra de pozol y se colocaron en tubos, se afiadieron 0.15
g de sulfato de cobre pentahidratado, 2.5 g de sulfato de potasio y 10 mL de acido sulfurico
concentrado. Se procedio a la digestién a 360°C con extraccién de gases hasta la destruccion total
de la materia orgdnica, es decir, hasta que el liquido quedo transparente.
Finalizada la digestidn, los tubos se dejaron enfriar.
I Destilacidon. A un matraz Erlenmeyer de 250 mL se le adicionaron 50 mL de 4cido bdrico al
4% con una mezcla de fenolftaleina al 0.1%, rojo de metilo 0.066% con verde de

bromocresol al 0.033%.
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A cada muestra se le adicionaron 10 mL de agua destilada, se colocaron uno por uno los
tubos en el equipo de destilacidon cuidando de introducir la manguera hasta el fondo de la
solucién. Posteriormente se afadieron aproximadamente 40 mL de sosa al 36%. Se
encendid el equipo de destilacién hasta alcanzar un volumen de destilado en el matraz
Erlenmeyer de 100-150 mL.

Il.  Titulacidn. Se titulo el exceso de acido con una solucion valorada de HCI 0.1 N hasta el vire
del indicador.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
La electroforesis es usada para separar mezclas complejas de proteinas, identificar subunidades y
verificar la homogeneidad de muestras de proteinas. Este fenédmeno ocurre cuando una molécula
gue posee carga neta se desplaza en respuesta a la aplicacion de un campo eléctrico. En geles de
poliacrilamida las proteinas migran en respuesta de un campo eléctrico a través de poros en la
matriz del gel. Esta migracién depende de la intensidad de dicho campo, la carga neta, tamafio del
poro del gel el cual disminuye con altas concentraciones de acrilamida, tamafio y forma de las
proteinas, viscosidad y temperatura del medio en el cual las moléculas se estan moviendo.

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida puede llevarse a cabo en condiciones

nativas (ND-PAGE) o desnaturalizantes (SDS-PAGE), en este sistema las proteinas se solubilizan por

ebullicién en presencia del detergente (SDS), éste se une a las proteinas proporcionandoles carga
negativa lo que hace que migren del polo negativo que se encuentra en la superficie del tampdn al
polo positivo sujeto a la parte inferior del sistema. 2-Mercaptoetanol (2-ME) o ditiotreitol (DTT) se
agregan durante la solubilizacién para reducir los puentes disulfuro.

e Procedimiento

a. Preparacion del gel de 7cm

1. Se ensamblaron las placas de vidrio de 0.75 mm en un soporte para formar el gel y se comprobd
que no hubiera fugas.

2. Se prepard el gel separador y el gel concentrador al mismo tiempo al porcentaje deseado de
acrilamida. Primero se depositd el gel separador dentro de las placas aproximadamente
abarcando 5 cm de altura.

3. Para evitar que no hubiera uniformidad en la superficie del gel se colocé isopropanol.

4. Después de la polimerizacidn, se removid el isopropanol de las placas y se colocaron los peines

que dieron lugar a la formacion de los pozos.
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5. Posteriormente se vacioé en las placas el gel concentrador, evitando que se formaran burbujas
entre un gel y otro.

6. Los geles se pre-corrieron una vez polimerizados 15 minutos a 20 mA, después del tiempo
transcurrido se colocaron las muestras.

b. Preparacion de las muestras

Las muestras fueron colocadas en tubos Eppendorf, éstas se disolvieron en buffer de carga a una

concentracion final de 4x, las muestras con tratamiento térmico se hirvieron durante 5 minutos, se

centrifugaron a 13200 xg durante 5 minutos y se colocaron en hielo mientras fueron cargadas en el

gel, mientras que las muestras sin tratamiento térmico fueron cargadas en el gel directamente.

¢. Condiciones de migracion

Cada gel se corrié a 20 mA hasta observar que las muestras llegaron al final de este, en la cdmara

de electroforesis Bio-Rad con un buffer de migracién al 1x.

Tabla 10. Componentes del buffer de carga 4x

Componentes Cantidad
mL
H,0 bidestilada 8.5
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 2.5
Glicerol 2
SDS 10% 4
2-B mercaptoetanol 1
Azul de bromofenol 0.5

Tabla 11. Componentes del buffer de migracidon SDS-PAGE 5x pH 8.3

Componentes Cantidad
g/L
Tris base 15
Glicina 72
SDS 5
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Tabla 12. Pasos y soluciones para el revelado de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie.

Solucién stock | 0.2% Azul de Coomassie

90% Etanol

Solucién stock Il 20% Acido acético

1. Fijacién Etanol 40% (30 minutos

Acido acético glacial 10%

2. Tincidn Stock | 50% |20 minutos
Stock Il 50%

3. Desteifiir | Solucién de fijacién 30 segundos

4. Destediir Il Etanol 20% |[Inspeccién

Acido acético glacial 10% | visual

Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE)
La electroforesis bidimensional combina dos diferentes técnicas de separacidn electroforética en
direcciones perpendiculares para una separacion mayor de mezclas de proteinas complejas que
cualquiera de los procedimientos individuales. La técnica mas comun utiliza como primer paso el
isoelectroenfoque (IEF) en una tira de gel, seguido de la electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE). Después de la tincidn, las proteinas aparecen en el
gel final de dos dimensiones como manchas redondas o elipticas en lugar de las bandas
rectangulares que se observan en geles de una dimension.
El procedimiento de isoelectroenfoque mas comun se basa en el uso de anfolitos solubles, que son
moléculas organicas relativamente pequefa con varios puntos isoeléctricos. El gradiente de pH de
los geles de IEF se produce cuando los anfolitos solubles migran en el gel de la matriz hasta que
alcanzan su punto isoeléctrico.
e  Procedimiento

a. Tratamiento previo de la muestra
1. Las muestras se precipitd con 3 volimenes de etanol/acetona 1:1 fria y se dejé toda la noche a -

20°C.
2. Se decanté el etanol/acetona y el resto se evaporo por vacio.
3. El precipitado se resuspendié en buffer de rehidratacion, se agregaron los anfolitos a una

concentracién final de 0.5%, tomando en cuenta que el volumen final de esta mezcla fue de 130

pl.
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e.

. Hidratacion de las tiras y focalizacién

. De cada muestra se tomaron 125 pul y se colocaron en los carriles correspondientes, con la ayuda

de las pinzas se removié cuidadosamente la cubierta protectora de las tiras IPG de 7 cm con una
escala de pH de 3-10 (Bio-Rad, México), las cuales se colocaron encima de las soluciones con la

poliacrilamida hacia abajo.

. Encima de cada tira se colocd aceite mineral hasta cubrirlas.

. La hidratacién se hizo a 20°c por 15 horasa 50 V.

. Las tiras con las muestras fueron enfocadas a 20°C aplicando un voltaje de 250 V durante 15
minutos, lo que permitié remover la mayor cantidad de contaminantes y sales. Posteriormente
se incrementd a 4 000 V durante dos horas, una vez alcanzado este voltaje se dejaron las tiras a
500 V hasta que se detuvo la corrida (paso de sostenimiento).

. Equilibrio

. Las tiras con las proteinas focalizadas se enjugaron en 15 mL de agua bidestilada durante 10
segundos, para quitar el exceso de aceite mineral.

. Se colocaron en 2.5 mL de buffer de equilibrio | contenido en un tubo cdnico para centrifuga de

15 mL, con agitacién constante durante 10 minutos. Al transcurrir el tiempo se quitd el exceso

de buffer con la ayuda de una sanita.

. Posteriormente se pusieron en un tubo cénico para centrifuga que contenia 2.5 mL de buffer de

equilibrio 1l, y se agitaron durante 10 minutos.

. Segunda dimension

. Se prepard el gel de poliacrilamida como se describié previamente (Electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes).

. A cada gel se le agregd agarosa de bajo punto de fusion lo que permitié que las tiras se deslizaran

facilmente.

Condiciones de migracion

El gel se corrié a temperatura ambiente a 5 mA por gel durante una horay a 15 mA por gel el resto

de la corrida en la cdmara de electroforesis Bio-Rad con un buffer de migracion al 1x.
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Tabla 13. Componentes del buffer de rehidratacion

7 M urea
2 Mtiourea
2% CHAPS
2% ASB-14
50 mM de DTT
0.5% Anfolitos

Tabla 15. Componentes del buffer de migracion

Tabla 14. Componentes de buffer de equilibrio SDS-PAGE 5x pH 8.3
Buffer de equilibrio  Buffer de equilibrio I Componentes Cantidad
| g/l
6 M urea 6 M urea Tris base 15
2% SDS 2% SDS Glicina 72
0.05 M Tris-HCI pH  0.05 M Tris-HCl pH 8.8 SDS 5
8.8 20% Glicerol
20% Glicerol 2.5% iodoacetamida
2% DDT

Zimograma realizado a partir de geles SDS-PAGE y 2D

1. Los geles se lavaron 1 vez con buffer Tris 0.04 M pH 6 y 7.6 con 2.5% de Triton x-100 por 15
minutos a temperatura. Posteriormente se hicieron lavados de 15 minutos con buffer Tris 0.04
M pH 6y 7.6 a temperatura ambiente.

2. Los geles se incubaron toda la noche en buffer Tris 0.04 Mm, CaCl, y MgCl,2mM a 4°C.

3. Por ultimo el gel se tifié con solucidn de tincién durante 30minutos con agitacidon a temperatura

ambiente. Desteiliir el gel con solucién de destincidn hasta la aparicidon de bandas.
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Proteinas identificadas de Bacterias (NCBI)

Tiempo de Numero de Peso Péptidos
fermentacién Nombre de la proteina y origen acceso de la molecular Unicos
(horas) proteina (KDa) exclusivos
Procesamiento de proteinas
Todos los ATP-dependent Clp protease, ATP-binding
tiempo de subunit ClpB gi|53802726 95 1
fermentacién [Methylococcus capsulatus str. Bath]
ATP-dependent Clp protease, Hsp 100, ATP-
binding subunit ClpB .
24 1 14 1
Oy [Prochlorococcus marinus str. MIT 9211] 8i|1599036 98
72 1
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit .
2 257 77
360 [Lactobacillus fermentum 28-3-CHN] 811260662570 3
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ATP-dependent Clp protease, ATP-binding

subunit ClpL .
360 [Lactobacillus brevis subsp. gravesensis ATCC 811227510823 /8
27305]
0, 26S proteasome regulatory subunit 8 .
72'Y 360 [Encephalitozoon intestinalis ATCC 50506] 811303390889 44
Todos los Leucyl aminopeptidase
tiempo d.e, [Prochlorococcus marinus str. NATL1A] gi| 124026464 >4
fermentacidn
Serine/threonine protein kinase .
Oy 24 [Myxococcus xanthus DK 1622] 811108762243 /0
Serine phosphatase
Todos los - . .
tiempos de [Desulfovibrio desulj;l:cur'/cggg]subsp. desulfuricans gi| 78358087 65
fermentacion '
0v 24 ATP-dependent protease La gi| 206900151 89
¥ [Dictyoglomus thermophilum H-6-12]
24 Peptidase S16, ATP-dependent protease La gi| 153874545 59

[Beggiatoa sp. PS]
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Transporte de aminoacidos y amoniaco

Aromatic amino acid aminotransferase

0,24y 360 [Waddlia chondrophila WSU 86-1044] 811297620323 45
Todos los
. ABC transporter periplasmic protein .
146318737
tiempos de [Streptococcus suis 05ZYH33] 8i|14631873 36
fermentacién
ABC-type transport system periplasmic substrate-
24 binding protein gi|307545175 59
[Halomonas elongata DSM 2581]
ABC transporter related .
24y 72 11792 1 1
y [Acidothermus cellulolyticus 11B] gl 92836 3
ABC transporter related protein .
2912 4
0 [Stackebrandtia nassauensis DSM 44728] 8i]29125806 60
ABC transporter related .
0 [Thermosipho melanesiensis Bl429] 811150020768 25
Todos los
tiempo de ABC transporter related 2103487892 27

fermentacién

[Sphingopyxis alaskensis RB2256]
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ABC transporter, CydDC cysteine exporter
(CydDC- E) family, permease/ATP-binding protein

72 CydD gi|256832880
[Jonesia denitrificans DSM 20603]
ABC transporter permease protein .
2982911
0 [Streptomyces avermitilis MA-4680] §i|29829118 39
ABC transporter, permease protein .
24 1 4
y 360 [Propionibacterium acnes HLO37PA2] 8i|313836343 33
ABC transporter permease .
72 11 2 2
y 360 [Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14] 811116052535 3
Todos los ABC superfamily ATP binding cassette
tiempos de transporter, ABC protein gi|306821701 52
fermentacién | [Eubacterium yurii subs. margaretiae ATCC43715]
ABC transporter related protein .
72 [Eubacterium limosum KIST612] 8i]310829023 83
ABC transporter, ATP-binding protein .
360 [Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC gi|104773731 28
11842]
72 33
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Oligopeptide ABC transporter, permease protein
[Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ND02]

gi|313124073

Oligopeptide ABC superfamily ATP binding

72 cassette transporter, binding protein gi| 306830184 73
[Streptococcus mitis ATCC 6249]
Oligopeptide ABC superfamily ATP binding
360 cassette transporter, binding protein gi|312277591 28
[Streptococcus bovis ATCC 700338]
Oligopeptide ABC superfamily ATP binding
360 cassette transporter, binding protein gi|306832772 60
[Streptococcus bovis ATCC 700338]
Periplasmic substrate-binding component of ABC-
24 type dipeptide/oligopeptide transport system gi| 300785359 54
[Amycolatopsis mediterranei U32]
Extracellular solute-binding protein family 1 .
24 [Kribbella flavida DSM 17836 811284029026 >0
Todos los Extracellular solute-binding protein
tiempos de . &P gi| 158314797 56
L [Frankia sp. EAN1pec]
fermentacién
0 gi| 260778506 115
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Extracellular solute-binding protein, family 3
[Vibrio coralliilyticus ATCC BAA-450]

Ammonium/methylammonium permease

0 [Lyngbya sp. PCC 8106] gi1119484446 97
Metabolismo del nitrégeno
24 [RhizobiLll\lr: 25;5 EIAT 894] 8i|218682538 35
o Wi slasssorn | 1
t:-eon?SZslodse Nitroreductase family protein gi| 167578684

fermentacion

[Burkholderia thailandensis TXDOH]

72y 360

Nitrate reductase electron transfer subunit
[Serratia odorifera DSM 4582]

gi]293395632

Fijacidn de nitrégeno
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24 Ferredoxin-like protein gi|262198531 14
[Haliangium ochraceum DSM 14365]

Nitrogen fixation protein nifu .

360 [Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12] 811256383930 16

Biosintesis de aminoacidos

Aspartate transaminase .

Oy24 [Actinomyces urogenitalis DSM 15434] 8i|227497151 43
Aspartate-semialdehyde dehydrogenase .

24 134 71

Oy [Candidatus Liberibacter solanacearum ClLso-ZC1] 8i|3134956 38
Serine--pyruvate transaminase .

360 [Psychromonas ingrahamii 37] 8i|119946075 45

Aminotransferase, classes | and Il
0y 24 [Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901] gi| 78044747 43
24 L-glutamine synthetase gi|86739031 55

[Frankia sp. Ccl3]
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Glutamine synthetase

360 [Streptococcus bovis ATCC 700338] 811306834346 >0
Glutamine synthetase .
72 [Streptococcus bovis ATCC 700338] 8i|306834346 >0
3-phosphoserine/phosphohydroxythreonine
0 aminotransferase gi|301155992 40
[Haemophilus parainfluenzae T3T1]
0 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
24 116124512 1
; 23 60 [Caulobacter crescentus CB15] 8i]161245 >
S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase .
72 222147057
[Agrobacterium vitis S4] gl 05 >>
S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
Oy24 [Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338] gi|134102884 54
72 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase gi[114570990 52

[Maricaulis maris MCS10]
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Degradacion de aminoacidos

Asparaginase family protein

0 [Escherichia coli SMS-3-5] gi| 170682695 36
Glycine cleavage T protein/aminomethyl
24 transferase gi|296112437 26
[Moraxella catarrhalis RH4]
Enzimas proteoliticas
Alpha/beta hydrolase fold .
24 14 1
[Roseiflexus sp. RS-1] 8i]14865503 3
Alpha/beta hydrolase fold protein .
24,72 72961 1
/72y 360 [Oscillochloris trichoides DG6] 811309729619 3
Leucyl aminopeptidase
.TOdOS los [Prochlorococcus marinus str. NATL1A] gi| 124026464
tiempos de 54
fermentacién
0,24y72
360 Leucyl aminopeptidase gi|312601415 51

[Mycoplasma hyopneumoniae 168]
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Aminopeptidase N

fermentacién

[Schizosaccharomyces pombe 972h-]

24 [Bifidobacterium longum subsp. longum JDM301] | gi|312601415 97 1
Aminopeptidase N .
2964
24 [Bifidobacterium longum subsp. longum JDM301] 811296453656 97 1
Dipeptidyl peptidase IV .
0 [Bacteroides sp.3_2_5] 81253564518 81 1
Cytosol aminopeptidase .
24 [Burkholderia rhizoxinica HKI 454] 811303389371 >3 !
Proteinas identificadas de Hongos (NCBI)
Tiempo de Numero de Peso Péptidos
fermentacién Nombre de la proteina y origen acceso de la molecular unicos
(horas) proteina (KDa) exclusivos
Procesamiento de proteinas
Todos los 20S proteasome component alpha 5, Pup2
tiempos de (predicted) gi|19115284 28 2
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26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1

24 [(Puccinia graminis f. sp. tritici CRL 75-36-700-3] | 81309304700 114
Todos los 20S proteasome subunit .
17 4152
tiempos de [Laccaria bicolor S238N-H82] 8i|17009415 30
fermentacién
19S proteasome regulatory subunit Rpt3 .
24 2134 44
Oy [Schizosaccharomyces japonicus yFS275] 811213409608
26S protease regulatory subunit 6B .
Oy24 [Aspergillus terreus NIH2624] 8i]115396426 45
Proteasome component, putative .
72 241 791 204
Oy [Candida dubliniensis CD36] gl 95379 0
19S/PA700 proteasome regulatory particle
subunit Rpt5p/S6' .
24 [Enterocytozoon bieneusi H348] 811269860541 45
360 Ubiquitin homeostasis protein lubl 1302419715 83
[Verticillium albo-atrum VaMs.102] g
24 52

26S protease regulatory subunit 6A

gi| 154284456
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[Ajellomyces capsulatus NAm1]

Metabolismo del nitrégeno

Nitrilase family protein (Nit3)
[Aspergillus fumigatus Af293]

gi| 70992703

0 31
Nitroreductase family protein, putative .
24 24280711 2
[Talaromyces stipitatus ATCC 10500] gl 807110 3
Biosintesis de aminoacidos
L-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase
24,72y 360 large subunit gi| 258567346 189
[Uncinocarpus reesii 1704]
0,72y 360
Threonine ammonia-lyase .
24 [Schizosaccharomyces pombe 972h-] gi|19113433 67
Degradacion de aminoacidos
72 49

Aminomethyl transferase

gi| 70997319
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[Aspergillus fumigatus Af293]

Enzimas proteoliticas

0 2
Endopeptidase gi[58260138
79 v 360 [Cryptococcus neoformans var. neoformans 45 1
y JEC21]
TPA: Dipeptidyl aminopeptidase .
24 259486112 102
[Aspergillus nidulans FGSC A4] 811259486 0
Methionine aminopeptidase, type Il, putative .
24 1217 4 47 1
[Aspergillus clavatus NRRL 1] gl 06646
Proteinas identificadas de plantas (NCBI)
Tiempo de Numero de Peso Péptidos
fermentacién Nombre de la proteina y origen acceso de la molecular Unicos
(horas) proteina (KDa) exclusivos
Procesamiento de proteinas
Todos los Proteasome subunit alpha type 2 .
1 2
tiempos de [Zea mays] gi|195623644 26 8
fermentacién
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9
Proteasome subunit alpha type 5 gi| 226530826 26
[Zea mays]
24 8
72 6
360 6
0,24y72 Proteasome subunit alpha type 5 2i[226499840 2
[Zea mays] 26
360 1
0, 72y 360 Proteasome component 2 51226532014 2
[Zea mays] 23
24 3
O0y72 Proteasome subunit beta type 1 . 6
24 [Zea mays] 811226531171 24 7
360 2
0y72 Proteasome subunit alpha type 3 gi[195628706 4
[Zea mays] 27
24y 360 3
0 Proteasome subunit alpha type 1 gi]226531007 5
[Zea mays] 30
24 4
0,72y 360 Proteasome subunit beta type 7-A precursor gi| 195642050 59 1
24 [Zea mays] 2
Proteasome subunit alpha type 7 gi|195635203
24 27 1
[Zea mays]
Proteasome subunit beta type 4 precursor .
72y 360 [Zea mays] 811195639560 29 1
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0,72y 360 Putative bet?;sr;fi?ome subunit gi| 162458463 )3 2
24 y 3
0 3
24 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6 | gi|226503485 m 3
72 [Zea mays] 2
360 5
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit
0,24y72 11 gi| 195620064 48 1
[Zea mays]
0,24y72 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9 2195638118 23 1
[Zea mays]
Putative 20S proteasome beta subunit PBC2;
0,72y 360 7006-8626 gi|12323391 21 1
[Arabidopsis thaliana)
Oy24 6
Ubiquitin family protein gi| 226507310 97
72 [Zea mays] 1
0 1
Ub|qU|t|n-c.onJugat|ng enzyme gi|115371812 21
24 [Capsicum annuum] 1
24 21 1
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Ubiquitin-conjugating enzyme E2-21 kDa 1
[Zea mays]

gi| 195605092

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3

0 [Zea mays] gi| 195637170 25
Reparacion de proteinas
72 Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase 2195648767 30
[Zea mays]
Transporte de aminoacidos
Amino acid selective channel protein .
226491624
Oy24 [Zea mays] gi|2264916 15

Biosintesis de aminoacidos
0 Alanine aminotransferase .
24 [Zea mays] 8i|3694807 53
72

Alanine aminotransferase

72 [Hordeum vulgare] gi|1703227 53
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Oy24 Methionine synthase protein . 2

72 [Sorghum bicolor] 8i|18483235 84 1

360 2

0 _ 7

24 Serine hydroxymethyltransferase 2i[195622500 6
[Zea mays] 52

72 3

360 1

Phosphoserine aminotransferase 1 gi| 226531900
0 45 1
[Zea mays]

0 6

24 i 3
Aspartate aminotransferase gi[226508814 50

72 [Zea mays] 2

360 1

0 5

24 Aspartate-semialdehyde dehydrogenase gi| 195644252 41 4

72y 360 [Zea mays] 1

0 6
Transamma.se/ transferase, transferring 4195637964 44

24y 360 nitrogenous groups 1

[Zea mays]

0 1
Cysteine synthase 2195625588 a1

24 [Zea mays] 1

0 6

24 Aspartate aminotransferase gi| 226508814 50 3

72 [Zea mays] 2

360 1
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Aspartate-semialdehyde dehydrogenase

gi| 195644252

24 [Zea mays] 41
72y 360
Acetolactate synthase/ amino acid binding
protein gi| 226494640
1 52
[Zea mays]
Oy24
Glutamine synthetase root isozyme 3 gi|162463755 39
72 [Zea mays]
0 Tryptophan synthase alpha gi| 194306601 33
[Zea mays]
Tryptophan aminotransferase .
1 1957
0 [Zea mays] 8119593195 47
S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase .
0,24y72 [Chrysanthemum x morifolium) 8i|146289939 53
24 S-adenosyI—L—homocYStelne hydrolase 2112791581 91
[Caragana jubata]
Degradacion de aminoacidos
0y 360
24 Aminomethyltransferase gi|226530732 44
[Zea mays]
72
53
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0 Alanine aminotransferase gi| 3694807
24 [Zea mays]
72
Enzimas proteoliticas
0 Serine carboxypeptidase F13512.6 gi|226493991 53
[Zea mays]
0
Protease PrlIC candidatel gi (226530645 79
24y72 [Zea mays]
0 Aspartic proteinase oryzasin-1 gi| 226506070 55
24,72y 360 [Zea mays]
Aspartic protease .
1030715
0 [Oryza satival &l 54
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Proteinas identificadas de Bacterias (UniProtKB/Swiss-Prot)

Tiempo de Numero de Peso Péptidos
fermentacién Nombre de la proteina y origen acceso de la molecular Unicos
(horas) proteina (KDa) exclusivos
Biosintesis de aminoacidos
Todos los .
tiempos de Alanine racemase OS=Desulfococcus oleovorans ALR_DESOH a1 1
P L. (strain DSM 6200 / Hxd3) GN=alr PE=3 SV=1
fermentacién
0 Adenosylhomocysteinase OS=Caulobacter 4
24 crescentus (strain ATCC 19089 / CB15) GN=ahcY SAHH_CAUCR 51 2
72 PE=3 SV=1 2
360 2
Arg|‘n|nosucsmate lyase OS=Thermus ARLY THET2
24,72y 360 | thermophilus (strain HB27 / ATCC BAA-163 / DSM - 52 1
7039) GN=argH PE=3 SV=1
Ornithine carbamoyltransferase OS=Thermotoga
0 maritima (strain ATCC 43589 / MSB8 / DSM 3109 OTC_THEMA 35 1
/ JCM 10099) GN=argF PE=1 SV=2
Todos los . .
. Adenosylhomocysteinase OS=Acidovorax ebreus SAHH_ACIET
tiempos de 52 1

fermentacion

(strain TPSY) GN=ahcY PE=3 SV=1
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L-cysteine:1D-myo-inositol 2-amino-2-deoxy-
alpha-D-glucopyranoside ligase

MSHC_STANL

24 OS=Stackebrandtia nassauensis (strain DSM 47
44728 / NRRL B-16338 / NBRC 102104 / LLR-40K-
21) GN=mshC PE=3 SV=1
LL-diaminopimelate aminotransferase
DAPAT SYNJA
0,24y 72 OS=Synechococcus sp. (strain JA-3-3Ab) GN=dapL —SYNJ 45
PE=3 SV=1
Todos los Homoserine O-succinyltransferase
META_STRT1
tiempos de OS=Streptococcus thermophilus (strain CNRZ -5 37
fermentacién 1066) GN=metA PE=3 SV=1
Todos los Homoserine kinase OS=Brucella abortus (strain
tiempos de 519) GN=thrB PE=3 SV=1 KHSE_BRUA1 37
fermentacién
Argininosuccinate synthase OS=Desulfovibrio
0,24y 360 desulfuricans (strain G20) GN=argG PE=3 SV=1 ASSY_DESDG 44
72 Argininosuccinate synthase OS=Wolinella ASSY_WOLSU 45

succinogenes (strain ATCC 29543 / DSM 1740 /
LMG 7466 / NCTC 11488 / FDC 602W) GN=argG
PE=3 Sv=1
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Todos los

. Adenosylhomocysteinase OS=Maricaulis maris SAHH_MARMM
tiempos de . 52
., (strain MCS10)
fermentacién
Adenosylhomocysteinase OS=Nitrosomonas
AHH_NITE
0 eutropha (strain C91) GN=ahcY PE=3 SV=1 > - ¢ 53
Todos los Alanine racemase OS=Desulfococcus oleovorans ALR DESOH
tiempos de (strain DSM 6200 / Hxd3) GN=alr PE=3 SV=1 - 41
fermentacién
Glutamate 5-kinase 1 OS=Pseudoalteromonas
0 haloplanktis (strain TAC 125) GN=proB1 PE=3 PROB1_PSEHT 40
Sv=1
Glutamate 5-kinase OS=Carboxydothermus
24y 72 hydrogenoformans (strain Z-2901 / DSM 6008) PROB_CARHZ 40
GN=proB PE=3 SV=1
Serine hydroxymethyltransferase OS=Clavibacter
0 michiganensis subsp. michiganensis (strain NCPPB | GLYA CLAM3 45
382) GN=glyA PE=3 SV=1
Oy 24 GLYA_MYCMO 46
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Serine hydroxymethyltransferase
0S=Mycoplasma mobile (strain ATCC 43663 /
163K/ NCTC 11711) GN=glyA PE=3 SV=1

Oy 360

Serine hydroxymethyltransferase
OS=Thermomicrobium roseum (strain ATCC 27502
/ DSM 5159 / P-2) GN=glyA PE=3 SV=1

GLYA_THERP

46

24

Tryptophan synthase alpha chain
0OS=Pseudomonas putida (strain KT2440) GN=trpA
PE=3 Sv=1

TRPA_PSEPK

28

72

Tryptophan synthase alpha chain OS=Ruegeria
pomeroyi (strain ATCC 700808 / DSM 15171 /
DSS-3) GN=trpA PE=3 SV=1

TRPA_RUEPO

27

Degradacion de aminoacidos

Oy24

Glutamine amidotransferase subunit PdxT
OS=Mycobacterium abscessus (strain ATCC 19977
/ DSM 44196) GN=pdxT PE=3 SV=1

PDXT_MYCA9

21

24

Tryptophanase OS=Escherichia coli 0139:H28
(strain E24377A / ETEC) GN=tnaA PE=3 SV=1

TNAA_ECO24

53
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Transporte de aminoacidos, péptidos y amoniaco

0 Oligopeptide-binding protein AliA 1
24 OS=Streptococcus pneumoniae serotype 4 (strain ALIA_STRPN 37 1
72 ATCC BAA-334 / TIGR4) GN=aliA PE=3 SV=4 2
360 2
Procesamiento de proteinas
Probable cytosol aminopeptidase OS=Pelobacter
AMPA_PELCD
0,24y72 carbinolicus (strain DSM 2380 / Gra Bd 1) -PELC 53 1
GN=pepA PE=3 SV=1
Probable cytosol aminopeptidase OS=Cupriavidus
AMPA PNH
0 necator (strain ATCC 17699 / H16 / DSM 428 / _CU 54 1
Stanier 337) GN=pepA PE=3 SV=1
Todos los ATP-depgnt?Ient zm.c metalloprotgase FtsH FTSH PROAS
tiempos de OS=Propionibacterium acnes (strain SK137) - 77 1
fermentacién GN=ftsH PE=3 SV=1
Todos los Probable cytosol aminopeptidase
tiempos de 0S=Synechococcus elongatus (strain PCC 7942) AMPA_SYNE7 51 5
pos d GN=pepA PE=3 SV=2
fermentacién
Oy 24 LON_ELUMP 92 1
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Lon protease OS=Elusimicrobium minutum (strain
Peil91) GN=lon PE=3 SV=1

Todos los Lon protease OS=Thermotoga lettingae (strain SAHH ACIET
tiempos de | ATCC BAA-301/ DSM 14385 / TMO) GN=lon PE=3 - 52
fermentacién Sv=1
Lon protease OS=Clostridium difficile (strain 630)
360 GN=lon PE=3 SV=2 LON_CLOD6 89
Lon protease OS=Coprothermobacter
72 proteolyticus (strain ATCC 35245 / DSM 5265 / LON_COPPD 86
BT) GN=lon PE=3 SV=1
Lon protease OS=Dictyoglomus thermophilum
0,72y 360 (strain ATCC 35947 / DSM 3960 / H-6-12) GN=lon LON_DICT6 89
PE=3 SV=1
360 Aminopeptidase C OS=Lactococcus lactis subsp. PEPC_LACLA 50
lactis (strain IL1403) GN=pepC PE=3 SV=3
Todos los ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
tiempos de OS=Propionibacterium acnes (strain SK137) FTSH_PROAS 77
fermentacion GN=ftsH PE=3 SV=1
Oy 24 CLPA_ECO57 84
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ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
ClpA OS=Escherichia coli 0157:H7 GN=clpA PE=3
sv=1

24

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
ClpC1 OS=Mycobacterium smegmatis (strain
ATCC 700084 / mc(2)155) GN=clpC1 PE=3 SV=1

CLPC1_MYCS2

72

360

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
ClpL OS=Lactococcus lactis subsp. lactis GN=clpL
PE=3 Sv=1

CLPL_LACLL

86

72y 360

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
ClpL OS=Staphylococcus aureus (strain USA300)
GN=clpL PE=3 SV=1

CLPL_STAA3

78

24

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
ClpX 3 OS=Methylococcus capsulatus (strain ATCC
33009 / NCIMB 11132 / Bath) GN=clpX3 PE=3
Sv=2

CLPX3_METCA

48

0y 360

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
ClpX OS=Streptococcus equi subsp. equi (strain
4047) GN=clpX PE=3 SV=1

CLPX_STRE4

45
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Metabolismo de nitrégeno

72

Nitrite reductase (NADH) large subunit
OS=Escherichia coli (strain K12) GN=nirB PE=3
Sv=4

NIRB_ECOLI

93

360

Anaerobic nitric oxide reductase flavorubredoxin
OS=Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila
(strain ATCC 7966 / NCIB 9240) GN=norV PE=3
Sv=1

NORV_AERHH

58

Fijacion de nitrogeno

360

Nitrogenase iron protein 2 OS=Paenibacillus
durus GN=nifH2 PE=3 SV=1

NIFH2_PAEDU

31

72

Nitrogenase iron protein OS=Nostoc commune
GN=nifH PE=3 SV=2

COAE_THETN

33
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Proteinas identificadas de Hongos (UniProtKB/Swiss-Prot)

Tiempo de Nombre de la proteina y origen Numero de acceso Peso Péptidos
fermentacién de la proteina molecular Unicos
(horas) (KDa) exclusivos
Biosintesis de aminoacidos
0 . , . 3
24 Adenosylhomocysteinase OS=Candida albicans )
72 (strain SC5314 / ATCC MYA-2876) GN=SAH1 PE=1 SAHH_CANAL 49 )
V=2
360 5 2
Amino-acid acetyltransferase, mitochondrial
24 NA PICPA 1
Oy OS=Komagataella pastoris GN=ARG2 PE=3 SV=1 G5_Pic 68
Amino-acid acetyltransferase, mitochondrial
Oy24 OS=Pyrenophora tritici-repentis (strain Pt-1C-BFP) NAGS_PYRTR 79 1
GN=arg2 PE=3 SV=1
Todos los Aspartate aminotransferase, mitochondrial
tiempos de 0S=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / AATM_SCHPO 48 1

fermentacién

ATCC 24843) GN=SPBC725.01 PE=3 SV=1
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Homoserine O-acetyltransferase OS=Ascobolus

24 immersus GN=MET2 PE=3 SV=1 MET2_ASCIM >8
Threonine dehydratase, mitochondrial
72y 360 0OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC THDH_YEAST 64
204508 / S288c) GN=ILV1 PE=1 SV=2
Todos los Threonine dehydratase, mitochondrial
tiempos de 0S=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / THDH_SCHPO 67
fermentacién ATCC 24843) GN=SPBC1677.03c PE=3 SV=1
Tryptophan synthase OS=Neurospora crassa
0 (strain ATCC 24698 / 74-OR23-1A / CBS 708.71 / TRP_NEUCR 76
DSM 1257 / FGSC 987) GN=trp-3 PE=1 SV=1
Transporte de aminodcidos, péptidos y amoniaco
Todos los Probable protein transport protein Sec61 subunit
. gamma OS=Neurospora crassa (strain ATCC 24698
f:r;”;z‘z:gzn / 74-OR23-1A / CBS 708.71 / DSM 1257 / FGSC SCE1G_NEUCR 8
987) GN=9G6.310 PE=3 SV=2
0 Protein transport protein SEC13 OS=Yarrowia SEC13_YARLI 33

lipolytica (strain CLIB 122 / E 150) GN=SEC13 PE=3
Sv=1
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Protein transport protein SEC31 OS=Candida

0 albicans (strain SC5314 / ATCC MYA-2876) SEC31_CANAL 136
GN=SEC31 PE=3 SV=1
Todos los Protein transport protein SEC31
tiempos de 0OS=Magnaporthe oryzae (strain 70-15 / ATCC SEC31_MAGO7 135
fermentacidn MYA-4617 / FGSC 8958) GN=SEC31 PE=3 SV=1
Protein transport protein sec73
24 0S=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / SEC7C_SCHPO 123
ATCC 24843) GN=sec73 PE=3 SV=2
Procesamiento de proteinas
Cysteine protease ATG4 OS=Magnaporthe oryzae
24,72y 360 (strain 70-15 / ATCC MYA-4617 / FGSC 8958) ATG4_MAGO7 54
GN=ATG4 PE=1 SV=2
Dipeptidyl aminopeptidase B OS=Saccharomyces
24 cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c) GN=DAP2 DAP2_YEAST 93

PE=1SV=2
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Extracellular metalloproteinase mep
OS=Aspergillus clavatus (strain ATCC 1007 / CBS

Oy24 513.65/DSM 816 / NCTC 3887 / NRRL 1) MEP_ASPCL 69 !
GN=mep PE=3 SV=1
Lon protease homolog 2, peroxisomal
0S=Kluyveromyces lactis (strain ATCC 8585 / CBS
24 2359 / DSM 70799 / NBRC 1267 / NRRL Y-1140 / LONP2_KLULA 113 !
WM37) GN=KLLAOB01892g PE=3 SV=1
Methionine aminopeptidase 2-1 OS=Neosartorya
fumigata (strain ATCC MYA-4609 / Af293 / CBS
72 MAP21_ASPF 4 1
0,72y 360 101355 / FGSC A1100) GN=AFUA_8G00410 PE=3 ~ASPFU 9
SvV=2
0 Methionine aminopeptidase 2-2 OS=Aspergillus 2
24 clavatus (strain ATCC 1007 / CBS 513.65 / DSM 2
72 816 / NCTC 3887 / NRRL 1) GN=ACLA 046220 MAP22_ASPCL 48 1
360 PE=3 SvV=1 1
Neutral protease 2 homolog AFLA_ 065450
24 OS=Aspergillus flavus (strain ATCC 200026 / FGSC NPIIA_ASPFN 43 1

A1120/ NRRL 3357 /JCM 12722 / SRRC 167)
GN=AFLA_065450 PE=3 SV=1
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Neutral protease 2 homolog AN3393

Todos los
. OS=Emericella nidulans (strain FGSC A4 / ATCC
f:r;”;z(t’zc‘?gn 38163 / CBS 112.46 / NRRL 194 / M139) NPIIB_EMENI 38
GN=AN3393 PE=3 SV=1
Probable 26S protease subunit rpt4
0 0S=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / PRS10_SCHPO 44
ATCC 24843) GN=rpt4 PE=3 SV=2
Todos los Probable dipeptidyl-aminopeptidase B
tiempos de OS=Arthroderma gypseum (strain ATCC MYA- DAPB_ARTGP 130
fermentacién 4604 / CBS 118893) GN=DAPB PE=3 SV=1
Probable metalloprotease ARX1 OS=Candida
72y 360 albicans (strain SC5314 / ATCC MYA-2876) ARX1_CANAL 62
GN=ARX1 PE=3 SV=1
Todos los Probable proteasome subunit alpha type-3
tiempos de 0S=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / PSA3_SCHPO 28
fermentacién ATCC 24843) GN=SPAC13C5.01c PE=3 SV=1
Todos los Probable proteasome subunit alpha type-5
tiempos de 0S=Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / PSA5 SCHPO 28
fermentacién ATCC 24843) GN=pup2 PE=1 SV=1
0,72y 360 AMPP2_ASPTN 55
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Probable Xaa-Pro aminopeptidase ATEG_00858
OS=Aspergillus terreus (strain NIH 2624 / FGSC
A1156) GN=ATEG_00858 PE=3 SV=1

Probable Xaa-Pro aminopeptidase BC1G_13431

72y 360 OS=Botryotinia fuckeliana (strain B05.10) AMPP2_BOTFB 62
GN=BC1G_13431 PE=3 SV=1
Probable zinc metalloprotease HCBG_06910
OS=Ajellomyces capsulatus (strain G186AR / H82 /
72y 360 ATCC MYA-2454 / RMSCC 2432) GN=HCBG_06910 M28P1_AIECG 109
PE=3 Sv=1
Probable zinc metalloprotease SS1G_12596
Oy24 0OS=Sclerotinia sclerotiorum (strain ATCC 18683 / M28P1_SCLS1 120
1980 / Ss-1) GN=SS1G_12596 PE=3 SV=1
Todos los Proteasome subunit alpha type-1
tiempos de 0OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC PSA1_YEAST 28
fermentacion 204508 / S288c) GN=SCL1 PE=1 SV=1
Proteasome subunit alpha type-2
0,72y 260 0OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC PSA2_NEUCR 27
204508 / S288c) GN=PRE8 PE=1 SV=1
72 y360 PSA4_YEAST 28
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Proteasome subunit alpha type-4
0OS=Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC
204508 / S288c) GN=PRE6 PE=1 SV=1

Metabolismo de nitrégeno

Nitrate reductase [NADPH] OS=Emericella
24 nidulans (strain FGSC A4 / ATCC 38163 / CBS NIA_EMENI 98 1
112.46 / NRRL 194 / M139) GN=niaD PE=3 SV=1

Proteinas identificadas de Plantas (UniProtKB/Swiss-Prot)

Tiempo de . Peso Péptidos
. , . Numero de acceso L
fermentacién Nombre de la proteina y origen , molecular unicos
de la proteina )
(horas) (KDa) exclusivos
Biosintesis de aminoacidos
Todos los . .
tiempos de 1,2-d|h\./droxy—3—keto—5—methy|th|c?pentene MTND2_ORYS| 93 )
., dioxygenase 2 0S=0ryza sativa
fermentacidn
Todos los 1,2-dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene
tiempos de dioxygenase homolog 2 OS=Sorghum bicolor MTND2_SORBI 21 2
fermentacidn GN=Sb01g046360 PE=3 SV=1
Todos los 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-- 18
tiempos de v yaropteroyria METEL_ORYS) 85 15
L homocysteine methyltransferase
fermentacidn 15
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17

14
Todos los
. Adenosylhomocysteinase OS=Triticum aestivum 12
tiempos de GN=SAHH PE=2 SV=1 SAHH_WHEAT 53 3
fermentacién g
0 Cysteine synthase OS=0ryza sativa subsp. 1
24 japonica GN=RCS1 PE=2 SV=2 CYSK1_ORYS] 34 1
0 20
24 . 19
72 Cysteine synthase OS=Zea mays PE=1 SV=2 CYSK_MAIZE 34 13
360 9
Degradacion de aminoacidos
0 Alanine aminotransferase 2 OS=Hordeum vulgare 3
24 PE=1 SV=1 ALA2 HORVU 53 1
0 Alanine aminotransferase 2 OS=Panicum 2
24 o - ALA2_PANMI 53 1
miliaceum PE=1 SV=1 -
72 1
Procesamiento de proteinas
Todos los 6
. Aminopeptidase M1-A 0S=0ryza sativa subsp.
APM1A_ORY
tiempos de japonica GN=0s02g0218200 PE=2 SV=1 -ORYS 98 6
fermentacién 4
2
0 Cysteine proteinase 1 OS=Zea mays GN=CCP1 2
72 PE=2 SV=1 CYSP1_MAIZE 40 1
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0 2
Proline iminopeptidase OS=Arabidopsis thaliana
72 PIP_ARATH 43 1
360 GN=PIP PE=2 SV=3 1
0 Proteasome subunit alpha type-1 OS=0ryza 3
272 sativa subsp. japonica GN=PAF1 PE=2 SV=1 PSAL_ORYS] 30 i
0 8
24 Proteasome subunit alpha type-2 OS=0ryza
72 sativa subsp. indica GN=PAB1 PE=2 SV=2 PSAZ_ORYSI 26 ;
360 3
0 4
24 Proteasome subunit alpha type-3 OS=0ryza 3
PSA RY 27
72 sativa subsp. japonica GN=PAG1 PE=2 SV=1 SA3_ORYS! 4
360 2
0 2
24 Proteasome subunit alpha type-4-1 0S=0ryza 2
72 sativa subsp. indica GN=0sl_021120 PE=1 SV=2 PSA4A_ORYSI 27 4
360 1
0 11
24 Proteasome subunit alpha type-5 OS=0ryza 9
72 sativa subsp. japonica GN=PAE1 PE=2 SV=1 PSAS_ORYS! 26 7
360 7
0 8
24 Proteasome subunit alpha type-6 OS=0ryza 7
72 sativa subsp. japonica GN=PAA1 PE=2 SV=1 PSAG_ORYS) 28 6
360 5
0 7
24 Proteasome subunit alpha type-7-A OS=0ryza 7
72 sativa subsp. indica GN=0sl_029135 PE=2 SV=2 PSA7A_ORYSI 27 7
360 4
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4

24 Proteasome subunit beta type-1 0S=0ryza sativa
72 subsp. japonica GN=PBF1 PE=2 SV=1 PSB1_ORYSI 24 151
360 3
0 1
24 Proteasome subunit beta type-2 OS=0ryza sativa 2
72 subsp. japonica GN=PBD1 PE=2 SV=2 PSB2_ORYSJ 23 1
360 1
0 2
24 Proteasome subunit beta type-3-A 3
72 OS=Arabidopsis thaliana GN=PBC1 PE=1 SV=2 PSB3A_ARATH 23 2
360 1
0 5
24 Proteasome subunit beta type-6 OS=Nicotiana 5
72 tabacum PE=2 SV=1 PSB6_TOBAC 25 4
360 4
0 1
24 Proteasome subunit beta type-7-B 2
72 OS=Arabidopsis thaliana GN=PBB2 PE=1 SV=2 PSB7B_ARATH 30 1
360 2

Metabolismo de nitrégeno

0 Arginase 1, mitochondrial 0S=0ryza sativa subsp 3
53 indica GN=B0616E02-H0507E05.7 PE=1 SV=1 ARGI1_ORYSI 37 ;
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