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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios el uso de enzimas en los procesos industriales, ha sido de gran
importancia a nivel mundial; tanto que numerosas investigaciones se han desarrollado,
principalmente en los Estados Umdos de América y Japon; en su mayoria encaminadas a
encontrar nuevas fuentes, asi, como nuevas aplicaciones generalmente de enzimas ya
conocidas, siendo en gran parte de origen microbiano, ya que suelen ser procesos de
purificaciéon mas econdmicos, obteniéndose en ocasiones mayores rendimientos que
utilizando enzimas provenientes de fuentes vegetales o animales. Por lo que la industria de
la fermentacién ha desarrolfado nuevos y numerosos métodos para la produccién de
enzimas prdteoliticas altamente puras a bajo costo; principalmente provenientes de fuentes
microblanas, esto debido a que los procesos proteoliticos forman parte de muchas
operaciones importantes en la industria en general (en la elaboracion de detergentes; en la
industria cdrnica como ablandadores; en la medicina, para la elaboracion de antibibticos;
como una ayuda en la digestion; en la industria lactea, en la elaboracion de quesos; etc.).

La presente investigacion surge, de la necesidad de encontrar una nueva aplicacion
de las bacterias acidolacticas las cuales son comunmente utilizadas en la industria lactea,
principalmente en la elaboracion de yogurt; ademas de que en la actualidad se les atribuye
ciertas propiedades de conservador en carnes; considerando dichas aplicaciones, es de
suponer que poseen enzimas de caricter proteolitico (hidrolizan proteinas), por lo que la
investigacion se planted con la finalidad de cuantificar la actividad proteolitica de algunas
bactenas lacticas (Lactobacillus bulgaricus, L. acidophillus, L. plantarum, Streptococcus
termdphillus, S. lictis y S. crémoris), bajo diferentes condiciones de pH, temperatura y
tiempo de incubacién. La cual contribuye ademads , con el proposito de encontrar nuevas
fuentes de enzimas proteoliticas de origen microbiano, que sean capaces de substituir

algunas enzimas de origen animal o vegetal, como lo son la papaina (ablandador) o la



pepsina (contribuye en la digestion); asi como el de encontrar nuevas aplicaciones de dichas

bacterias en la industria de la fermentacién en general.
'
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IL. REVISION DE LITERATURA

2.1. ENZIMAS

2.1.1. Historia

Las enzimas se definen como catalizadores coloidales organicos generalmente
solubles en agua, es decir, son proteinas con propiedades cataliticas debido a su poder de
activacion especifico; las cuales pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano, capaces
de actuar tanto en el interior de la c€lula como en el exterior de ésta.

Desde 1836 Berzelius propuso el  términc catalizador para aquellas sustancias
capaces de poner en marcha afinidades latentes, a una temperatura determinada en virtud
solo de su presencia. En 1926 Sumner aislé y cristalizo la ureasa de las habas, una enzima
que degrada la urea a CO2 vy NH3. En 1930 Northrop cristalizo y purifico la pepsina; en
los ultimos 60 afios se ha incrementado considerablemente el nimero de enzimas
aisladas y purificadas siendo principalmente de origen microbiano. Para 1969, el 830 %
de todos los detergentes contenian enzimas, principalmente proteasas; pero para 197]
el uso de éstas enzimas se redujo conciderablemente debido a las alergias entre los

trabajadores de produccion y consumidores. (BRAVERMAN, 1980)(DIXTON, 1979).

2.1.2. Usos generales
En el cuadro 1 se muestran algunas de las enzimas que son actualmente

producidas en forma comercial y su principal utilizacion.

3istlOTECA Agonomia U, A Noke
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Cuadre 1. Usos generales de las principales enzimas producidas comercialmente.
R —

USOS T ENZIMAS .

En la industria, Ainilasas, Proteasas, Catalasa-s:_lsomeLEas ?
Penicilina-ascilasas.

Enzimas usadas para Glucosaoxidasa, Galactosaoxidasa, Hexiquinasa.

objetivos analiticos. Alccholdeshidrogenasa, Muramidasa y
Colesteroloxidasa.

Enzimas usadas en la| Asparginasa, Proteasas, Lipasas y Estreptoquinasas.
medicina.

Enzimas usadas en la| a) Enzimas de origen vegetal: Diastasa, Papaina,
industria alimentaria. Bromeina y la Ficina.

b) Enzimas de origen animal: de éstas las mas
utilizadas son las enzimas pancraticas como lo son, la
Pepsina, la Catalasa y la Renina.

¢} Enzimas microbianas: Invertasa, Amilo-
glucosidasa, Pectinasas, Glucosaoxidasas, la Catalasa
y las Proteasas principalmente de hongos como el

Aspergillus niger.
(MILLER, 1976)(CRUEGER, 1982).

2.1.2.2. Desarrollo del uso industrial de proteasas microbianas

La produccion de enzimas proteoliticas microbianas en una escala industrial fue
iniciada por el japonés Takamine, quién, en 1890 instalado en U.S.A inicié la produccion
de la preparacion de la enzima Takadiastasa, este producto fue realizado por fermentacion
semisolida de Aspergillus oryzae, basado en la tecnologia japonesa tradicional mejorada
por Takamine, al saber del uso de salvado de trigo en lugar de arroz como componente
principal. La Takadiastasa fue principalmente una preparacion alfa amilasa y
comercializada como tal, pero esta contenia una gran cantiaad de proteasa siendo dentro de
poco recomendada para varias aplicaciones , principaimente como una ayuda en la
digestion. En 1913, Boidin y Efront desarrollaron en Francia un proceso para la preparacién
de enzima de Bacillus subtilis, la cual contenia una actividad proteolitica similar a la

Takadiastasa.



En el desarrolio después de la segunda Zuerra mundial, la tecnologia de
fermentacion sumergida, para la produccién de antibidticos fue adoptada por la industria de
las enzimas. La venta de proteasas microbianas fue, sin embargo limitada hasta que se
introdujo alrededor de 1960 en el uso de detergentes; el uso de enzimas en detergentes
inicid en 1913 cuando el doctor R6hom en Alemania invento un agente de prelavado que
contenia carbonato de sodio y enzimas pancreaticas. Para 1969, mas del 50 % de todos los
detergentes manufacturados en Europa y en los Estados Unidos de América, contenian
enzimas proteoliticas; siendo la proteasa de B. Lcheniformis la enzima microbial mas
importante desde el punto de vista econdmico. En 1971, los investigadores sobre el uso de
enzimas en detergentes bajo la direccion de la Academia Nacional de Ciencias revelaron
que el uso excesivo de dichas enzimas ponian en riesgo la saiud tanto del consumidor como
a la de los trabajadores de las fabricas de este tipo de detergentes, por lo que disminuyo

drasticamente [a produccién de estas enzimas. (ROSE, 1980).

2.1.3. Cinética enzimatica
El objetivo de la cinéfica enzimaditica es el estudio de las enzimas en su
funcionamiento, establece la relacién que existe entre la velocidad de reaccion
enzimatica y las concentraciones del substrato y de la enzima asi como Ja influencia de
algunos factores: pH, temperatura, presencia de efectores y eventualmente actividad del
agua. Se define como actividad enzimatica la cantidad de enzima que transforma un

mol de substrato por segundo bajo las condiciones experimentales estandares.

(SCRIBAN, 1985).

SIBLIOTECA Agronomia Ul A ML

2.1.3.1. Efecto del pH sobre actividad enzimatica

La relacion entre pH y la actividad de cualquier enzima depende del

comportamiento acido-base de la enzima y del substrato, asi como de otros muchos



factores que son dificiles de cuantificar. La forma de la curva de actividad - pH varia
con la concentracion del substrato, ya que el valor de Km (constante de Michaelis) de
muchos enzimas varia con el pH. (LEHNINGER, 1972).

Entre los residuos de ios aminodcidos de la molécula enzimatica que poseen
agrupamientos ionizables, algunos se unen al substrato y van a posicionarlo, otros van
a participar en la reaccidon y la mayor parte sirven para mantener la conformacion de la
enzima. estos residuos, como el substrato, en muchos de los casos, son sensibles al pH
y tienen diferentes estados de ionizacion de acuerdo al valor de pH Se comprende
entonces que cuando un grupo -CQO- del sitio activo es necesario para la fijacion del
substrato, la disminucion del pH del medio ocasiona su tfransformacion en -COOH que
va no permite la fijacion del substrato y por ende la actividad de la enzima.

(SCRIBAN, 1985).

2.1.3.2. Efecto d¢ la temperatura sobre las reacciones enzimaticas

La velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas se incrementa en general
con la temperatura, dentro del intervalo en que la enzima es estable y permanece
totalmente activa. La velocidad de muchas reacciones enzimaticas se duplica,
aproximadamente, por cada 10°C de aumento de la temperatura (Qjo~ 2.0). Aunque las
reacciones catalizadas por las enzimas parecen con frecuencia poseer una temperatura
optima, la variacion que se observa al representar la actividad catalitica frente a la
temperatura es el resultado de dos efectos antagonicos, por una parte el aumento de ia
agitacion de las moléculas al elevarse la temperatura, que aumenta la frecuencia de las
colisiones entre el substrato y la enzima; y por otra parte la desnaturalizacion
(temperaturas por encima de 50 a 60 °C, e inclusive existen enzimas que soportan
temperaturas de 80 °C) que va a modificar las estructuras terciaria y cuaternaria de la

proteina globular y origina el paso de la enzima de una conformacidn activa a una



conformacién desprosiva de actividad; en este caso el efecto mas pronunciado es
debido a la pareja tiempo-temperatura, es decir, la duracién y la intensidad del

tratamiento térmico.(SCRIBAN, 1985} LEHNINGER, 1972).

2.1.3.3. Efecto del tiempo sobre la actividad enzimatica.

El tiempe es uno de los factores mas importantes en las aplicaciones
enzimaticas; debido a que las velocidades iniciales de las reacciones enzimaticas son
usualmente muy rapidas, pero conforme la reaccion procede, la velocidad disminuye.
Esto puede ser debido a varias razones, las méas importantes son la exhaustién del

substrato y Ia inhibicién de ia reaccién por los productos finales.(MILLER, 1976).

2.1.4. Clasificacion

La clasificacion y nomenclatura de las enzimas arregla las enzimas en grupos con
procesos de catalisis similares, con subgrupos que especifican con mds precision la reaccion
catalizada; en general, cada enzima tiene un nombre el cual consiste en: el nombre del
substrato, la terminacion "asa”, debido a la complejidad de varios substratos dicho método
presentaba el inconveniente de nombres extremadamente largos, para lo cual, la Comision
de Enzimas de la Union Internacional de Bioguimica propuso, la modificacién de dicho
sisterna en un sistema trivial para uso comun.(DIXTON, 1979)(SCRIBAN, 1985).

Actualmente a las enzimas se les asigna un namero clave individual, basado en su
clasificacion y son en la actualidad muy utilizados y consisten‘ en un prefijo EC. (mimero
sistematico de la Comision de Enzimas) y 4 nimeros separados por puntos.

iy El primer nimero que indica la reaccion catalizada y divide a las enzimas en 6

clases principales:

SBLIOTECA Agronomia U. A.N.L.



1.- Oxidoreductasas.

2.- Transferasas.

3.- Hidrolasas.

4.- Liasas.

5.- Isomerasas.

6.- Ligasas.

it) El segundo mimero indica las subclases, que corresponden al substrato en general
0 grupo envuelto.

i11) El tercer nimero indica las sub-subclases, las cuales corresponden al substrato
especifico o coenzima.

iv) El cuarto numero indica las sub-sub-subclases; las cuales corresponden al

numero serial de la enzima.

2.1.4.1. Oxidoreductasas

Las oxidoreductasas, son enzimas que catalizan la transferencia de atomos de
hidrogeno v oxigeno. A esta clase pertenecen todas las enzimas que catalizan reacciones de
oxido reduccion . El substrato que es oxidado, es considerado como donante de hidrégeno y
el nombre sistematico un donante:aceptor oxidoreductasa. Estas enzimas se relacionan con
las reacciones biologicas oxidacion y reduccion v por lo tanto con la respiracion y procesos
de fermentacion. El nombre recomendadoe en la mayoria de los cases, es deshidrogenasa,
aunque reductasa es en ocasiones una forma alternativa. El nombre oxidasa solamente es
utilizado donde el O es el acepior. Sin embargo la clase no incluye solo deshidrogenasas y

oxidasas, sino también peroxidasas, las cuales utilizan H2O2 como el oxidante y las

oxigenasas e hidrolasas que incorporan oxigeno molecular.



2.1.4.2. Transferasas

Las transferasas son enzimas que catalizan la transferencia de grupos especificos, es
decir, transfieren un grupo de un compuesto a ctro compuesto, por ejempio el grupo metil
o un grupo glicosil. Los nombres sistematicos son formados de acuerdo al grupo transferasa
aceptor o grupo transferasa donante. En la mayoria de Ios casos, el donante es un cofactor

(coenzima) cargado con el grupo a ser transferido.

2.1.4.3. Hidrolasas

Son enzimas que catalizan las reacciones hiroliticas de los enlaces de tipo éster, éter
peptidico, glucosilo, anhidrido de dcido, C - C halogeno o P - N; dentro de las cuéles se
encuentran las enzimas que actian sobre los enlaces peptidicos (subgrupo 3.4)), que a su
vez contienen un subgrupo de peptidopeptidohidrolasas (sub-subgrupo 3.4.4); en donde se
encuentran la pepsina (EC.3.4.4.1) cuya reaccion principal es la hidrolisis de los L -
Péptidos que separan los residuos N - terminales con un grupo o - amino libre,
especialmente cuando el residuo N terminal es leucina u otro aminodacido parecido ; en éste
subgrupo se encuentra también la papaina (EC.3.4.4.10), cuya reacciéon principal es la
hidrélisis de péptidos, amidas, ésteres, etc., especialmente en los enlaces en que participan
aminodcidos basicos o leucina. (HARPER, 1971).

Los conocimientos en relacién a las enzimas.peptidasas (proteoliticas) han tenido
cambios considerables en los recientes afios. Dichas enzimas pertenecen al subgrupo 3.4.,
de las cuales algunas proteasas atacan solamente moléculas grandes, mientras otras
hidrolizan moléculas pequefias. No todos los enlaces peptidicos son hidrolizados por todas
las peptidasas; en algunas enzimas un grupo adyacente carboxil terminal o grupo amino
puede ser incluso preventivo actuando por tales grupos, mienfras que en otros requieren
ademas. un grupo terminal libre. La anterior puede actuar en medio de una cadena péptida,

rompiendo moléculas de proteina en fragmentos mas pequefios, pero generalmente

S(BLIOTECA Agronomia U.A.NL-
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hidroliza solamente péptidos pequefios, si los grupos terminales son blogueados
artificialmente por medios quimicos. Las endo y exo enzimas cooperan muy efectivamente
en la digestion de proteina, en la que se expresa la funcidn principal de lo anterior que se
produce de un gran numero de extremos libres en los cudles pueden actuar. Los dos mismos
tipos de accion pueden verse en los enzimas que asimilan polisacéridos, como los ilustrados
por las alfa v beta amilasas. La clasificacion de éstas enzimas presentan considerables
dificultades. Las peptidasas o exopepidasas se distribuyen entre los subgrupos 3.4.11-17 y
se dividen en aminodcidos simples de cadenas peptidicas N-terminal o C-terminal, las

cuales son especificos para substratos dipéptidos.

2.1.4.4. Liasas
Las liasas son enzimas que actuan sobre enlaces de C-C, C-C-O, C-N y otros
vinculos por eliminacion, dejando dobles vinculos, o a la inversa afiadiendo grupos de
doble enlace. En ia mayoria de las clases, 2 moléculas de substrato son envueltas en
reaccion en una direccion, perc solamente una molécula en la reaccion inversa. Muchas de
¢éstas reacciones son muy importantes en la biosintesis y cuando la reaccion es demostrada

solo biologicamente la enzima es conocida como una sinfetasa.

2.1.4.5. Isomerasas
Racemasas y efimerasas: las racemizaciones pueden ser producidas por pares de
enzimas especificas respectivamente por dos isomeros y produciendo un producto simétrico

comun.

ﬁLBUOTECA' Agronomia U, A.N.L«
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2.1.4.6. Ligasas
Son enzimas que catalizan la reaccién de union de dos moléculas acopladas a Ia
ruptura, sin intervencion del agua, de un enlace pirifosforico en el ATP o eventualmente en
un nucleétido trifosforico del mismo tipo.
Las subclases corresponden al tipo de enlace que se establece (C—-O,C -8, C—N,
C - C) y la sub-subclases se refieren a la naturaleza del producto formado (amida, péptido,

etc.) o a la reaccién que es catalizada. (SCRIBAN, 1985).

2.2. BACTERIAS ACIDOLACTICAS

Las bacterias lacticas se caracterizan por su habilidad de transformar la glucosa en
substratos adecuados y por lo general, una serie de otros azitcares en acido lactico.

Como en la fermentacion alcoholica, en la fermentacion lactica se obtiene energia al
sobrar dos moléculas de acido adenosinirifosforico (ATF), rico en energia. La fermentacion
lactica no sélo se produce en la naturaleza como consecuencia del metabolismo bacteriano,
stno que también se verifica en el metabolismo anaercobio en la musculatura del hombre y
de los animales; utilizando estos como fuente energia glucoégeno y las bacterias utilizan
glucosa.

Las bacterias lacticas se encuentran principalmente en las plantas y en las partes
vegetales, encontrandose también en las mucosas y en la canal intestinal del hombre v de
los amimales. Las bacterias acido-lacticas poseen la enzima lactico- deshidrogenasa (LDH)
que cataliza la sintesis de lactato a partir del dcido piravico (lactato es el acido lactico
procedente de la leche). Se pueden producir distintos isémeros de acido lactico, L(+), D(-),

los cuales difieren en la configuracion del segundo atomo de carbono, siendo las siguientes:



T2

COOH COOH
N |
HO—C—H H — C —OH
| l
CH3 CH3

(TAMIME, 1991).

2.2.1. Ciasificacion de las bacterias acidolacticas

la clasificacidén de las bacterias

‘En los cuadros 2 y 3 se muestra

acidolacticas.(BOTTAZZI, 1994).

Cuadro 2. Distribucién principal del género Lactobacillus.
FAMILIA GENERO GRUPOS SUBGRUPOS | BACTERIAS
L. brevis,
L. reuteri,
Meséiilos
Heterofermentativos
L. fermentatum.
Termdfilos L. celiobiosus.
Lactobacillaceae Lactobacillus |.
L. casei.
L. plantarum.
Mesofilos
Homofermentativos
L.. acidéphillus, L. salivarius,
Terméilos L. kelvéticus, L. buigaricus,
L. Lactis.




Cuadro 3. Distribucién principal del género Streprococcus.

FAMILIA | GENERO |  GRUPOS | SUBGRUPOS BACTERIAS
Mesofilos S. Jaetis.
Streptococous | Homofermentatives
Mesodfilos- S. faecium,
termafilos
Termofilos 8. Termophillus.
Streptococaceas

Leuc. crémoris.

Leuc. Jactis.
Leuconostoc Heterofermentativos Mesdfilos Leuc. mesenteroides.
Leuc. dextranicum.
Termdiilos Ped. pentosaceus.

Homofermentativos

Mesdfilos Ped. acidolactic.

2.2.2. Caracteristicas de las bacterias acidolacticas

Lactobacilius bulgaricus: Son bacilos que miden de 2 a 5 micrometros de largo, se

encuentran aislados o en cadenas; la temperatura Optima es de 40 a 45 °C, la maxima es de
52 °C y la minima 22 °C, fermenta la fructosa, glucosa y manosa; la bacteria en leches es
capaz de producir mas de un 2 % de acido lactico.

Lactobacillus acidophillus: La denominacion acidifila conduce a errores pues esta

bacteria no tolera mas el acido que otros lactobacilos, son bacilos que miden 2 a 6
micrometros de largo, se encuentran aislados o en cadenas cortas, la temperatura éptirrlla es
de 37 °C y la méaxima de 43 a 48 °C. Por debajo de los 20 °C no registra crecimiento;
fermenta la sacarosa y por regla general la refinosa, produce en leche con autolizado de

levadura hasta 2 % de acido, se encuentra por lo general en el intestino y en las heces

fecales del hombre (por lo general en nifios) y de otros mamiferos.

%MM@]&‘LA Agropomia U, ANL
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Lacrobacillus plantarum: Son bacilos que miden de 0.8 a 1 por 3 a 8 micrémetros y

se encuentran aislados o en cadenas cortas; la temperatura optima es de 34 a 37 °C; produce
acido ldctico racémico. Esta bacteria se encuentra en la naturaleza, principalmente en partes
vegetales; es capaz de formar acetilcolina la cudl se reconoce por el olor en el forra en el
cual ha crecido. Aparece también de manera espontanea en la preparacion de pepinillos en
vinagre, chaocrout principalmenie.

Streptoccocus_termophillus: El S. termdphillus pertenece a la familia de los
streptoccos y esta clasificado en el grupo de cocos gram (+) del manual Beregey's. Se
desarrolla en leche utilizando como fuente de enefgia la lactosa y como fuente de nitrogeno
la proteina de la leche. La temperatura o6ptima de crecimiento es de 44 °C. pero se
desarrolla hasta en los 50 °C. resistente al tratamiento térmico de 60 °C durante 30 minutos,
no se desarrolla a 10 °C., no es clasificable desde el punto de vista serologico, presenta alfa-
hemolisis cuando es cultivado en agar-sangre, no produce catélisis.

La cantidad méaxima de 4cido lactico se produce en leche variando segin el biotipo y
esta comprendido entre el 0.8 y el 1.0 %. La actividad protcolitica es de tipo débil, pero
varia de cepa a cepa; siende una medida evidencial la enzima iniracelular y la actividad
caseinolitica y peptidasica. que liberan del sustrato de leche aminoacidos estimulantes de
crecimiento de los estreptococos, producen dcido férmico y dan treonina v acetaldheido.

El habitat natural de estos microorganismos no es muy conocido mas ha sido aislado
de paja, leche cruda, leche pasteurizada y en polvo mas que de otros productos de queseria.

S. ldctis: son bacte1"ias globulosas, casi siempre ovales, miden aproximadamente 0.5
por 1.0 micrémetros y aparecen en parejas en cadenas cortas. La temperatura optima para el
crecimiento es de 25 °C, la temperatura maxima es de 40 °C vy la minima de unos 5 °C,. El
S. lactis fermenta la latosa, maltosa y dextrina, pero no la sacarosa, es la bacieria que se
encuentra con mayor frecuencia en la leche normal, puede producir en 24 lrs. de 0.5 2 0.7

% de acido lactico en la leche y puede degradar caseina en escaso grado.(HANSEN, 1959).
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2.3. ENZIMAS PROTEOLITICAS MICROBIANAS

2.3.1. Proteinas

Las proteinas son componentes que se encuentran en todos los tejidos vivos, tanto
animales como vegetales y bacterias. Desempefian funciones indispensables en la
arquitectura celular, en la catélisis, en la regulacién metabdlica vy en los procesos
contractiles y constituyen un arma importante del arsenal defensivo de muchos organismos
supertores. (MAHLER, 1971).

Las proteinas contienen cadenas de péptidos constituidas por aminoacidos unidos
por enlaces de amida, se encuentran generalmente 20 aminoécidos diferentes en las
proteinas v el orden de sucesién en el cual estos aminoécidos aparecen en el péptido "su
estructura primaria™ determina su forma y su asociacién con otros péptidos y por ende las
propiedades de la proteina. (GILVERY, 1970).

Se dividen en : a) proteinas simples o sencillas, que son las que por hidrdlisis
completa sdlo originan alfa aminoacidos y sus derivados; b} proteinas conjugadas, que son

aquellas en las que la molécula proteica se halla unida 2 un grupo organico no

proteico.(MAHLER, 1971).

2.3.1.1. Cadena de péptidos

Las proteinas son moléculas grandes, macromoléculas y su tamafio es un atributo
biologicamente importante porque impide que escapen de las células por la membrana del
plasma. Las proteinas estdn compuestas de polipeptidos y un peptido es un compuesto
formado por enlaces de amida, de cabeza a cola, entre alfa aminodcidos. Una proteina
puede ser una sola cadena de péptidos larga, pero la mayoria de las proteinas estan

constituidas por varias cadenas de péptidos asociadas entre si y estas cadenas no necesitan

ser identificadas.

012306
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2.3.1.2. Grupo prostético

Los 20 aminodacidos tienen Ia necesaria diversidad de estructuras para construir ias
diferentes proteinas, perc no proporcionan todas las clases de grupos quimicos necesaros
para cada funcion bioldgica cumplida por las proteinas. Estos grupos son suministrados por
péptidos apropiados que son elaborados de tal manera que se asociaran fuertemente con

otros compuestos de bajo peso molecular que tienen la estructura deseada.

2.3.1.3. Sintesis de proteinas

La descripcion del orden de aminoacidos necesarios para formar las cadenas de
péptidos de proteinas estd contenida en los acidos nucleicos, los cuales constituyen €l
aparato genético de la célula. La fuente primaria es un acido desoxirribonucleico (DNA); el
cual se reproduce por generacionesr de células en division. El DNA consiste de un esqueleto
de ésteres fosfatos de azicares con cadenas laterales de bases nitrogenadas; las purinas y
pirimidinas; cada aminoacido esti especificado por combinaciones de tres de éstas bases,
esta combinacion es un codon. La ordenacién completa de codones necesaria para
especificar una cadena de péptido es un cistron.

El DNA esta presente en la mayoria de las céluias como un doble filamento
enrollado formando un hélice; uno de los filamentos en la fuente, activa la informacion de
la célulla; el otro sirve como una matriz para la formacion del nuevo filamento activo por
division celular. El filamento activo es utilizado como una plantilla para hacer otra clase de
acido nucleico, acido ribonucléico mensajero (RNAm), el cual transporta la ciave de uno o
mas cistrones desde el nucleo a la sede de sintesis de proteina en el citoplasma.

Los aminoacidos son identificados para fines de la sintesis de proteinas por una
combinacion con RNA de transferencia (RNAt), los cuales son especificos para cada

aminoacido en particular y se combinan con el codon en el RNAm que designa ese

aminoacido, Una vez que ¢l RNAt se une con RNAm en un ribosoma, una cadena de

a UL.ANL
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péptido en crecimiento es agregada al nuevo aminoacido transportado por el RNAt, con el
cual se alarga la cadena en un residuo. El proceso de transferencia se repite hasta que la
cadena se completa. Las cadenas liberadas se¢ combinan entonces espontaneamente para
formar moléculas de proteinas acabadas, con todos los grupos prostéticos necesaﬁos

unidos.(GILVERY, 1970).

2.3.1.4. Albiimina sérica bovina

Desde el aislamtento de la albimina cristaliana del suero de leche en 1950 vy la
demostracion de que era idéntica a la albumina del suero sanguineo para todas las
propiedades medidas, excepto en el comportamiento electroforético a pH 4.0, donde ambas
se comportan de manera herogénea, se ha realizado poco trabajo en la proteina aislada de la
leche, aunque mucho lo ha sido en la albimina del suero sanguineo.

La molécula aparece como una sola cadena peptidica con un grupo -SH libre €l la
posicion 34 del péptido amino terminal y probablemente 17 enlaces disulfuro
intramoleculares. El aminoacido N-terminal y C terminal son acido aspartico y alanina

respectivamente, con un peso molecular total de 66,300 D.(PEREZ, 1984).

2.3.2. Protéolisis enzimatica

Las enzimas proteoliticas, como su nombre lo indica, tienen una accién especifica,
siendo su funcion catalizar la hidrélisis de los enlaces peptidicos que mantienen el
esqueleto de la molécula protéica.(TAMIME, 1991). Los procesos proteoliticos forman
parte de muchas operaciones, siendo tradicionalmente enzimas de origen de plantas y.
animales; en el oriente por su parte es una tradicion antigua el uso de enzimas de origen
microbiana en la prepa.racién de varios alimenios. Durante los tiltimos 50 afios la industria
de la fermentacién ha desarrollado métodos para la produccidon de enzimas proteoliticas

altamente puras a bajo costo principalmente de fuentes microbianas. Dentro de las proteasas
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de origen animal, la mas importante es la renina, la cual es obtenida de los becerros y es
generalmente utilizada para la fabricacion de quesos. Aunque la leche puede ser cuagulada
por una gran cantidad de proteasas es practicamente imposible la obtencion de un queso

palatable y con las caracteristicas propias de ¢éste.(ROSE, 1980).

2.3.2.1. Degradacion de los componentes protéicos

Las enzimas que actian sobre los enlaces peptidicos se conocen como
peptidohidrolasas, las cuales se dividen en dos grupos principales: peptidasas y proteasas.
(TAMIME, 1991).

El funcionamiento de las enzimas proteoliticas no se conoce aun en forma completa,
pero quizd las enzimas extra celulares degradan inicialmente a la proteina y péptidos
mayores en péptidos mas pequefios aunque diferentes en tamafio, que son mas facilmente
hidrolizados por las enzimas en la pared celular y membrana, reduciendo los compuestos
hasta aminoacidos o péptidos muy pequefios que son finalmente hidrolizados en
aminoacidos en el interior de la célula.(PEREZ, 1984).

La hidrélisis de las proteinas hasta aminoacidos tiene lugar principalmente en dos

etapas:
1* etapa 2 etapa
Proteasas Peptidasas
Proteina — Polipeptidos — Aminoacidos
(TAMIME, 1991).

SIBLIOTECA Agronomia U. AL,
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Existen diferencias importantes en las capacidades proteoliticas entre las especies
microbianas y aun entre cepas de las mismas especies, siendo por lo general los
lactobacilos méas proteoliticos que los estreptococos; la proteolisis de la leche, lleva a la

formacién de aminoécidos libres y péptidos de muy diversos tamafios.(PEREZ, 1984),

2.3.3. Factores que alteran la actividad proteolitica de los microorganismos
adicionados a la leche con fines de industrializacion:
a) Medio de cultivo de propagacion.
b} Edad del cultivo adicionado.
¢) Congentracion celular.

d) Tipo de conservacion del cultivo adicionado.(PEREZ, 1984)
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III. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue realizadza en el laboratorio cie Biotecnologia
Microbiana de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén,
ubicada en el kilometro 17 de la carretera Marin-Zuazua en el municipio de Marin, Nuevo
Léon, México.

La duracién aproximada fue de 6 meses, iniciando en noviembre de 1994 para
concluir en abril de 1995.

El método utilizado es el mismo reportado en el AOAC. (Official Methods of
Analysis,1990); como "Actividad Proteolitica de la Papaina "; el cual se describe
acontinuacion:

3.1. DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA

3.1.1. Reactivos

En el cuadro 4se muestran los reactivos utilizados en dicho método; asi como su

forma de preparacion.

BIBLIOTECA Agronomia U. ALN.L
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Cuadro 4. Reactives utilizados para la determinacidn de la actividad proteolitica.

REACTIVOS | o PREPARACION

Fosfato de sodio 0.05 M.

Disolver 0.71 gr. de NajHPQO4 anhidro en agua
destilada hasta completar 100 ml. (agregar una gota de
tolueno como preservativo).

Acido ciirico 0.05 M.

Disolver 1.05 gr. de acido citrico monohidratado con
agua destilada y aforar a 100 ml.

Substrato de caseina.

Dispersar (.05 gr. de caseina de Hamstern en 25 ml.
de la solucién de fosfato de sodio 0.05 M,

Colocar en baifio con agua hirviendo por 30 minutos
(agitando ocacionalmente).

Enfriar a temperatura ambiente.

Titular con acide citrico 0.05 M. hasta un pH de 6.0
+/- 0.1. (agitar continuamente durante el tiempo de
adicion del 4cido citrico para prevenir la presipitacion
de la caseina). |

Diluir con agua destilada hasta completar 50 ml
(preparar diariamente).

Substrato de Albumina.

Se prepara de igual manera que el substrato de
caseina, con la unica diferiencia de que se titula con
HCI! 1 N hasta un pH de 3.

Fosfato de  cisteina EDTA
{(buffer).

Diluir 0.355 gr. de NapHPO4 en 40 ml. de agua
destilada.
Agregar 0.7 gr.de EDTA y 0.305 gr. de cisteina.
Ajustar el pH. (3 o 6 segin sea el caso).
Aforar con agua destilada hasta 50 ml.

Acido Tricloroacético (TCA) al
30 Y.

Disolver 6 gr. de 4cido tricloroacético en agua
destilada hasta completar 20 mi.

Solucidn estandar de 1a enzima.

Disolver 10 mg. de la enzima (pepsina o papaina) en
10 ml de solucion buffer. _

Diluir posteriormente 1 mi. de ésta solucién en 10 ml.
de solucion buffer.

Utilizar después de 3¢ min.
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3.1.2. Curva estandar

Al principio de la realizacion de la presente investigacion, se realizaron pruebas
preliminares para elegir las condiciones Sptimas para analizar la actividad proteolitica de
las bacterias, debido a que se carecia de informacién acerca del comportamiento de su
actividad mediante la utilizacién de dicho método. Por lo que se realizaron diferentes
curvas estdndar, utilizando 2 diferentes enzimas comerciales (Pepsina y Papaina) bajo 2

diferentes tipos de substrato (caseina y albumina de suero bovino) y utilizando también

buffers diferentes ( cuadro 5).
Cuadro 5. Condiciones bajo 1as cuales se realizaron las diferentes curvas estindar,
ENZIMA SUBSTRATO SOLUCIONES BUFFER
Caseina Fosfato de cisteina EDTA a un pH de 6.0 (Buffer 1)
Pepsina Albimina 50 % de fosfato de cisteina EDTA y 50 % de Acido
citrico 0.05 M a un pH de 3 (Buffer 2).
Albumina Fosfato de cisteina EDTA con acido citrico a un pH de

3 (Buffer 3). La unica diferenencia con el buffer 2, es

que el acido citrico va junto con los componentes de la
solucidn de fosfato de cisteina.

Papaina Caseina’ Fosfato de cisteina EDTA a un pH de 6.0 (Buffer 1).
Albimina Fosfato de cisteina EDTA a un pH de 6.0 (Buffer 1).

= s r—
Lo i ==t s ———

o
T

** Se utilizaron 0.5 gr. de Caseina en 50 mL

Para cada una de las soluciones estandar de las enzimas (Pepsina y Papaina), se
etiquetaron 9 tubos de la siguiente manera: Sy(1), S1(2), S2(1), 32(2)> S3(1)- 33(2)> S1B»
S2B ¥ S3B-

En todos los tubos de ensaye se pipetearon 2.5 ml. del sustrato (caseina y albumina),
de igual manera se pipetearon 0.5 ml., 0.25 ml., y 0 ml. de cada una de las soluciones buffer
por separado (buffer 1, buffer 2 y buffer 3) en S{, 57 y S3 respectivamente; cada una con
sus respectivas repeticiones (2 repeticiones), asi como con sus respectivos blancos (SR,
Sop, S3B)- Se colocaron luego todos los tubos en bafio marfa con agua a una

temperatura de 40 °C. durante 10 minutos; después en cada uno de los tubos se pipetearon
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0.5 ml, 0.75 ml. y 1 ml. de la solucién estdndar (Pepsina y Papaina), en Sq, Sy ¥y S3
respectivamente (ver el cuadro 6). Se incubaron posteriormente durante 60 minutos a la
misma temperatura (40 °C.). Después de este tiempo, a los tubos etiquetados como S8,
SoB, S3B se les agregd 0.5, 0.75 y 1.0 mi. de solucién estandar de la enzima;
inmedidtamente despues se agregd a todos los tubos 1.5 ml. de dcido tricloroacético al 30 %
agitando cada uno de estos; colocando cada uno de los tubos ﬁuevamcnte en el bafio
durante 40 minutos a la misma temperatura, permitiendo que la proteina se cﬁagulara
compietamente; luego se filtraron cada uno de los tubos a traves de papel whatman niimero
1 en el mismo papel y finalmente se midié su absorbancia en el espectrofotémetro a 280

nm, (utilizando tubos de cuarzo). comparando cada unoe con su respectivo blanco.

Cuadro 6. Esquema general, para la determinacién de las condiciones 6ptimas de andlisis de la
actividad proteolitica de las bacterias.

SUBSTRATO BUFFER pH ENZIMA mg/m| de # de REPET.
enzima.

0.000
3 PEPSINA 0.050
0.075
CASEINA |BUFFER (1) 0.100
0.000
6 PAPAINA 0.050
0.073
0.100

0.000
BUFFER (1) 6 PAPAINA 0.050
0.075
0.100
0.000
ALBUMINA |[BUFFER (2) 3 PEPSINA 0.050
0.075
0.100
0.000
BUFFER (3) 3 PEPSINA 0.050
0.075
0.100

PR R P R N ] R N I ] I D

|
i
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3.1.3. Actividad Proteolitica de las bacterias

La Actividad Proteolitica de las bacterias, fué determinada utilizando como estandar
la pepsina, como substrato albimina de suero bovino y como buffers, S0 % de fosfato de
cisteina y 50 % de acido citrico 0.05 M, (buffer 2) y fosfato de cisteina con acido citrico
(buffer 3), debido a que, bajo éstas condiciones se obtivieron valores mas aitos de actividad,
asi, como una mejor correlaciéon (dichos resuitados son mostrados a continuacién en la
seccién de resultados). Se siguid la misma metodologia que para los estandares, con las
siguientes variaciones: se utilizaron 0.9 ml. de solucion buffer (buffer 3), ésto debido a que
la cantidad de ml. de las bacterias fué de 0.1 ml., cada uno con sus respectivas repeticiones,
asi como con sus respectivos blancos (el bianco utilizado para las bacterias fue medio de
cultivo liguido pero sin indculo de bacterias).

Las bacterias utilizadas en el experimento fueron: Lactobaciilus bulgaricus (LB),

L. acidophillus (LA), L. plantarum (LP), Streptoccocus termophillus (ST), S. ldctis (SL) y
S. crémoris (SC), las cuales se inocularon en medio de cultivo agar lactico o caldo
lactosado (cuadro 7) e incubadas bajo sus condiciones Optimas de temperatura. (35 °C,
exepto el Streptococcus termdphillus que fue incubado a 45 °C) durante 24 horas.

Cuadro 7. Composicion del agar lActico o caldo lactosado,

_INGREDIENTES CANTIDAD (gramos por litro)
Caldo de soy? tripto caseina 20.0
Extracto de levaduras 5.0
Lactosa 5.0
Glucosa 5.0
Sacarosa 5.0
Cloruro de sodio 4.0
Acetato de sodio _ 1.5

Acido ascorbico 0.5

!
|
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Para la determinacion de las condiciones Optimas, en las que se obtiene la mejor
actividad proteolitica, se utilizaron diferentes condiciones de pH y de temperatura asi como
bacterias centrifugadas y no centrifugadas, para el caso de las bacterias centrifugadas se
utilizaron 5000 revoluciones por minuto por un tiempo de 3 minutos.

Para la determinacidn del pH 6ptimo se prepararon las soluciones buffer a diferentes
pHs (2, 3, 3.5, 3.895, 5, 6.5, 7.5, para el "buffer2" v 3, 4, 5, 6, 7, para el "buffer 3" ) los
cudles se utilizaron en cada una de las bacterias manteniendo la temperatura de incubacién
constante ( 40 °C); una vez obtenido el pH 6ptimo se obtuvo la temperatura Gptima

aplicando la técnica anteriormente descrita variando solamente las temperaturas para cada
una de las bacterias (25, 30, 35, 37, 40, 45 y 50 °C, para ambos buffer) y manteniendo
constante el pH 6ptimo obtenido y finalmente teniendo pH y temperatura dptimas para cada
una de las bacterias, se utilizaron éstas para la determinacion de la actividad proteolitica en
base al tiempo, midiendo la densidad 6ptica a diferentes tiempos de incubacion (0, 10, 20,

30, 40 y 50 minutos).

3.1.4. Calculos

Para calcular la actividad proteolitica se utiliz6 la siguiente férmula:

PRORES

AP: Actividad proteolitica equivalente a mg de pepsina por ml.

Donde:

S: Pendiente.
DO: Densidad dptica a 280 nm.

0.1: mi.de muestra.

omia U. A N1
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3.2. DETERMINACION DE PROTEINA

Para la determinacién de la actividad proteolitica en base a mg de proteina por ml.
de bacterias por minuto; fue necesario la determinacién de proteina en mg por ml. para cada
una de las bacterias, para lo cual se utilizé el método Lowry (LOWRY, 1951)., que

consiste en lo siguiente: ,

3.2.1. Reactivos
En el cuadro § se muestran los reactivos utilizados para la determinacién de proteina

de las bacterias por el método de Lowry.

Cuadro 8. Reactivos utilizados para I1a determinacién de proteina,

RETéCTEOS | PREPARACION

Solucibn de .1 N de NaOH. Se pesardn 4.0 gr. de NaOH y se aforé a
un litro con agua detilada.

REACTIVO A (solucion de NayCO3 al 2 % | Disolver 2 gr. de NapCO3 en 100 ml de
en NaOH .1 N). solucién de 0.1 N de NaOH.

Tartrato de potasio o de sodio al 1 %. Disolver 1 gr. de Tartrato de potasio o de
_ sodio en 100 ml. de agua desionizada. .
REACTIVO B (CuSO4 -5 HpO al .5 % en| Disolver 0.5 gr. de CuSO4¢-5H70 en 106

S —r
——

1% de Tartrato de potasio o de sodio). ml. de Tartrato de potasio o de sodio.

REACTIVO C. Mezclar 50 mi. del REACTIVO A con un
ml. del REACTIVO B. (Déscartelo después
de un dia). :

REACTIVO D. Mezcle 2.5 mi. de solucién de REACTIVO
DE FOLIN 2 N con 2.5 mi. de agua
desionizada.

Solucion estandar. Disolver 0.1 gr. de albumina de suero

bovino en 25 ml. de NaOH 0.1 N. ( la
concentracion  final sera de 400
microgramos por ml.).
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3.2.2. Curva estandar

Cuadro 9. Curva estidndar de proteina.

pw/ml de mLde  ml de ml. de agua ml. de ml. de # de
proteina solucién muestra destilada. ReactivoC*  Reactivo E  repeticiones.
estindar e
0 0.0 0 0.60 3 0.30 2
20 0.05 0 0.55 3 0.30 2
40 0.10 0 0.50 3 0.30 2
80 0.20 0 0.40 3 0.30 2
120 0.30 0 0.30 3 0.30 2
160 0.40 0 020 3 0.30 2
200 0.50 0 0.10 3 0.30 2
240 0.60 0 0.0 3. 0.30 2
0.0 0.60 6.0 3 6.30 3

S
e —

* Después de agregar el reactivo C se espera 10 min.
** Una vez pasados los 10 minutos, se agrega el reactivo E y se lee la absorbancia a 660

nm. después de 30 min.

3.2.3. Proteina de las bacterias

En un tubo de ensaye se tranfirié una alicuota de 0.6 ml de cada una de las bacterias,
se agregd posteriormente 3 ml. de Reactivo C, después de 10 minutos se agregd el
Reactivo E y una vez pasados 30 min. se efectuo la lectura de absorbancia a 660 nm. Lo

anterior se realizd por 3 repeticiones para cada una de las bacterias.

3.2.4. Caleulos

w/ml. de proteina= ( ]x DOp x [

(0.6
)xmp L} {606
Sp 0.6

mg/ml. de proteina = l:( :

Donde:

Sp: Pendiente (de la curva esténdar de proteina).
DOp: Densidad optica a 640 nm. (de proteina).
0.6: Voltmen total.
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APR:( AP ]

mg [ mi. proteina

Dénde:
APR: Actividad proteolitica real.

AP: Actividad proteolitica equivalente a mg de pepsina.

APR )

APR/min. = (
60

Doénde:

APR/min.: Actividad proteolitica real por minuto.

APR: Actividad proteolitica real.

# de células / ml. = [(DOg) x (1x109)] + 0.1
Doénde:
DOg: Densidad 6ptica (a 686 nm.).
0.1: Debido a que 0.1 de DO a 686 nm. equivale a 1x107 células / ml.

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un andlisis de varianza,
utilizando el paquete de computacion "LSMLMW", con un arreglo factorial. con

distribucién completamente azar de los tratamientos; y cuyo modelo se muestra a

continuacion:



3.3.1. Actividad proteolitica a diferente pH
Yijjk=un + Bj+pHj+ Bjx ij + ek
Donde:
i =Media general.
Bj = i~ésima bacteria.
pHj = j-ésimo pH.
Bi* pH; = Interacci6n de la i-ésima bacteria con el j-ésimo pH.

ejjk = k-ésimo error en el j-ésimo pH en la i-ésima bacteria.

3.3.2. Actividad proteolitica a diferente temperatura
Yijk=u + Bj+Tj+ Bix Tj +ejk
Donde:
1 = Media general.
B; = i-ésima bacteria.
Tj = j-ésima temperatura.
Bi* Tj = Interaccion de la i-ésima bacteria con el j-ésima temperatura.
ejjk = k-ésimo error en el j-€ésima temperatura en la i-ésima bacteria.
3.3.3. Actividad proteolitica a diferente tiempo |
Yijk= u+ Bt tj+ Bpx tj t ejjk
Donde:
L = Media general.
B; = i-ésima bacteria.

t; = j-¢ésimo tiempo de incubacidn.

- Bj* g = Interaccion de la i-ésima bacteria con el j-ésimo tiempo de incubacion.

eijk = k-ésimo error en el j-¢simo tiempo de incubacién en la i-ésima bacteria.

29
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IV.RESULTADOS
4.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA
4.1.1. Curva éstandar
En el cuadro 10 se muestran los promedios de densidad Optica a 280 nm. obtenidos
de 2 repeticiones, utilizando comeo solucién estandar, diferentes concentraciones de pepsina
{0.05, 0.075 y 0.1 mg. por ml.), bajo 2 diferentes tipos de substrato (albimina de suero

bovino y caseina), utilizando los diferentes tipos de buffers (buffer 1, buffer 2 y buffer 3).

Cuadro 10. Densidad 6ptica a 280 nm. de la pepsina bajo las diferentes condicienes.

DENSIDAD OPTICA A 280 nm.
Mg. DE PEPSINA PEPSINA- PEPSINA- PEPSINA-
CASEINA ALBUMINA ALBUMINA
(BUFFER 1) (BUFFER 2) (BUFFER 3)
o 0 T 0 0 0
0.050 0.03525 0.0500 0.1235
0.075 0.03715 0.0575 0.1855
0.100 0.04600 0.0620 0.2150

“— —
e —

Mediante un analisis de regresion lineal, para cada una de las condiciones anteriores

utilizando como estdndar diferentes concentraciones de pepsina (cuadro 1), se obtuvierén

UANL

como mejores condiciones para desarrollar una buena actividad proteolitica el utilizar como

substrato albimina sérica bovina con buifer 3, ya que se obtuvo un maximo coeficiente de

onomia

determinacion (R2 = 0.8621), obteniéndose, ademis valores de densidad optica
relativamente mads altos; mientras que la R2 utilizando como substrato albéimina pero con ¢l
buffer 2 fug de 0.3209 v la R? utilizando como substrato caseina con buffer 1 fue de
0.22060. Ei hecho de haber obtenido valores de correlacién demaciado bajos nos indica que

no estamos dentro las cantidades dptimas de la enzima (pepsina), por lo que se recomienda

QIBLIOTECA Agr

realizar la curva estandar con un rango mayor de mg. de la enzima en cuestion.

En las figuras 1, 2, 3, se muestran las curvas estandar de la pepsina, bajo las

diferentes condicciones de substrato y buffer utilizado (pepsina-caseina con buffer 1,
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pepsina-albimina con buffer 2 y pepsina-albumina con buffer 3). Donde, R1 y R2 son las

repeficlones

Fig. 1. Curva estandar de la pepsina utilizando como subsirato caseina y el buffer 1.

=
&)
Z
<
a8
=4
2
2]
o

0 0.5 0.75 1

Mg. DE PEPSINA
|-D.O(RI) - D.0(R2) |
Fig. 2. Curva estandar da |a pepsina utilizands como substrato albamira con el buffer 2,
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Fig. 3. Curva estandar de la pepsina utlizando como substrato albumina v el buffer 3,
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En el cuadro 11. Se muestran los promedios (de dos repeticiones) de los reultados
obtenidos de densidad dptica a 280nm. utilizando como estindar diferentes concentraciones
de papaina y 2 diferentes tipos de substrato (albiimina y caseina); (en ésta se utilizo

solamente el buifer 1 debido a, que deacuerdo a la técnica es el dptimo para la papaina).

Cuadro 11. Densidad éptica de la papaina bajo las diferentes condiciones.

DENSIDAD OPTICA A 280 nm.
Mg. DE PAPAINA PAPAINA-CASEINA* PAPAINA-ALBUMINA
0 0 0
0.050 0.3730 0.289
0.075 0.4315 0.2255
0.100 0.6250 0.197

** En ésta se utilizaron .3ml de caseina en 50 mil.

Al igual que los resultados anteriores (cuadro 10), los resualtados mostrados en el
cuadro 11, fueron también analizados mediante un analisis de regresion lineal, mediante el

cual se obtuvo como mejor substrato para desarrollar una buena actividad proteolitica la



caseina con buffer 1, ya que se obtuvo una correlacion mayor, con una R2 de 0.8873;
mientras que utilizando como substrato albémina sérica con buffer 1 se obtuvo una R2 de
0.7543 (con una R= -0.8685). El hecho de haber obtenido valores mayores de densidad
Optica con caseina como substrato que utilizando albiimina, puede deberse a que se utilizé
mayor cantidad de caseina (0.5ml. en 50 ml. de solucion buffer), que albumina (.05 ml en
50 ml. de solucidn buffer) y la baja correlacion para la papaina con albimina, nos indica
también que, para la elaboracién de la curva se debe tomar un rango mayor de mg. de
enzima (papaina), de preferencia valores menores, debido a que como se observa el valor
negativo de la R (R= -0.8685) se debe quizds a que se encuentra en la etapa de
decrecimiento de la actividad.

En las figuras 4 y 5 se muestran las curvas estindar de la papaina, bajo las
diferentes condicciones de substrato y buffer utilizado (papapina-caseina con buffer 1 y

papaina- albumina con buffer 1).

Fig. 4. Curva estandar de papaina wtilizande come substrato caseina y e buffer 1.

ABSORBANCIA

0 _ 0.05 0.075 0.1
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Fig. 5. Curva estandar de papaina utilizande como substrato albuiming y el buffer 1.
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Los resultados obtemidos del andlisis de regresién lineal para cada una de las
diferentes condiciones de las soluciones estdndar (pepsina y papaina) indicaron que la
actividad proteolitica estd directamente influenciada por el tipo de substrato y buffer
utilizado, presentando los valores mas altos la papaina con substrato de caseina utilizando
el buffer 1 a pH de 6.0, seguida por Ia pepsina con substrato de aibiimina v buffer 3 a pH 3,
mientras que la papaina con substrato de albimina y buffer | a pH 6.0 present6 los valores
mas bajos; dichos resultados nos indican también que dichas enzimas, a pesar de ser ambas

proteoliticas son altamente especificas.

A continuacion se muestra un resumen de la densidad 6ptica a 280 nm, de cada una

de las soluciones estandar (pepsina y papaina), bajo las diferentes condiciones de substrato

y tipo de buffer utilizado (cuadro 12).
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Cuadro 12. Resumen general, de las diferentes condiciones de analisis para la determinacion de
la actividad proteolitica de las bacterias.

SUBSTRATO | BUFFER pH ENZIMA mg/ml DE D.O
ENZIMA (PROM)

0.000 0

3 PEPSINA 0.050 0.0352

0.075 0.0371

CASEINA |[BUFFER (1) , 0.100 0.0460
0.000 0

6 PAPAINA 0.500 0.3730

0.750 0.4315

1.000 0.6250

0.000 0

BUFFER (1) 6 PAPAINA 0.050 0.2890

0.075 0.2255

0.100 0.1970

- 0.000 0

ALBUMINA |BUFFER (2) 3 PEPSINA 0.050 0.0500
0.075 0.0575

0.100 0.0620

0.000 0

BUFFER (3) 3 PEPSINA 0.050 0.1233

0.075 0.1855

0.100 0.2150

Aunque se obtuvieron mejores resultados utilizando papaina con substirato de
caseina, para evaluar la actividad proteolifica de cada una de las bacterias se optd por
utilizar como substrato albiimina sérica bajo diferentes condiciones de pH, temperatura v
tiempo de incubacién en las bacterias, utilizando como buffer, 50 % de fosfato de cisteina
EDTA y 50 % de 4cido citrico 0.05M. (buffer 2) y fosfato de cisteina EDTA con acido
citrico (buffer 3), rcporfando la actividad proteolitica como equivalente a mg. de pepsina
(AP), ésto debido a que la diferiencia entre éstas no fue significativa. Siendo alin mas
confiable utilizar como estandar pepsina y como substrato albumina debido a que se

utilizaron las mismas concentraciones de substrato (1 mg/ml.).
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4.1.2. Actividad proteolitica de las bacterias, bajo diferentes condiciones de pH,
temperatura y tiempo de incubacién.

Los resultados obtenidos, de actividad proteolitica de cada una de las bacterias , bajo
las diferentes condiciones de pH, temperatura y tiempo de incubacion; fueron analizados
mediante un analisis de varianza, utilizando ¢l paquete de computacién "LSMLMW", con
un disefio completamente al azar y un arreglo factorial, cuyo modelo estadistico se explica
en la seccidon de materiales y métodos.

a) Efecto de la centrifugacion de las bacterias sobre la actividad proteolitica

El 4nalisis estadistico, de los resultados obtenidos del comportamiento de la
actividad proteolitica de las bacterias centrifugadas y no centrifugadas, utilizando como
buffer una solucton de 50 % de fosfato de cisteina y 50 % de ac. citrico 0.05 M (buffer 2 a
pH 3); revelé que no existia diferiencia significativa entre bacterias centrifugadas v no
centrifugadas (p > 0.05), por lo que en los siguientes anélisis se optd por utilizar solamente
bacterias no centrifugadas.

En la fig. 6 se muestra ¢l comportamiento de la actividad proteolitica de las
bacterias centrifugadas y no centrifugadas utilizando como substrato albumina sérica

bovina y como buffer 50 % de fosfato de cisteina y 50 % de 4¢ido citrico 0.05 M.

iy
ﬂ'!n'

UAN
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Fig. 6. Comportamiento de la Actividad Proteolitica de las bacterias tante centrifugadas como no centrifugadas utilizando el buffer 2.
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Lactobaciollus bulgariens (LB), L. acidéphillus (LA), L. plantarum (LP), Strepiococcus
terméphillus (ST), S. erémoris (SC) y S. lactis (SL). Nota: en las siguientes figuras se utilizara la misma
terminologia para cada una de las bacterias.

Aunque mediante el analisis estadistico, no se observo diferiencia significativa entre
las bacterias centrifugadas y no centrifugadas, en la figura anterior se logra observar que las

bacterias no centrifugadas desarrollaron una mayor actividad proteolitica.

b) Efecto del pH sobre la actividad proteolitica de las bacterias
Mediante ¢l analisis de varianza, de los resultados obtenidos de actividad
proteolitica de cada una de las bacterias, utilizando come substrato albimina de suero
bpvino, bajo diferente pH ( 2, 3, 3.5, 3.895, 5, 6.5 v 7.5), como buffer una solucion de 50
% fosfato de cisteina y 50 % de 4cido citrico 0.05 M (buffer 2), se obtuvo, que existe una

diferencia altamente significativa entre la actividad proteolitica de cada una de las bacterias
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entre si, con un nivel de significancia < 0.001, asi como también existe una diferencia
altamente significativa entre la actividad proteolitica de las bacterias bajo los diferentes
pH’s con un nivel de significancia de 0.0060; siendo el mejor pH para todas las bacterias el
5, asi como la bacteria que present6 la mejor actividad fue el Lactobacillus acidophillus.
No existiendo diferencia significativa entre la actividad proteolitica de cada una una de las
bacterias bajo los diferentes pH's, ya que el nivel de significancia fue de 0.1877. Esto
significa que no hubo interaccidon entre las bacterias y los pH's.

Aunque, mediante el andlisis estadisico se obtuvo que no existia diferiancia
significativa entre la actividad proteolitica de cada una de las bacterias, bajo los diferentes
pH's, en el cuadro 13 se muestra el pH, en el cual se obtuvo la mejor actividad proteolitica,

al utilizar como substrato albumina y el buffer 2.

Cuadro 13. Actividad proteolitica a pH déptimo de cada una de las bacterias (buffer 2).

—

BACTERIAS MEJOR pH A, PROTEOLITICA
Lactobacillus bulgaricus 6.5 0.2574
Lactobacillus acidophillus 5.0 0.3926
Lactobacillus plantarum 5.0 0.1911
Streptococcus 3.0 0.1317
termophillus
Streptococcus crémc_>_1;1§ 5.0 0.2268 _

R ——— o—

Mientras que, utilizando el buffer 3 se obtuvo, que, existia diferencia significativa
entre la actividad proteolitica de las bacterias entre si, con un nivel de significancia de
0.0253; no obteniéndose diferencia significativa entre la actividad proteolitica las bacterias
a los diferentes pH’s,‘ ésto con un nivel de significancia de 0.6660; siendo los mejores pH's
el 3 y el 5 para todas las bacterias y la bactéria que presento la mejor actividad proteolitica

fue también el Lactobacillus acidophillus, Sin embargo, cada una de las bacterias no

mostré diferiencia significativa en su actividad proteolitica bajo los diferentes pH’s, ya que



su nivel de significancia fue de 0.3544; atin asi se muestran acontinuacidn los pH’s, bajo los

cuales se obtuvo la mejor actividad proteolitica para cada una de las bacterias (cuadro 14).

Cuadro 14. Actividad proteolitica a pH dptimo de cada una de las bacterias (buffer 3).

BACTERIAS MEJOR pH A. PROTEOLITICA
Lactobacillus bulgaricus ~ 5.0 T 02841
Lactobacillus acidophillus 3.0 0.5765
Lactobacillus plantarum 7.0 0.2896
Streptococcus 5.0 0.5327
termophillus

En las figuras 7 y 8 se muestra el comportamiento de la actividad proteolitica para
cada una de las bacterias, utilizando como substrato albimina de suero bovino y como
buffers, una solucion de 50 % fosfato de cisteina EDTA y 50 % &cido citrico (buffer 2) y

fosfato de cisteina EDTA con 4cido citrico (buffer 3).

;JMUUILLA Agronomia U. 4. N, L.
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Fig. 7. Comportamiento de la Actividad Protealitica a diferente pH utilizando el buffer 1.
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Fig. 8. Comportamiento de la Actividad Proteclitica a diferente pH utiizando < buffer 3.
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¢) Efecto de 1a temperatura de incubacién sobre la actividad proteolitica de las
bacterias

Mediante el andlisis de varianza, de les resultados obtenidos de la actividad
proteolitica a diferente temperatura (25, 30, 35, 37, 40, 45 y 50 °C), se obtubo que,
utilizando el buffer 2 a un pH 5 e incubando a diferentes temperaturas; no existia diferencia
significativa entre la actividad proteolitica de las bacterias entre si, ésto con un nivel de
significancia del 0.999. Siendo ¢l Streptococcus termépkillés la bacteria que presenté la
mayor actividad proteolitica. (se utilizé el pH 5 para todas las bacterias, debido a que
resulto ser el mejor con el buuffer 2). A continuacidén se muestran los mejores resultados
obtenidos de actividad proteolitica para cada una de las bacterias bajo éstas condiciones

(cuadro 15).

Cunadro 15. Actividad proteolitica a temperatura optima, para cada una de las bacterias,
utilizando el buffer 2. ‘

——]
p—

BACTERIAS MEJORT® A. PROTEOLITICA
Lactobacillus bulgaricus 40 0.1492
Lactobacillus acidophillus 25 0.2216
Lactobacillus plantarum 25 0.1710
Streptococcus 37 0.2949
termophilius

e
—_— s

Sin embargo, cuando se utilizé el buffer 3 a pH 5 (pH bajo el cual se obtuvo la
mejor actividad proteolitica, en cada una de las bacterias), se obtuvo que existia una
diferiencia altamente significativa entre la actividad proteolitica de cada una de las bacterias

- entre si, con un nivel de significancia de 0.0006; presentando la mayor actividad
proteolitica el S. termodphillus; existiendo también una diferiencia altamente significativa

entre la actividad proteolitica de las bacterias a las diferentes temperaturas, con un nivel de

SIBLIOTECA Agronomia U. A N.L.
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significancia <0.0001, siendo la mejor temperatura para todas las bacterias 37 °C. No
existiendo diferiencia significativa entre la actividad proteolitica de cada una de las
bacterias a las diferentes temperaturas, con un nivel de significancia de 0.1903 (No hubo
efecto de interaccion). A continuacidon se muestra la temperatura, bajo la cual se obtuvo la
mejor actividad proteolitica para cada una de las bacterias, bajo éstas condiciones (cuadro

16).

Cuadro 16. Actividad proteolitica a temperatura éGptima, para cada una de las bacterias,
uiilizando el buffer 3.

iy

BACTERIAS  MEJORT° A. PROTEOLITICA
Lactobacillus bulgaricus 37 0.4398
Lactobacillus acidophillus 35 0.4371
Lactobacillus plantarum 35 0.5058
Streptococcus 37 (.5546
terméphillus

Fig. 9. Comportamiento de la Actividad Proteolitica a diferente temperatura utilizando el buffer 2.
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Fig. 19. Componamiento de la Actividad Proteolitica a diferente temperatura utilizando el buffer 3.
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d) Efecto del tiempo de incubacién sobre la actividad proteolitica de las
bacterias

Para la realizacion de éste analisis (actividad proteolitica a diferente tiempo de
incubacion) se utilizaron las condiciones Optimas para cada bacteria, las cudles resultaron
de los analisis anteriores; utilizando como substrato albimina y el buffer 3. Y mediante el
analisis de varianza se obtuvo, que bajo éstas condiciones, existia una diferencia altamente
significativa entre la actividad proteolifica de las bacterias entre si, con un nivel de
significancia < 0.0001; presentando la mejor actividad proteolitica el L. plantarum; asi
como también se obtuvo que existia una diferencia altamente significativa entre la
actividad proteolitica de las bacterias a los diferentes tiempos de incubacion, con un nivel
de significancia < 0.0001, siendo el mejor tiempe para todas las bacterias 50 minutos a pH
y temperatura optimos, con un nivel de significancia < 0.0001. Se obtuvo también que

existia una diferencia altamente significativa entre la actividad proteolitica de cada una de



las bacterias bajo los diferentes tiempos de incubacién (cuadro 17) con un nivel de

significancia < 0.0001.

Cuadro 17, Actividad proteoiitica de cada una de las bacterias al tiempo 6ptimo, utilizando el
buffer 3. '

a—

BACTERIAS MEJOR TIEMPO A. PROTEQLITICA
Lactobacillus bulgaricus (pH5, 1°37) 50 0.08190
Lactobacillus acidophillus (pH3, T°35) 50 0.4808
Lactobacillus plantarum (pHS, T°35) 50 0.5273
Streptococcus termophillus(pHS5, T°37) - 50 0.4453

Fig. 11, Comportamicnto de la Actividad Proteolitica a diferente tiempo de incubacién utilizando e} buffer 3.
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En base a la fig. 11 podemos decir, que bajo las condiciones utilizadas de analisis,
la actividad proteolitica de las bacterias es directamente proporcional al tiempo de
incubacidn.

Se muestra a continuacion un resumen del analhisis de varianza, de la actividad

proteolitica de las bacterias; que inclye la media, desviacidn estindar, coeficiente de
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variacion (C.V), la R y R2, para cada una de [as variabies analizadas, por el paquete de
computacion "LSMLMW"; bajo las diferentes condiciones, utilizando un disefio
completamente al azar con arreglo factorial y cuyo modelo estadistico se muestra en la

seccion de materiales y métodos. (cuadro 18).

Cuadro 18. Resumen del anilisis de varianza de cada una de las variables analizadas.

—— ]

- Variables Media _ Desv. est. C.V R RZ
pH (Buifer 2) 0.1104 00919 83.23 0.876 0.767
pH(Buifer 3) 0.2755 0.1578 57.28 0.765 0.585
Temperatura(Buffer 2) 0.1126 0.0771 68.47 0.838 0.702
Temperatura(Buffer 3) 0.3144 0.0735 23.38 0.906 0.821
Tiempo (Buffer 3) 0.2224 0.0381 17.16 0.990 0.980

El coeficiente de variacion (CV) demasiado elevado, que se observa en las
diferentes condiciones, puede que se deba, principalmente a que las condiciones éptimas
para la actividad proteolitica no han sido definidas aun, por ¢jemplo el tipo de buffer
utilizado, pH's utilizados y temperatura.

Por otra parte, se pudo observar en el transcurso de la investigacion que el
coeficiente de determinacién (R2) se fue incrementando conforme se seleccionaban las
condiciones optimas (temperatura, pH y substrato), tanto para los estandares (andlisis de
regresion lineal), como para cada una de las bacterias (analisis de varianza).

En general, en los resultados mostrados en el cuadro 18 se observa, que a medida
que se optimizaban las condiciones, para desar;ollar un maximo de actividad de las

bacterias, se lograban resulatados con menor margen de error, siendo éstos cada vez mas

confiables.

4.1.3. Actividad proteolitica de las bacterias bajo condiciones optimas
En el cuadro 19 se muestran los promedios de 3 repeticiones de los resultados

obtenidos, de actividad proteolitica, utilizando las condiciones dptimas de pH, temperatura

onomia .
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y tiempo de incubacion de cada una de las bacterias, como substrato alblimina de suero

bovino y como buffer fosfato de cisteina con acido citrico (buffer 3).

Cuadro 19. Actividad proteolitica de las bacterias, bajo candiciones 6ptimas.

BACTERIAS  ACTIV. PROTOLITIC. (mg. de pepsina)

LB (pH 5, T° 37) 0.3225 .
LA (pH 3, T° 35) 0.4116
LP (pH 5, T° 35) 0.4520
ST (pH S, T°37) 0.6249
SC (pH 5, T° 40) 0.2294
SL (pH 5, T 40) 0.2387

4.2. DETERMINACION DE PROTEINA DE LAS BACTERIAS

4.2.1. Curva estandar

En el cudro 20 se muestran los resultados obtenidos de densidad 6ptica a 660 nm.,
utilizando como estandar diferentes concentraciones de albimina de suero bovino (0, 20,
40, 80, 120, 160, 200 y 240 pg/ml. de proteina). Los cuales fueron analizados mediante un

analisis de regresion lineal, obteniéndose una R2 = 0.9768.

Cuadro 20. Densidad éptica a 660 nin. utilizando como estindar diferentes concentraciones de
aibimina de suero bovine.

pg/mi. D.O(a 66'g'n'£n.)

0 0

20 0.128

40 0.186

80 0.232
120 0.390
160 0.490
200 0.562

240

0.632

——
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En la figura 12 se muestra la curva estdndar para la densidad dptica a 660 nm.

utilizando como solucién estandar de proteina albimina de suero bovino.

Fig. 12. Curva estandar de proteina.
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En el cuadro 21 se muestran los resuitados obtenidos de actividad proteolitica real
(APR)- de cada una de las bacterias, tomando en cuenta la actividad proteolitica equivalente
a miligramos de pepsina {AP), bajo las condiciones Optimas obtenidas anteriormente, asi
como la cantidad de proteina por ml. de bacterias. En base a las condiciones de andlisis
(actividad proteolitica en base al tiempo), se obtuvo que el incremento de la actividad
proteolitica de las bacterias, es proporcional al tiempo de incubacion; per lo que se optd por
reportar la actividad proteolitica real en base al tiempo como APR/min. (actividad

proteolitica en mg. de proteina por ml. por minuto).
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Cuadro 21. Actividad proteolitica real de las bacterias (APR).

Bactorias _ mg/ml de AP “APR __ APRmin. _ Nam. de
proteina. células/ml.
T LB 0.26560203 0.3225 1.2142 ~0.0202 0.665 x 101V
LA 0.1620879 0.4116 2.5407 0.0423 0.974 x 1010
LP 0.3324769 0.4520 1.3598 0.0226 1.126 x 1010
ST 0.2516514 0.6249 2.4837 0.0413 1.006 x 1010
SC 0.2713116 0.2294 .0.8455 0.0140 0.758 x 1010
SL 0.1467966 0.2387 1.6271 0.0271 0.801 x 1010
Donde:

APR = Actividad proteolitica real, en mg./ml, de proteina.
AP = Actividad proteolitica equivalente a mg. de pepsina.

De los resultados mostrados anteriormente, podemos observar, que en el transcurso
de la presente investigacion, de las bacterias utilizadas, los lactobacillus fuerén los que
aparentemente presentaron una mayor actividad proteolitica (equivalente a mg de pepsina);
pero finalmente, una vez determinada la cantidad de proteina por ml. de bacteria y el haber
utilizado dichos resultados para determinar la actividad proteolitica real (APR) de cada una
de las bacterias, bajo sus condiciones oOptimas, resulté que no existia tal diferencia,
presentando ambas (lactobaciios y estreptococos) una actividad proteolitica muy similar.
Las bactenas que desarrollaron la mayor actividad fueron: Lactobacillus acidéphillus vy el
Streptococcus termophillus, presentando una actividad proteolitica re-al por minuto
(APR/min.) de 0.0423 y 0.0413 respectivamente; mientras que el Lactobacillus bulgdricus
Lactobacillus plantarum, Streptococcus crémoris, y Streptococcus ldctis presentaron una
actividad proteolitica real por minuto (APR/min.) de 0.0202, ¢.02226. 0.014 y 0.0271.
Dicha actividad corresponde a una cierta cantidad de células por ml.; en el cuadro 16 se
observa claramente, que en las bacterias en las que se desarrollér la actividad proteolitica
mas baja (LB, SL y SC) el nimero de células por ml. fué menor, en comparacién con las
que presentaron la actividad prote;alitica mayor (LA y ST); excepto el L. Plantarum que a

pesar de ser mayor el niimero de células por ml. desarrolld una baja hidrolisis de proteina.



V. DISCUSIONES
Los resultados obtenidos, concuerdan, en general con los de otros investigadores;
quienes a pesar de haber utilizando condiciones diferentes para medir la actividad
proteolitica de las bacterias acidolécticas enconiraron condiciones dptimas muy similares a
las encontradas en la presente investigacion, en la que se obtuvo como éptimoun pH de 5 y

una temperatura de 35 - 37 °C.

5.1. EFECTO DEL PH SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

De Giori, et-al. (1884), reportaron haber obtenido en su investigactdn, como pH
optimo para desarroilar un maximo de actividad proteolitica de las bacterias acidolacticas
de 5.2 a 5.6; mientras que a un pH de 6.6 no observaron hidrélisis de caseina. Dichos
resultados fueron obtenidos utilizando para medir la actividad la actividad proteolitica el
método Hull.

Por otra parte, Akuzawa, Ito y Yokoyama (1982), obtuvieron pH'’s éptimos muy
altos de 6 variedades de lactobacillus (SL, SC, ST, LA, LB y L. casel.), donde, las enzimas
de SL, LB, L. casei y LA; fueron estables aun pH de 5 - 7 y las proteinasas de ST y SC se
comportaron estables a un pH de 5 - 6. En el cuadro 22 se muestra el pH 6ptimo reportado
pof dichos investigadores para cada una de las bacterias utilizadas.

Cuadro 22, pH éptimo para cada una de las bacterias reportado por Akuzawa

y colaboradores.

BACTERIAS pH OPTIMO
Streptococcus lactis 8.0
Streptococcus crémoris 6.0
Streptococcus termophillus 6.0
Lactobacillus acidophillus 8.0
Lacrobacillus bulgaricus 7.0

Lactobacillus caset. 7.0
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Ezzat et-al. (1987), reportaron haber obtenido en su investigaciéon como pH 6ptimo
para Lactobacillus bulgaricus un pH de 5.5; mientras que, Abu y Abu (1988),
encontraron para 14 variedades de Streptococcus crémoris, que el mejor pH en el que

desarrollaron un maximo de actividad proteolitica fue de 5.0 a2 5.2.

5.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA

Akuzawa et-al. (1982), reportaron haber obtenido, en su investigacion como
temperatura Optima, para una buena hidrélisis de proteina de 6 variedades de bacterias
lacticas, de 30 a 40 °C. En el cuadro 23 se muestra la temperatura dptima para cada una de

las bacterias que fueron reportadas por dichos investigadores.

Cuadro 23. Temperatura 6ptima para cada una de las bacterias, reportada por
Akuzawa y colaboradores.

BACTE{IAS TEMPERATURA OPEIMA

Ereptocaccus ldctis 40 N
Streptococcus crémoris 40
Streptococcus termdphilius 40
Lactobacillus acidophillus 30
Lactobacillus bulgaricus 40
Lactobacillus casel 30

S

Ezzat et-al. (1987), reportaron para Lactobacillus bulgaricus como temperatura
optima 30 °C y Vignolo et-al. (1988), encontraron para 13 variedades de Lactobacillus
plantarum y 5 variedades de L caser (ambas aisladas de salchicha seca), como temperatura

Optima en la que desarrollaron la maxima hidrélisis de proteina 40 °C.
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En general, los resultados obtenidos en la presente investigacion difieren con los
obtenidos por Hegazzi (1987); quien, reporto haber obtenido en su investigaciéon que los
lactobacillus eran mas proteoliticos que los estreptococcus, dichos resultados fueron
obtenidos utilizando como substrato leche descremada e incubando a 30 °C por 48 hrs.
Dicha diferencia en los resultados obtenidos, es muy posibie que se deba que dentro de las
mismas especie de microorganismos existen variedades de bacterias que poseen actividad
proteolitica (+) y actividad proteolitica (-), esto en base a los resuitados publicados por
HUGENHOLTZ (1987), quién encontr6 que la actividad proteolitica de los
microorganismos depende en gran parte del tipo de especie del microorganismo en
cuestion, por ejemplo para ¢l caso de Streptococcus crémoris reportd haber obtenido

proteasas (+} ¥ proteasas (-).



VL. CONCLUSIONES
1.- Se obtuvieron como mejores condiciones para évaluar la actividad proteolitica de cada
una de las bacterias, el utilizar como solucion estandar una solucion de pepsina (comercial),
como substrato albumina de suero bovino (comercial) y como buffers una solucion de 50 %
fosfato de cisteina EDTA y 50 % acido citrico 0.05 M (Buffer 2) y una solucion d_e fosfato
de cisteina EDTA con 4cido citrico (Buffer 3), dichos resultados provienen de una serie de
analisis con diferentes soluciones estandar (pepsina y papaina), diferentes substratos

(caseina y albimina) y diferentes tipos de buffers (Buffer 1, Buffer 2 y Buffer 3).

2.- Bajo las diferentes condiciones de analisis, se obtuvo que no existe diferencia

significativa entre bacterias centrifugadas y no centrifugadas.

3.- Existe diferencia significativa entre la actividad proteolitica entre las bacterias entre si,
bajo los diferentes pH’s; asi como a las diferentes temperaturas, resultando serun pHde 5 y
una temperatura de 37 °C, las condiciones optimas para todas las bacterias en la que se
desarrolla la mejor actividad proteolitica. Sin embargo, en lo individual, para cada una de
las bacterias bajo los diferentes pH'§ y diferentes temperaturas de incubacién, no se
encontrd diférencia significativa en la actividad proteolitica. En cuanto al tiempo de
incubacion, en el rango utilizado (de 0 a 50 mih.) la actividad proteolitica fue directamente
proporcional al tiempo de incubacion, mostrando para los diferentes tiempos una diferencia
significativa; éstos resultados posiblemente se deben a que el rango de tiempo de
incubacion utilizado, fue relativamente corto y probablemente con un mayor tiempo se
pueda definir con mas claridad el puntor en el cudl se alcanza la maxima hidrélisis de

proteina.

SIBLIOTECA Agronomia U. A N.L.
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4.- En base a la cantidad de pug de proteina por ml. y a la cantidad de células por mi. de
cada una de las bacterias bajo las condiciones dptimas de pH, temperatura y tiempo de
incubacion se concluye, que las bacterias con la maxima actividad proteolitica fueron el
Lactobacillus acidéphillus y el Streptococcus termdphillus y las de menor actividad el L.

plantarum y el S, crémoris.

5.- De todo lo anterior, se puede concluir, que de las bacterias acidolacticas analizadas en
la presente investigacion (Lactebacillus acidophillus, Lactebacillus bulgaricus,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus termophillus, Streptococcus crémoris y
Streptococcus lictis) el L. acidophillus y el S. termdphillus son altamente proteoliticos, lo
que garantiza su posible utilizacién no solamente en la industria lactea; sino que también en
la industria cirnica (como ablandador, como conservador, etc.); en la industria de los

deterpgentes; en la elaboracidn de antibiéticos; entre otras aplicaciones.



VII. RECOMENDACIONES

l.- En base al coeficiente de variacion (CV) demasiado alto y al coeficiente de
determinacién (R2) demasiado bajo, obtenidos mediante el analisis de varianza de cada una
de las variables, bajo las diferentes condiciones; se recomienda mejorar ain mas las
condiciones de andlisis hasta encontrar las condiciones Optimas para cada bacteria.

2.- Para verificar que no existe diferencia significativa entre la actividad proteolitica de
los lactobacilos y estreptococos, se recomienda analizar la actividad proteolitica en base a la
cantidad de céluias por mi.; asi como utilizar variedades diferentes de una misma especie de
microorganismo, para corroborar si la diferencia entre la actividad proteolitica de las
diferentes variedades de un mismo microorganismo es aplicable para todas las bacterias

acidolacticas.

3.- En cuanto a la actividad proteolitica en base al tiempo, donde se obtuvo, que bajo las
condiciones de andlisis, la actividad proteolitica era directamente proporcional al tiempo de
incubacidn, lo cudl indicaba que atn no se llegaba a su maximo de actividad; debido a lo

cual se recomienda por tanto incrementar el rango de tiempo de incubacidn utilizado.

4.- Considerando las condiciones (')btim&S para cada una de las bacterias, obtenidas en la
presente investigacion; se recomienda su utilizacion en futuras investigaciones donde su
aplicacion sea mas préctica, como por ejemplo: evaluar su capacidad como ablandador de
carne, su posible utilizacién en la elaboracién de quesos, su utilizacién como conservador
en carnes, su posible utilizacion en la elaboracion de detergentes, en la elaboracion de

antibioticos, etc.

5.- De lo anterior se concluye, que la diferencia en la actividad proteolitica de las 6

variedades de bacterias acidolacticas analizadas en la presente investigacion, se debia en
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gran parte al nimero de células por ml., presentando por tanto ambas bacterias una
actividad proteolitica muy similar, siendo ligeramente mas proteoliticos el Lactobacillus
acidophillus y el Streptococcus termdphillus, y 1os menos proteoliticos el L. plantarum y
el S. crémoris Para verificar dicha observacién, se recomienda que al realizar el
experimento, en lugar de utilizar como unidad de medicion ml. de bacterias, se realice en

base a una unidad de céluias por ml. o una unidad de pg de proteina por ml.



RESUMEN

Las bacterias acidoldcticas, son ampliamente utilizadas en la industria de la
transformacion; principalmente en la lactea (en la elaboracion de yoghurt, quesos); en la
carnica (como ablandadores); y demds, por [o que es de suponer que poseen, enzimas que
desarrollan cierta actividad de cardcter proteolitico (hidrolizan proteinas). ,

Por tal motivo, la presente investigacion se planted con la finalidad de cuantificar la
actividad de las bacterias acidoléacticas (Lactobacillus acidophillus, L. bulgaricus, L.
plantarum, Streptococcus termdphiflus, S. ldctis y S. crémoris); las cuales fueron
obtenidas del cepario de microbiologia de la FAUANL. Dicha actividad se determiné por el
método "Actividad Proteolitica de la Papaina” reportado en el AQAC (Oficial Methods of
Analysis, 1990).

La investigacion se desarrollo en varias etapas: en la primera se adecuaron las
condiciones optimas de analisis (solucion estandar, substrato y tipo de buffer), las cuales
serian utilizadas posteriormente para determinar la actividad proteolitica de cada una de las
bacterias; los resultados obtenidos durante €sta etapa fueron analizados mediante un andlisis
de regresion lineal; obteniéndose como condiciones ideales para evaluar la actividad
proteolitica de dichas bacferias, el utilizar como solucion estandar pepsina {comercial);
como substrato, albimina de suero bovino (comercial) y como buffers 50 % fosfaio de
cisteina EDTA y 50 % 4cido citrico 0.05 M (Buffer 2) y fosfato de cisteina EDTA con
acido citrico (Buffer 3).

Utilizando dichas condiciones de andlisis, la actividad proteolitica de cada una de
las bacterias se evaluo bajo diferentes pH's (2.0, 3.0, 3.5, 3.895, 4.0, 5.0, 6.0, 6.5 y 7.5),
diferentes temperaturas (25, 30, 35, 37, 40, 45 y 50 °C) y diferentes tiempos de incubacion
(0, 10, 20, 30, 40 y 50 min.). Los resultados obtenidos, se analizaron posteriormente
mediante un analisis de varianza, mediante el cual se obtuvo que las mejores condiciones

para desarrollar un maxime de actividad un pH de 5 y una temperatura de 37 °C.
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Posteriormente, para reportar la actividad proteolitica en base a mg. de proteina por mi. fue
necesario determinar la cantidad de proteina en mg./ml. por el método de Lowry; asi como
la cantidad de células por ml., siendo finalmente el Lactobacilius acidephillus la bacteria
gque mostré tener una mayor actividad proteolitica real por minuto (APR/min = .0423),
seguida por el Streptococcus termophilius (APR/min = .0413), mientras que el L.
bulgaricus, L. plantarum y el 8. ldctis , desarrollaron una actividad menor, siendo en éstas
muy similar (APR/min = .0202, 0.0230 y 0.0271, respectivamente); por otro lado la
bacteria que desarrollé la mas baja actividad proteolitica bajo las mismas condiciones de
andlisis que las anteriores fue el 8. crémoris, cuya actividad proteolitica (APR/min) fue de

0.0140.
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