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RESUMEN

En la actualidad, las bacterias productoras de proteasas han adquirido especial

relevancia, a que pueden ser utilizadas en procesos productivos como la industria de los

detergentes, alimentos y bebidas, así como la clarificación de cerveza fría y otras

bebidas, ablandamiento de carnes rojas, industrias del cuero entre otras. Una de las

alternativas viables para mejorar la eficiencia, reducir los costos y aumentar la

disponibilidad de algunas enzimas de interés industrial, es el de buscar y seleccionar

microorganismos con altas capacidades de producción y evaluar sus condiciones

óptimas de crecimiento, producción y actividades enzimáticas. El presente trabajo

reporta la obtención, caracterización y purificación parcial de una proteasa proveniente

de una cepa de Bacillus subtilis aislada de estiércol de oveja. Esta proteasa se purifico

parcialmente con la combinación de precipitación con acetona y cromatografia de

intercambio catiónico. Presento una actividad específica de 6 Ucas/mg. La actividad

proteolitica fue detectada por Zimograma, donde se observo la presencia de una zona

cIara de actividad alrededor de la enzima. El SDS-PAGE revela la presencia de dos

bandas con pesos moleculares de ~14 y ~29 kDa. La enzima exhibió una actividad

óptima a 55 o e con una estabilidad térmica a 50 °e, presentando un pH optimo a un

rango de 7.0 a 9.0. La caracterización cinética de la enzima presento un comportamiento

michaeliano con parámetros cinéticos Vrnax= 0.046 Ucas/min y Km= 0.192 mM. Las

propiedades exhibidas por la enzima en estudio son fundamentales para la posible

utilización de la enzima en diferentes procesos industriales.
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1.- INTRODUCCIÓN

Las enzimas son biocatalizadores que participan en gran número de reacciones químicas y son

el objeto de explotación comercial para el uso en detergentes, fármacos, alimentos, industria

del cuero e industria química entre otros.

Hasta la fecha se han descrito más de 3.000 tipos diferentes de enzimas, en su mayoría

aisladas de microorganismo mesófilos. Estas enzimas funcionan principalmente a un rango

estrecho de pH, temperatura y fuerza iónica. Por otra parte el incremento en el uso de

enzimas en la industria hace que la búsqueda de nuevos microorganismos productores de

enzimas se convierta en una importante línea de investigación, aprovechando la diversidad

metabólica. Los microorganismos extremófilos son considerados una fuente importante de

enzimas y se espera que sus propiedades específicas desempeñ.en un papel importante en la

aplicación de procesos industriales (Kumar y Takagi, 1999).

De las enzimas industriales el 75 % son de tipo hidrolíticas. Las proteasas son uno de los tres

mayores grupos de enzimas industriales y comprenden alrededor del 60 % del total de ventas

de enzimas a nivel mundial (Rao et al., 1998).

Las principales proteasas comerciales disponibles de tipo neutro y alcalino, son producidas

por microorganismos pertenecientes al género Bacillus (Schallmey et al., 2004). Las proteasas

alcalinas secretadas tanto por bacilos neutrófilos y alcalófilos son de particular interés debido

a sus amplias aplicaciones en los detergentes para ropa, el tratamiento del cuero, la

recuperación o solubilización de proteínas, síntesis orgánica, ablandamiento de carne,

producción de oligopéptidos determinados y la recuperación de plata utilizada en películas de

rayos X (Saeki Katsuhisa et al, 2007; Gupta et al, 2002; Anwar y Saleemuddin, 1998; Mala et

al, 1998).

13
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1.1.- Proteasas

Las proteasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrólisis de enlaces peptídicos

usando una molécula de agua. La hidrólisis de enlaces peptídicos por la proteasa se denomina

proteólisis (Figura 1).

Las enzimas proteolíticas se encuentran presentes en todos los organismos vivos y son

esenciales para el crecimiento y la diferenciación celular. Existe gran interés en el estudio de

las enzimas proteolíticas, debido principalmente a que estas enzimas no sólo juegan un papel

importante en los procesos metabólicos celulares, sino que también han ganado considerable

atención en la comunidad industrial (Gupta et al., 2002).

1.2.- Fuente de proteasas

Al ser unas enzimas necesarias desde el punto de vista fisiológico para los seres vivos, las

encontramos extendidas en una gran diversidad de fuentes.

OH H

'---_I'o_d.l_pe_''P_tldJ.¡_l1l__1- COOH + 2HN -11-__POO.pe_·_p_tl_OO__

Figura 1. Hidrólisis del enlace peptídico. (Tomado de Rao et al., 1998).
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1.2.1.- Proteasas de plantas

El uso de plantas como fuente de proteasas se rige por varios factores tales como la

disponibilidad de tierras para el cultivo y la adecuación de las condiciones climáticas para el

crecimiento. Por otra parte, la producción de proteasas a partir de plantas es un proceso que

requiere mucho tiempo. La papaína, bromelina, keratinases y ficina representan algunas de las

proteasas conocidas de origen vegetal.

Papalna: Es una proteasa de plantas tradicionales con un amplio historial de uso. Se extrae

del látex de los frutos de papaya. El funcionamiento de la enzima depende de la parte de la

planta donde fue extraída, las condiciones climáticas para crecimiento, y los métodos

utilizados para su extracción y purificación. La enzima se activa entre pH 5.0 y 9.0 y es

estable a 80 - 90 oC en presencia de sustratos. Es ampliamente utilizada en la industria para la

preparación de hidrolizados de proteínas.

Bromelina: Es preparada a partir de la madre y el jugo de la pifia. El principal proveedor de la

enzima es Great Food Biochem., Bangkok, Tailandia. La enzima se caracteriza por ser de tipo

cisteínproteasa y se activa a partir del pH 5.0 - 9.0. Se inactiva a una temperatura de 70 o C.

Oueratinasa: Algunas de las especies de plantas producen proteasas que degradan el pelo. La

digestión de pelo y lana es importante para la producción de aminoácidos esenciales, tales

como lisina y para la prevención de la obstrucción de los sistemas de aguas residuales.

1.2.2.- Proteasas de animales

Las proteasas más familiares de origen animal son de páncreas; tripsina, quimotripsina,

pepsina, y renina (Boyer, 1971). Estas enzimas se preparan en forma pura en grandes

cantidades. Sin embargo, su producción depende de la disponibilidad de ganado para el

sacrificio, que a su vez se rige por las políticas agrícolas de cada región.

15
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Tripsina: Es la principal enzima del tracto intestinal responsable de la hidrólisis de las

proteínas de los alimentos. Se trata de un proteasa de tipo serina que hidroliza enlaces

peptídicos cuyo grupo carboxilo son aportados por residuos de lisina y la arginina. Basado en

la capacidad de los inhibidores de la proteasa para inhibir la enzima en el intestino del insecto,

esta recibe la atención como un objetivo para el control biológico de plagas de insectos. Su

uso en la industria alimentaria se encuentra limitado, ya que los hidrolizados de proteínas

generados por la acción de esta enzima presentan un sabor amargo.

Ouimotripsina: Se encuentra en el páncreas de los animales. La quimotripsina pura es una

enzima costosa y sólo se utiliza para el diagnóstico. Es

específica para la hidrólisis de enlaces peptídicos en los que el grupo carboxilo es

proporcionados por uno de los tres aminoácidos aromáticos, es decir, la fenilalanina, tirosina

y triptófano. Se utiliza extensamente en el tratamiento de hidrolizados de proteínas de la

leche. Se almacena en el páncreas en forma de un precursor, quimotripsinógeno.

Pepsina: Proteasa ácida que se encuentra en el estómagos de casi todos los vertebrados. La

enzima activa es liberada por el pepsinógeno, por autocatálisis en presencia de ácido

clorhídrico. La pepsina es una proteasa de tipo aspártica y se asemeja a la proteasa del virus

de la inmunodeficiencia humana tipo 1

(VIH-1), la cual es responsable de la maduración del VIH-l. Presenta óptima actividad a pH

entre 1.0 y 2.0, mientras que el pH óptimo del estómago es de 2.0 a 4.0. La pepsina se

inactiva por encima de pH 6.0. Esta enzima cataliza la hidrólisis de enlaces peptídicos entre

dos aminoácidos hidrofóbicos.

Renina: Similar a la pepsina, Es una proteasa que se produce como un precursor inactivo en

los estómagos de los mamíferos. Se convierte en renina activa por la acción de la pepsina o

por su autocatálisis. Se utiliza ampliamente en la industria láctea para producir una cuajada

16
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estable, con buen sabor. Esta enzima es específica para romper un solo enlace peptídico en k

caseína para generar para-k-caseína y un glucopéptido e-terminal insolubles.

1.2.3.- Proteasas de Microorganismo

La incapacidad de las proteasas de plantas y animales para satisfacer exigencias actuales ha

llevado a un creciente interés en las proteasas producidas por microorganismo.

Los microorganismos constituyen una excelente fuente de enzimas debido a su amplia

diversidad bioquímica y su susceptibilidad a la manipulación genética. Las proteasas de

origen microbiano se prefieren a las enzimas producidas por plantas y animales, ya que

poseen casi todas las características deseadas para su aplicación biotecnológica.

Bacterias: La mayoría de las proteasas comerciales, sobre todo neutras y alcalinas, son

producidas por microorganismo pertenecientes al género Bacillus.

Las proteasas bacterianas neutras son activas a un rango estrecho de pH que va de 5.0 a 8.0 y

presentan baja termotolerancia. Por su velocidad de reacción, las proteasas neutras generan

menos amargura en hidrolizados de proteínas en los alimentos, por tanto son valiosas para su

uso en la industria de los alimentos. Una proteasa neutra procedente de bacterias es insensible

a los inhibidores a diferencia de las proteasas neutras procedentes de plantas, haciendo de

estas una herramienta útil en la industria cervecera.

Las proteasas neutras bacterianas presentan baja termotolerancia, la cual es ventajosa para el

control de su capacidad de reacción durante la producción de alimentos hidrolizados con un

bajo grado de hidrólisis. Algunas de las proteasas neutras pertenecen al tipo de las

metaloproteasas, es decir, requieren de un ion metálico para su actividad, mientras que otras

pertenecen al tipo serínproteasas, las cuales no se ven afectadas por agentes quelantes. Las

proteasas alcalinas se caracterizan por su alta actividad a pH alcalino (pH 10.0), presentando

17
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amplia especificidad por el sustrato. Trabajan a una temperatura óptima de alrededor de 60 oC

(Gen¡;kal,2004).

Hongos: Estos microorganismos elaboran una variedad más amplia de enzimas que las

bacterias. Producen proteasas de tipo acido, neutro y alcalino. Las proteasas fúngicas son

activas a un amplio rango de pH (pH 4.0 - 11.0) Y exhiben una amplia especificidad por el

sustrato. Sin embargo, tienen menor velocidad de reacción y menor termotolerancia al calor

que las enzimas bacterianas. Las enzimas fúngicas pueden ser producidas mediante el proceso

de fermentación en estado sólido. Las proteasas fúngicas acidas presentan un pH optimo entre

4.0 y 4.5 Yson estables entre pH 2.5 Y6.0. Estas proteasas son particularmente útiles en

la industria quesera debido a su estrecho rango de pH y a la especificidad de la temperatura.

Las proteasas fúngicas de tipo neutro, son metaloprotesas que se activan a pH 7.0 Y son

inhibidas por agentes quelantes. Las proteasas alcalinas fúngicas se utilizan en la

modificación de alimentos ricos en proteínas (Gen¡;kal, 2004).

Virus: Las proteasas virales han cobrado importancia, ya que estas proteínas forman parte de

virus que causan ciertas enfermedades mortales como el SIDA y el cáncer. Serin proteasas,

aspártico proteasa y cisteín proteasa se encuentran presentes en diferentes virus. Todas las

proteasas codificadas por virus son de tipo endopeptidasas; no se presentan métalo proteasas.

Pese a que las proteasas se han generalizado en la naturaleza, los microorganismos son la

fuente más utilizada por su rápido crecimiento, el reducido espacio necesario para su cultivo y

la facilidad con que pueden manipularse genéticamente para generar nuevas enzimas con

propiedades alteradas que son requeridas en diversas aplicaciones (Rao et al., 1998).
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1.3.- Tipos de proteasas

De acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de Bioquímica y

Biología Molecular, las proteasas se clasifican en el subgrupo 4 del grupo 3 (hidrolasas) (Rao

et al., 1998).

Las proteasas se pueden clasificar de acuerdo a tres criterios principales tales como:

i) Reacción catalizada.

ii) Naturaleza química del sitio catalítico.

iii) Relación evolutiva, revelada por la estructura (Rao et al., 1998).

Como se muestra en la Figura 2, la proteasas se clasifica en exo o endopeptidasas (Gen~kal,

2004). Las exopeptidasas rompen enlaces cercanos al extremo carboxilo o amino terminal de

la proteína. Las endopeptidasas por su parte, rompen enlaces ubicados en un sitio interno de la

cadena polipeptídica.

Con base en el grupo funcional presente el su sitio activo, las proteasas se clasifican en cuatro

importantes grupos: Serín proteasas, cisteín proteasas, aspártico proteasas y métalo proteasas

(Hartley, 1960). Con base en su secuencia de aminoácidos, las proteasas se clasifican en

diferentes familias (Argos, 1987) y se subdividen en "clanes" para dar cabida a grupos de

peptidasas que divergen de un antepasado en común (Rawlings & Barrett, 1993).
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Proteasa Modo de Acción* ECno.
Exopeptidasas

.~oooo-Aminopeptidasas 3.4.11
Dipeptidil peptidasa ..!OOO- 3.4.14
Tripeptidil peptidasa ...~ 3.4.16-3.4.18

Carboxipeptidasa -OOOOO~ 3.4.16
Proteasa tipo Serina 3.4.17
Metaloproteasa 3.4.18
Proteasa tipo Cisteín

-oooo~
3.4.15

Peptidil dipeptidasa .~ 3.4.13
Dipeptidasa ~ 3.4.19

Omega peptidasas -ooo~~ 3.4.19

Endopeptidasas -OOO~u- 3.4.21-3.4.34
Serinproteasas 3.4.21
Cisteinproteasas 3.4.22
Asparticoproteasas 3.4.23
Metaloproteasas 3.4.24
Endopeptidasas de origen desconocido 3.4.99

*Los círculos abiertos representan los residuos de aminoácidos en la cadena polipeptídica.
Los círculos sólidos indican los aminoácidos terminales y las estrellas significan las
terminales bloqueadas. Las flechas indicas los sitios de acción de la enzima

Figura 2. Clasificación de las proteasas. (Tomado de Roo et al., 1998).

Basado en el pH optimo de su actividad, se hace referencia a las proteasas acidas, neutras o

alcalinas (Rao et al., 1998).

1.3.1.- Exopeptidasas

Las exopeptidasas actúan cerca de los extremos de la cadena polipeptídica. Sobre la base de

su sitio de acción, el carboxilo o amino terminal, estas se clasifican como carboxipeptidasas y

aminopeptidasas respectivamente.

1.3.1.1.- Aminopeptidasas

Las aminopeptidasas actúan de forma libre en el extremo N-terminal de la cadena

polipeptídica, liberando dipéptido o un tripéptido (Figura 2). Se sabe que al eliminar el N-

terminal logramos encontrar heterología en la expresión de proteínas, pero no ocurre esto con

las proteínas de origen natural.
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Las aminopeptidasas se producen en una amplia variedad de bacterias y hongos. En general,

son enzimas intracelulares, hasta ahora no se ha reportado ninguna aminopeptidasa

extracelular (Labbe et al., 1974). La aminopeptidasa de Bacillus licheniformis tiene un peso

molecular de 34.000 Da y contiene 1 g de átomos de Zn2
+ por cada mol y su actividad se ve

reforzada por iones de C02
+. Por otra parte, la aminopeptidasa de Bacillus stearothermophilus

es un dímero con un peso molecular entre 80.000 - 100.000 Da (Stoll et al., 1976.) y es

activado por iones de Zn2+, Mn2+ y Co2+.

1.3.1.2.- Carboxipeptidasas

Las carboxipeptidasas hidrolizan el enlace peptídico entre el penúltimo residuo y el residuo

C-terminal (Figura 2), con lo que se libera el último aminoácido de forma libre. Se pueden

dividir en tres grandes grupos: Serín carboxipeptidasas, metalocarboxipeptidasas y cisteín

carboxipeptidasas, basándose en la naturaleza del residuo de aminoácido ubicado en su sitio

activo.

La serín carboxipeptidasas aislada de Penicillun spp., Sacharomyces spp. y Aspergillus spp.,

son similares en su especificidad por el sustrato, pero difieren ligeramente en otras

propiedades como pH óptimo, estabilidad, peso molecular y efecto de inhibidores (Genykal,

2004).

1.3.2.- Endopeptidasas

Las endopeptidasas se caracterizan por actuar en las regiones interiores de la cadena

polipeptídica, lejos del los extremos amino o carboxilo terminal.

Las endopeptidasas se dividen en cuatro grandes grupos en función de su mecanismo

catalítico (Rao et al., 1998):
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i) Serín proteasas: Se caracterizan por la presencia de un grupo serina en su sitio activo. Son

numerosas y generalizadas entre los virus, bacterias y eucariotas, lo que sugiere que son

- vitales para los organismos (Rao et al., 1998).

Este grupo de proteasas son inhibidas irreversiblemente por 3,4-dichloroisocoumarin (3,4

DCl), L-3 carboxytrans 2,3-epoxypropyl-leucylamido (4-guanidine) butane (E-M),

diisopropylfluorophosphate (DFP), phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) and tosyl-L

lysine chloromethyl ketone (TLCK) (Gen9kal, 2004).

Las serín proteasas son generalmente activas a pH neutro y alcalino, con un rango óptimo

entre 7.0 y 11.0. Poseen amplia especificidad por el sustrato incluyendo actividad estereolítica

y amidasa. Sus pesos moleculares suelen ir entre 18 y 35 kDa. Los puntos isoeléctricos

generalmente van entre pH 4.0 Y 6.0. Las serín proteasas alcalinas son activas aun pH

altamente alcalino con un óptimo de pH 10.0, representando el subgrupo más numeroso de las

proteasas tipo serina (Rao et al., 1998). Su punto isoeléctrico esta alrededor de ph 9.0.

Presentan un peso molecular en el rango de 15 - 30 kDa. Hidrolizan el enlace peptídico

atacado en el lado caboxilo de aminoácidos específicos como tirosina, fenilalanina o leucina

(Gen9kal, 2004). Las serinproteasas alcalinas son producidas por bacterias como

Arthrobacter, Streptomyces, y Flavobacterium spp., pero las más conocidas son las

subtilísinas de Bacillus spp. (Rao et al., 1998).

Las subtilisinas de origen Bacillus, representan la segunda familia más importante del grupo

de las serín proteasas. Se han identificado dos tipos diferentes de estas proteasas alcalinas,

subtilisina Carlsberg y subtilisina Novo o proteasas bacteriana Nagase (BPN). Subtilisina

Carlsberg es producida por Bacillus licheniformis, fue descubierta en 1974 por Linderstrom,

Lang y Ottesen. Es ampliamente utilizada en los detergentes. La Subtilisina Novo o BPN'es

producida por Bacillus amyloliquefaciens. Las dos subtilisinas tienen un peso molecular de
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27,5 kDa, pero se diferencian entre sí por 58 aminoácidos ácidos. Presentan propiedades

similares, como temperatura óptima de 60 o C y pH óptimo de 10.0 (Rao et al., 1998).

ii) Aspártico proteasas: Son comúnmente conocidas como proteasas acidas, estas

endopeptidasas dependen de un residuo de acido aspártico para su actividad catalítica. Han

sido agrupadas en tres familias; pepsina, retropesina y enzimas de pararetrovirus. En su

mayoría presentan máxima actividad a pH bajos (pH 3.0 - 4.0). Sus puntos isoeléctricos se

encuentran en un rango de pH 3.0 - 4.5. Sus pesos moleculares van de 30 a 45 kDa. Son

inhibidas por pepstatin (Rao et al., 1998).

Las proteasas acidas microbianas exhiben especificidad frente a los residuos de aminoácidos

aromáticos en ambos lados del enlace peptídico, comportamiento similar al de la pepsina pero

su acción es menos rigurosa que esta. Las proteasas aspárticas microbianas pueden dividirse

en dos grupos: enzimas como la pepsina producida por Aspergillus, Penicillum, Rhizopus y

Neurospora y enzimas como la renina, producida por especies de Endothia y Mucor.

iii) Cistein proteasas: Este tipo de proteasas son producidas tanto en procariotas como en

eucanotas. En general, las cisteín proteasas actúan solo en presencia de agentes reductores

como ácido cianhidrico (HCN) o cisteína. En el mecanismo catalítico de las cisteín proteasas

juega un papel esencial un residuo de cisteína. Este grupo es susceptible a la oxidación y

puede reaccionar con variedad de reactivos, metales pesados, yodoacetato, N-etil-maleimida

etc (Jenny, 1999).

Basado en la especificidad por la cadena lateral, se dividen en cuatro grupos: papaína,

tripsina, especificas para el acido glutámico y otras. La papaína es la más conocida de las

cisteín proteasas, las cuales presentan un pH optimo neutral, aunque, algunas de ellas como

las de origen lisosomal exhiben máxima actividad en medio ácido. Son susceptibles a agentes
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sulthídrilo pero no se ven afectadas por diisopropilfluorofosfato (DFP) y agentes quelantes de

metales.

Endoproteinasa Arg-C, producida por C/ostridium histo/yticum mediante descomposición

anaerobia. Presenta estricta especificidad por los residuos de arginina en el lado carboxilo del

enlace atacado y se diferencia de la papaína por su exigencia de requerir calcio. La

endoprotinasa Arg-C presenta un punto isoeléctrico de ph 4.9 Yun peso molecular de 50 kDa.

Estreptolisina O, una cisteín proteasa producida por Streptococcus spp., muestra amplia

especificada por sustratos sintéticos, presenta un punto isoeléctrico de pH 8.4 Y 32 kDa de

peso molecular.

iv) Métalo proteasas: Se caracterizan por la exigencia de un ion metálico para su actividad.

Este grupo incluye enzimas de variedad de orígenes, tales como colagenasas de organismos

superiores, las toxinas hemorrágicas de veneno de serpiente y termolisinas de bacterias

(Avakov et al., 1990).

Basado en la especificidad de su acción. las metalo proteasas se dividen en cuatro grupos:

neutras, alcalinas, Myxobacter 1 y Myxobacter 11. Las proteasas neutras muestran

especificidad por aminoácidos hidrofóbicos, mientras que las proteasas alcalinas poseen

amplia especificidad. Las proteasas Myxobacter son especificas para residuos pequeños de

aminoácidos en ambos lados de los enlaces hidrolizados, mientras que las de tipo 11 son

especificas para residuos de lisina en el lado amino del enlace peptídico.

Todos los tipos de métalo proteasas son inhibidas por EDTA, pero no por agentes sulfidrilos.

La Termolisina es una métalo proteasas neutra producida por Bacillus stearothermophilus,

que consta de un solo péptido sin puentes disulfuro y un peso molecular de 34 kDa. Contiene

un átomo de Zn esencial incrustado en una hendidura formada por cuatro lóbulos producto de

del plegamiento de la proteína y cuenta con cuatro átomos de Ca que imparten
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termoestabilidad a la misma. Termolisina es una proteasas muy estable, con una vida media

de 1 hora a 80 oC.

Otra métaloproteasa importante es la Colagenasa, fue la primera enzima descubierta en caldo

de cultivo de Clostridium hystolyticum anaerobio. Más tarde, resulto ser producida por

Achromobacter iophagus y otros microorganismos como los hongos. Tiene acción muy

específica, es decir, actúa solo sobre el colágeno y la gelatina.

La Elastasa es otra métalo proteasa de tipo neutra producida por Pseudomona aeruginosa y

Serratia spp., son activas a un rango de pH entre 7.0 y 9.0 Ytienen un peso molecular en la

región de 48 a 60 kDa. Las proteasas de tipo Myxobacter tienen un pH optimo de 9.0 y un

peso molecular de 14 kDa y pueden producir lisis de las paredes celulares de Arthrobacter

crystellopoites, mientras que las métalo proteasas Myxobacter 11 no pueden lisar células

bacterianas.

1.4.- Mecanismo de acción de las proteasas

1.4.1.- Mecanismo de acción de las serin proteasas

Las serin proteasas presentan un mecanismo catalítico bien conocido, compartido por otras

enzimas no necesariamente proteolíticas. Este mecanismo consiste en una fase de acilación en

la que se forma un intermediario covalente acil-enzima, con liberación del primer producto, y

una fase de desacilación en la que una molécula de agua rompe el intermediario con

liberación del segundo producto. Todas estas enzimas tienen un centro activo formado por

tres aminoácidos absolutamente conservados, Serina, Histidina y Aspartato, conjunto que

recibe el nombre de tríada catalítica (Figura 3). Al centro activo de la enzima se une el

substrato (Rao et al., 1998).
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Figura 3. Mecanismo catalítico de las serín proteasas. La reacción implica 1) El ataque nuc1ofilico del sitio
activo de la Ser sobre el átomo de carbono del carbonilo del enlace peptídico escindible para formar el
intermediario tetraédrico; 2) La descomposición del intermediario tetraédrico al intermediario acil-enzima
mediante la catálisis acida general en el sitio activo de His polarizada con Asp, seguida por la pérdida del
producto amino y su reemplazo por una molécula de agua; 3) La inversión del paso dos para formar un segundo
intermediario tetraédrico y 4)La ínversión del paso lpara rendir el producto carboxilo de la reacción y la enzima
activa. (Tomado de Voet, 2006).

1.4.2.- Mecanismo catalítico de las aspártico proteasas

Se ha propuesto un mecanismo catalítico general para proteasas de tipo aspártico como

penicillopepsin y endothiapepsin. Estudios cristalográficos han demostrado que las enzimas

de la familia pepsina son moléculas bilobuladas con un sitio activo situado en una hendidura

entre los lóbulos y cada lóbulo contribuye con un residuo de acido aspártico esencial para la

actividad catalítica. Los lóbulos son homólogos el uno al otro y surgen por duplicación de

genes. Estudios cinéticos también han sugerido que el mecanismo implica catálisis general

acido-base con la molécula de agua que participa directamente en la reacción (Figura 4) (Rao

et al., 1998).
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Figura 4. Mecanismo de acción de las aspártico proteasas (mecanismo general acido-base). (Tomado de Rao et

al., 1998)

1.4.3.- Mecanismo catalítico de las métalo proteasas

Estas enzimas dependen de la presencia de cationes bivalentes que son inactivados por diálisis

o por la adición de agentes quelantes. Rao et al., 1998 exponen que para tennolisina, con

base en los estudios de Rayos X de un complejo inhibidor del acido hydroxamic, se ha

propuesto Glu 143 que asiste el ataque nuc1ofilico de una molécula de agua sobre el carbono

carbonilo del enlace peptídico escindido, que es polarizado por el ion Zn2+.

1.4.4.- Mecanismo catalítico de las cistein proteasas

Las cisteín proteasas catalizan la hidrólisis de derivados de acido carboxílico a través de una

vía de doble desplazamiento con la fonnación de acido-base y la hidrólisis de un acil-tiol

intennedios. El mecanismo de acción de las proteasas tipo cisteína es por tanto, muy similar

al de las proteasas de tipo serína.
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La papaína, peptidasa vegetal, puede ser considerado como el prototipo de cisteín peptidasas

y constituye un buen modelo para esta familia de enzimas que catalizan la hidrólisis de

péptidos, amidas, ester, ester tiol y otros enlaces.

El paso inicial en el proceso catalítico (Figura 5), implica la unión covalente de la enzima

libre (Figura 5 a) yel sustrato para formar el complejo (Figura 5 b), esto es seguido por la

acilación de la enzima (Figura 5 c) con la formación y liberación del primer producto, el R'-

NH2• En los próximos pasos de deacilación, la acil-enzima reacciona con una molécula de

agua para liberar el segundo producto, con la regeneración de la enzima libre.

iR
I

-+ <:;=0
8... - ....
k·! 9._......

-+- RC-OOH

Figura 5. Mecanismo de acción de Cisteína proteasas. 1m y +HIm se refieren a la imidazol ya la imidazol

protonada, respectivamente. (Tomado de Rao et al., 1998)
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1.5.- Proteasas alcalinas de Bacillus spp

Las bacterias son el grupo más dominante de los productores de proteasas alcalinas, siendo el

género Bacillus la fuente más importante. Las proteasas alcalinas producidas por bacilos

termófilos y alcalófilos pueden soportar altas temperaturas, pH extremos, agentes químicos de

desnaturalización y en entornos no acuosos (Johnvesly & Naik, 2001). El primer informe

sobre una enzima alcalina fue publicado Horikoshi en 1971, correspondiente a una proteasa

Serínica alcalina extracelular de la cepa Bacillus alkaliphilic 221.

Una gran cantidad de especies de Bacillus provenientes de diferentes ambientes han sido

explorados y explotados para la producción de proteasas alcalinas, pero los productores

potenciales de proteasas alcalinas son en su mayoría cepas de bacilos como: Bacillus subtilis,

Bacillus licheniformis, Bacillus amylo/iquefaciens y Bacillus majovensis (Grupta et al., 2002).

Bacillus subti/is, es un bacilo en forma de bastón, Gram positivo, formador de esporas,

aeróbico y por lo general catalasa positivo. Se pueden encontrar sobre todo en ambientes

alcalinos, tales como suelo, lagos ambientes neutros y sedimentos de aguas profundas. El

estiércol animal, efluentes de alimentos, textiles, curtiembres, las unidades de procesamiento

de papas, las unidades de fabricación de papel, hornos de carbonato de calcio y la industria de

los detergentes también son buenas fuentes (Ak:balik, 2003).

Por otra parte, varios tipos de proteasas alcalinas provenientes de Bacillus subtilis se han

caracterizado y sus posibles aplicaciones industriales se han explotado. Las principales

aplicaciones de estas enzimas se encuentran en la formulación de detergentes, la industria

alimentaria, tratamiento del cuero, síntesis química y la gestión de digestión de residuos

(Grupta, 2002). Algunas proteasas alcalinas industriales importantes producidas a partir de

diferentes Bacillus sp se muestran en la Tabla 1.
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Las proteasas alcalinas de Bacillus subtilis tienen mayor especificidad que tripsina y

quimiotripsina, ya que poseen valiosas propiedades para su uso industrial tales como su

capacidad para excretar variadas y diferentes enzimas hidrolíticas en un medio de cultivo, su

no patogenicidad y la capacidad de crecer en medios de cultivos mínimos explican su

aplicación en la industria (Daniel et al., 1984).

Chantawannakul et al., 2002 después de estudiar la capacidad proteolítica de 82 cepas aisladas

de la fermentación de soya, encontraron que la cepa Bacillus subtilis 38, presento mayor

actividad proteolítica (Halo de hidrólisis de 40 mm) con un pH y temperatura óptima de 6,5 y

47°C respectivamente. Actualmente esta cepa se utiliza como cultivo iniciador para producir

soya fermentada.

Tabla 1. Algunas proteasas alcalinas industrialmente importantes producidos a partir de diferentes Bacil/us sp.

Especies pH optimo Aplicación industrial
I
estabilidad

Bacillus subtilis 9.5 Agente rendidor (industria del
cuero), Fermentación de soya.

Bacillus sp. Y. (BYA) 10.0 -12.5 Formulaciones de detergentes

Bacillus licheniformis 8.2 Catálisis de aminoácidos

Bacillus sp. (AH-10l) 12.0-13.0 Depilado en la industria del cuero

Bacillus firmus 8.0 Industria de detergentes

Bacillus sp. (P-001A) 9.5 Producción de biomasa a partir de
residuos naturales

Bacillus sp. 9.0-11.0 Formulaciones de detergentes
(SavinaselDurazym)

Bacillus licheniformis 8.2 Síntesis de péptidos
(Alcalase) biológicamente activos

Bacillus stearothermophilus 8.5 Detergentes para ropa
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Torres y Basurto, 2000 estudiaron la cepa de Bacillus subtilis 21 aislada de cultivos de fresa,

comprobando actividad antagónica "in vitro" y en invernadero contra los hongos

fitopatógenos Fusarium verticillioides y Rhizoctonia solam: Posteriormente Razo et al., 2008

evaluó los posibles mecanismos de acción de esta bacteria encontrando la producción de

proteasas y bacteriocinas las cuales pudieran están involucradas en el mecanismo antagónico

de la bacteria Bacillus subtilis 21.

Las bacterias que pertenecen al género Bacillus, son la fuente más importante del comercio de

enzimas microbianas. Pueden ser cultivadas bajo condiciones de temperatura y pH extremos

para dar lugar a productos que son a su vez estables en diferentes entornos.

1.6.- Aplicaciones industriales de las proteasas alcalinas de Bacillus sp

1.6.1.- Industria de alimentos

Las proteasas alcalinas pueden hidrolizar las proteínas de plantas y animales para producir

hidrolizados de péptidos. Estos hidrolizados de proteínas juegan un papel importante en la

regulación de la presión arterial y se utilizan en la formula de alimentos infantiles específicos

de una dieta terapéutica y el fortalecimiento de los zumos de frutas y refrescos.

En los últimos años ha habido un interés sustancial en el desarrollo de métodos enzimáticos

para la hidrólisis de las proteínas de soya, gelatina, caseína, el suero y otras proteínas con el

fin de preparar hidrolizados de proteínas de alto valor nutricional. En el desarrollo comercial

de productos de estas proteínas, se hace hincapié en el logro de un producto consistente, de

alto rendimiento, que tiene el sabor deseable y propiedades nutricionales y funcionales (Ward,

1983).

Las proteasas alcalinas de Bacillus licheniformis se utilizan para la producción de

hidrolizados de proteínas funcionales (Ward, 1983). La proteasa alcalina comercial alcalasa,
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es de uso importante para obtener hidrolizados menos amargos (Kumar & Takagi, 1999). La

a1calasa ha sido la enzima más adecuada en cuanto a términos de costo, solubilización y otros

factores favorables para su uso. Tiene un proceso optimo a un pH 8.5 Yuna temperatura de 55

- 60 oC, logrando una solubilización del 94 %. Recientemente otra proteasa alcalina

proveniente de Bacillus amyloliquefaciens se encontró en un hidrolizado de proteína de soya,

que se aplican principalmente en formulaciones de alimentos infantiles hipoalergenicos

(Kumar & Takagi, 1999). En otro estudio Rebecca et al., (1991) informo la producción de

hidrolizado de pescado de alto valor nutricional, con proteasas de Bacillus subtilis. Perea et

al., (1993), por otra parte uso la proteasa alcalina para la producción de hidrolizado de

proteína de leche, utilizando suero en un proceso de bioconversión del sueros industriales.

1.6.2.- Industria de detergentes

Las enzimas han sido de interés para la industria de detergentes por su capacidad para ayudar

a la eliminación de manchas proteicas y para ofrecer beneficios únicos que no se pueden

obtener por las tecnologías convencionales de detergentes (Gupta et al., 2002).

El uso de enzimas en las formulaciones de detergentes es ahora común en los países

desarrollados, donde más de la mitad de los detergentes actualmente disponibles contienen

enzimas (Chaplin & Bucke, 1990). Las enzimas en los detergentes representan

aproximadamente el 30 % del total en todo la producción mundial de enzimas (Horikoshi,

1996) y el 89 % de las ventas totales de las proteasas en el mundo, una parte importante del

mercado es capturado por las subtlisinas y/o proteasas alcalinas de muchas especies de

Bacillus (Gupta et al., 2002).

Los principales productores de las proteasas alcalinas provenientes de especies de Bacillus

son las empresas Novo Insdutria A.I.S. y Gist Brocades. Novo produce tres proteasas;

Alcalasa de Bacillus licheniformis, Esperase de una cepa de Bacillus licheniformis y Savinase
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de una cepa alcalofila de Bacillus amyloliquefaciens. Por otra parte, Gist Brocades produce y

suministra Maxatase de Bacillus amylolicheniformis. Alacalsa y Maxatase (las dos

principalmente sutilísima) se recomiendan para ser usadas a una temperatura entre 10 - 65 oc

y un pH de 7.0 a 10.5. Savinase y Esperase se pueden utilizar hasta un pH de 11.0 y 12.0

respectivamente (Chaplin & Bucke, 1990).

1.6.3.- Industria del cuero

Los métodos convencionales en el tratamiento del cuero implican el uso de productos

químicos que ocasionan contaminación ambiental y riesgos de seguridad. Por lo tanto, por

razones medioambientales, el tratamiento biológico de la piel se enfoca principalmente en el

uso de enzimas ya que estas ofrecen ventajas como el fácil control de la velocidad de

reacción y reducción de residuos.

Las proteasas se utilizan en las etapas de remojo, pelambre y rendido de la preparación de

pieles. El tratamiento enzimático destruye los pigmentos no deseados, aumenta las aéreas

limpias de la piel (Grupta et al., 2002). Las proteasas con actividad elastolítica y queratolítica

pueden ser utilizadas en la industria del cuero durante el proceso de rendido, ya que la piel se

suaviza por la degradación parcial de las proteínas de la matriz ineterfibrilar (Elastina y

queratina). Por lo tanto los preparados enzimáticos con bajos niveles de elastasa y actividad

keratinasa (sin actividad colagenasa) son particularmente aplicables en estos proceso (Cowan,

1994). Tradicionalmente el rendido de pieles en un proceso enzimático realizado con la

participación de enzimas pancreáticas. Sin embargo, recientemente, el uso de las proteasas

alcalinas microbianas ha ido en aumento. La sustitución de agentes químicos para el proceso

de depilación en la industria del cuero por enzimas proteolíticas producidas por Bacillus sp

podría tener importantes impactos económicos y ambientales (Anwar et al., 1998) donde el

proceso de pelambre se acelera por el uso de proteasa alcalinas.
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1.6.4.- Uso médico

Las proteasas alcalinas también se utilizan para el desarrollo de productos de importancia

médica. Gupta et al., (2002) reportaron que Kudrya y Simonenko (1994) aprovecharon la

actividad elastolitica de Bacillus subtilis 316M para la preparación de elastoterasa, que fue

aplicada para el tratamiento de quemadura, heridas purulentas, forúnculos y abscesos

profundos. Kim et al., (2001) reportaron el uso de la proteasa alcalina de Bacillus sp. cepa CK

-114 como agente trombolítico por presentar actividad fibrinolítica (Grupta et al., 2002). Por

otra parte, las especies de Bacillus sp ha sido reconocido como seguros para la salud humana

(Kumar & Takagi, 1999).

1.6.5.- Industria farmacéutica

La gran diversidad y especificidad de las proteasas se utiliza con gran ventaja para el

desarrollo de agentes terapéuticos eficaces. La administración oral de la proteasa de

Aspergillus orizae (Luizym y Nortase) se ha utilizado como una ayuda digestiva para corregir

el síndrome de deficiencia de ciertas enzimas líticas. La colagenasa clostridial y la sutilísima

se utilizan en combinación con antibióticos de amplio espectro para el tratamiento de

quemaduras y heridas. Una asparaginasa aislada de E. coli se utiliza para eliminar la

asparagina del torrente sanguíneo en las diversas formas de leucemia linfocítica. Se encontró

que una proteasa alcalina de Conidiobolus coronatus es capaz de reemplazar la tripsina en

cultivos de células animales (Chiplonkar et al., 1985).

1.6.7.- Gestión de residuos industriales y domésticos

Las proteasas alcalinas tienen potencial aplicación para la digestión de residuos de diversas

industrias de procesamiento de alimentos. Las plumas están compuestas en un 90 % de

proteína, siendo la queratina su componente principal, es una proteína fibrosa e insoluble. En
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todo el mundo varios millones de toneladas de plumas se generan anualmente como residuos

de la industria de procesamiento de aves de corral. Las plumas constituyen aproximadamente

el 5 % del peso corporal de las aves de corral y se puede considerar una fuente alta de

proteínas para la alimentación y los piensos, siempre que su rígida estructura de queratina esté

completamente destruida. Un pre tratamiento con NaOH, la desintegración mecánica y la

hidrólisis enzimática son el resultado de la solubilización total de las plumas. El producto

final es un polvo pesado, de color grisáceo con un alto contenido de proteínas, que podría

utilizarse como aditivo de piensos (Kumar & Takagi, 1999).

Teniendo en cuenta su alto contenido de proteínas y aminoácidos estos residuos pueden tener

gran potencial para la alimentación animal. En algunos países, la pluma se utiliza como

complemento de la alimentación animal en forma de harina de plumas. El desarrollo de

métodos enzimáticos y/o microbianos para la hidrólisis de proteínas y aminoácidos de plumas

es muy atractiva, ya que ofrece un condiciones de reacción y productos de valor (Gessesse et

al., 2003).

Gessesse et al., (2003) aislaron un organismo de un lago alcalino en un área de el Valle del

Rift de Etiopia y se identifico como Bacil/us pseudofirmus. AL-89, la proteasas encontrada

ofrece un potencial interesante para la hidrólisis enzimática y/o microbiana de las plumas

utilizadas en suplementos alimenticios para animales (Gessesse et al., 2003). Daley (1994)

informó de un proceso enzimático con un proteasa alcalina de Bacillus subtilis en el

tratamiento de los residuos de plumas de los mataderos de aves de corral. Una formulación

que contiene enzimas proteolíticas de Bacillus subtilis, Bacillus amy/oliquefaciens y

Streptomyces sp y un agente reductor de disulfuro (Tioglicolato) que aumenta la degradación

del pelo, ayuda en la limpieza de tuberías obstruidas con el pelo y actualmente está disponible

en el mercado. Se ha elaborado y patentado por Genex (Gupta et al., 2002).
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1.7.- Antecedentes de la industria de enzimas en Venezuela

La investigación enzimática forma parte importante en la historia de la bioquímica. Se

encuentra más allá de todo cuestionamiento que los resultados de las búsquedas de enzimas

proteolíticas o peptidasas han beneficiado a la humanidad de diferentes formas, y no hay duda

de que contribuirá aun más en el futuro. La enzimología ha experimentado grandes avances

al igual que sus aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica, de detergentes,

panadería y papelera entre otras (Pardo, 2004). Una de las más claras indicaciones al respecto

radica en las enormes ventas anuales de la industria farmacéutica a causa de la investigación

de las diferentes aplicaciones de las peptidasas en el campo de la salud humana (Barret,

1999).

El mercado de enzimas en Venezuela es considerado de competencia imperfecta, ya que

existen pocos ofertantes, quienes influyen de manera importante en el precio final de las

enzimas. Por tal motivo se ha creado la necesidad de importar enzimas, ya que la industria

nacional no puede cubrir la demanda. De esta manera las empresas que requieren enzimas

para la elaboración de productos se ven obligadas a importarlas, con una tendencia cada vez

más marcada a través de los años, Figura 6 (Morillo, 2007).

Las empresas biotecnológicas establecidas en el país, realizan los procesos necesarios para

producir a gran escala diferentes enzimas, con el principal objetivo de satisfacer el mercado

local, generando así fuentes de empleo y disminuyendo la necesidad de realizar importaciones

(Ramírez, 2009). Las empresas productoras de enzimas de uso industrial en Venezuela se

muestran en la Tabla 2.

La apremiante necesidad de importar enzimas para uso industrial en Venezuela, sugiere

promover el desarrollo de investigaciones a nivel nacional con la finalidad de cubrir la

demanda industrial a nivel nacional.
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Importaciones de enzimas en Venezuela
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Figura 6. Comportamiento de las importaciones de enzimas de uso industrial en Venezuela. (Tomado de

Morillo, 2007)

Tabla 2. Empresas productoras y comereializadoras de enzimas. (Tomado de Morillo, 2007)

Empresa Localización Marca Comercial

Girber de Venezuela San Antonio de Los Altos. Girber

Edo. Miranda

Laboratorio Pharmatest Guarenas. Edo. Miranda Tauro

Bixa Santa Lucia. Edo. Miranda Bixa

LavitaI Ocumare del Tuy. Edo. Cebú

Miranda

TecnognunosTGS,C.A. Chuao, Caracas -----
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hombre ha recurrido al uso de enzimas en el procesamiento de materias primas desde

tiempos inmemorables. Procesos tradicionales, como la producción de bebidas alcohólicas y

de pastas fermentadas con levadura pueden observarse en murales egipcios antiguos (Pardo,

2004). Los primeros utensilios de panificación fueron encontrados hace 5000 aftos en Jericó

(Canaan), una de las ciudades más antiguas del mundo. Otros proceso más recientes incluyen

preservación de alimentos por fermentación o la transformación de la leche en la elaboración

de quesos (Reisner, 1981).

En 1783 se realizaron los primeros experimentos sobre la catálisis in vitro, cuando un monje y

naturista de nacionalidad italiana, Lazzaro Spallanzani, observó que la carne podía ser

digerida por los jugos gástricos de los halcones. Kirchoff en 1814 descubrió que la cebada

contenía una sustancia que era capaz de transformar la pasta de almidón en azúcar. Años

después, Payen y Persoz en 1833, descubrieron el principio activo de esta sacarificación,

denominándolo diastasa (del griego: separación), un terminó aún utilizado en la industria

cervecera (Uhlig, 1998).

Gran parte de la historia de la bioquímica es la historia de la investigación enzimática. Se

encuentra más allá de todo cuestionamiento que los resultados de búsquedas de enzimas

proteolíticas o peptídicas han beneficiado a la humanidad de diferentes formas, y no hay duda

de que contribuirá aun más en el futuro.

La enzimología ha experimentado grandes avances al igual que sus aplicaciones en la

industria alimentaria, farmacéutica, de detergentes, panadería y papelería, entre otras (Pardo,

2004). Una de las más claras indicaciones al respecto radia en las enormes ventas anuales de
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la industria farmacéutica a causa de la investigación de las diferentes aplicaciones de las

peptidasas en el campo de la salud humana (Barret. 1999).

Las proteasas pueden ser obtenidas a partir de microorganismos, que tiene la capacidad de

producirlas, sin embargo las fuentes de obtención de este tipo de enzimas incluye: animal,

vegetal y microbiana. Las investigaciones se han enfocado principalmente en aquello

microorganismos con capacidad de generar grandes cantidades de proteasas o que habiten en

ambientes extremos (Ramírez, 2009). Las proteasas de origen microbiano, representan

aproximadamente el 40% de las ventas mundiales de enzimas. Además representan una

excelente fuente de enzimas, debido a que los microorganismos presentan características

favorables para su explotación industrial, tales como una amplia diversidad bioquímica, son

susceptibles a manipulación genética, reproducción rápida, entre otras (Rao et al., 1998).

2.1.- Problema

Las enzimas proteolíticas tienen gran importancia biotecnológica ya que se emplean en

diversos rubros industriales: la industria farmacéutica, alimentaria, curtiembre de pieles y

elaboración de detergentes entre otros (Sharmin & Rhaman, 2007).

En biotecnología la aplicación de enzimas es un área de impacto, específicamente dentro del

sector alimentario, farmacéutico y analítico. En nuestro país la producción de enzimas es

prácticamente inexistente, por tanto, el mercado venezolano de enzimas se caracteriza por

pocos ofertantes para la demanda nacional, lo que provoca altos costos, por ende las empresas

que requieren enzimas se ven obligadas a importarlas y depender de la producción externa

para suplir sus necesidades (Morillo, 2007).

La problemática nacional de dependencia de importación de enzimas empleadas a nivel

industrial genera la necesidad de realizar proyectos de investigación cuyo objetivo principal
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sea el aislamiento e identificación de microorganismos productores de dichas enzimas. Por

esta razón el Laboratorio de Biotecnología de Microorganismos "Sixto David Rojo" (BIüMI),

en conjunto con la Fundación "Centro de Investigaciones del Estado para la Producción

Experimental Agroindustrial (CIEPE)", llevan adelante el proyecto de investigación

"Identificación, Selección y Evaluación de Cepas (fúngicas y bacterianas) con Uso Potencial

en la Industria Alimentaria", dentro del que se desarrolla este trabajo bajo el tema

"Aislamiento e identificación de microorganismos productores de proteasas termoestables en

la región andina de Venezuela".

Este trabajo evaluará a partir de microorganismos aislados de la zona andina venezolana la

producción de enzimas proteolíticas, caracterizando las condiciones necesarias para

determinar sus posibles aplicaciones industriales.

2.2.- Hipótesis

Los microorganismo presentan una gran diversidad metabólica, muchos de ellos son

potenciales productores de enzimas proteolíticas. "Si se logra aislar e identificar estos

microorganismos productores de proteasas, sería posible la caracterización de dicha actividad

para su aprovechamiento en la industria".
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2.3.- Objetivos

2.3.1.- Objetivo general

Aislar e identificar microorganismos productores de enzimas proteolíticas de la región andina

de Venezuela.

2.3.2.- Objetivos específicos

• Realizar muestreos en ambientes ricos en proteínas ubicados en la región andina de

Venezuela.

• Aislar microorganismos a partir de las muestras recolectadas en la región andina de

Venezuela.

• Seleccionar los microorganismos que presentan actividad proteolítica.

• Caracterizar la actividad proteolítica del extracto enzimático obtenido a partir del

microorganismo que presente mayor actividad, destacando efecto del pH, la

temperatura y su estabilidad térmica.

• Obtener preparaciones enzimáticas y determinar las condiciones óptimas para su

conservación.

• Ensayar la producción de enzimas proteolíticas secretadas por la cepa en un

biorreactor de 1.3 L. utilizando las condiciones determinadas a nivel de Erlenmeyer.

• Purificar parcialmente el extracto crudo enzimático obtenido a partir del cultivo del

microorganismo que presento mayor actividad proteolítica.

• Identificar, por técnicas moleculares, el microorganismo mediante el secuenciamiento

del ADNr 168.
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS

3.1.- Materiales

Medios de cultivo

Caldo nutritivo

Composición: peptona 5 g; extracto de levadura 3 g; extracto de malta 3 g; glucosa 10 g;

agua destilada c.s.p. 1L.

Medio Skim Mi/k

Composición:

Solución A: Skim Milk, DIFCO 10 g; agua destilada c.s.p. 100 mL.

Solución B: agar 2 g; agua destilada c.s.p. 100 rnL.

Se prepararán por separado las soluciones (A y B), esterilizando durante 15 min a 121 psi. Se

dejaran en reposo hasta alcanzar aproximadamente los 45 oC y se mezclaran (Según Baile y

Scott, 1970).

Medio Cultivo Modificado

Composición: gelatina nutriente 30 g; caldo nutritivo 0,8 g; caseína 0,5 g; cloruro de

magnesio 0,1 g; glicerol 20 % 1,2 mL; agua destilada c.s.p. 1 L. Se utilizó el medio mínimo

empleado por Almas y col., 2009, modificando la sal. Se remplazó el cloruro de manganeso

por cloruro de magnesio.
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3.2.- Métodos

3.2.1- Aislamiento y procesamiento de muestras

Algunos de los microorganismos fueron asilados a partir de muestras colectadas de ambientes

ricos en proteínas (como estiércol de animales, comida y animales en descomposición)

ubicados en el estado Mérida. Otros fueron obtenidos a partir de placas de medios

colonizados por contaminantes del ambiente en el Laboratorio Sixto David Rojo de la

Facultad de Ciencias de la Universidad de Los Andes.

Cada muestra fue tomada utilizando envases plásticos estériles y se trasladaron al Laboratorio

Sixto David Rojo (BIOMI). A 5 g de la muestra se le agregaron 45 mL de agua peptonada

estéril (0,1 %), se agito vigorosamente durante 5 min, se homogenizó en licuadora y se filtro.

El filtrado se utilizo para realizar diluciones seriadas de 10-1 hasta 1O-<i, se realizo siembra por

agotamiento de cada dilución en superficie de placas con agar nutritivo. Las diferentes

diluciones se incubaron a 37 y 45 oC durante 72 h, con un monitoreo a las 24 h. Transcurrido

este tiempo, aquellos microorganismos que crecieron en las placas con agar nutritivo se

repicaron por agotamiento en placas con el mismo medio y se incubaron en las condiciones

descritas anteriormente teniendo en cuenta la temperatura a la cual fueron aisladas. Luego del

crecimiento se almacenaron a 8 oc hasta su uso.

3.2.2.- Rastreo mediante hidrólisis en caseína

Los microorganismos aislados de la muestra fueron sembrados en medio Skim Milk y se

incubaron a 45 OC durante 24 h. El criterio de selección de los microorganismos productores

de proteasas fue la presencia de una zona clara alrededor de la colonia que corresponde a la

hidrólisis de la caseína. Se midió el halo de hidrólisis (zona clara) y las que presentaron

mayores diámetros se repicaron en cuñas de agar nutritivo hasta su uso (Baile & Scott, 1970).
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3.2.3.- Identificación de la cepa mediante secuenciamiento del ADNr 16S

3.2.3.1.- Extracción de ADN genómico de la cepa en estudio

Se tomo 1 mL de cultivo en caldo nutritivo, y se centrifugó durante siete minutos a 12,000 g.

Se descartó el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 100 J.1L de buffer de lisis (50 mM

Tris-HC1/ 150 mM NaCl), agregando 3 J.1L de proteinasa K (20 mg/mL). Se incubo durante 1

hora a 56 oC en baño María. Posteriormente, se calentó en ebullición durante 10 min y se

centrifugo a 12,000 g durante 10 mino Finalmente, se tomó el sobrenadante y se transfirió a

otro tubo, almacenándose a -20 oC.

3.2.3.2.- Detección de ADN genómico en electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %

La electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % se realizó en una cámara BIO-RAD Wide Mini

Sub ® cell GT. Utilizando buffer TBE 1 X pH 8,0 (Tris-borato-EDTA); se corrió a 90 voltios

durante 30 minutos. Finalizada la separación electroforética, se tiftó el gel con bromuro de

etidio durante 15 min, se lavó con agua destilada y se visualizo en transiluminador

White/Ultraviolet.

3.2.3.3.- Amplificación del gen 16S de ADNr de la cepa en estudio por PCR

Se realizó una PCR utilizando los primers universales Pi (5'- CCTACGGGAGGCAGCAG

3') y P2 (5'- ATTACCGCGGCTGG- 3') que amplifican para 200 pares de bases (Muyzer,

1993). Para la mezcla de reacción se tomaron 5 J.1L de buffer Green Go Taq®; 6 J.1L de cloruro

de magnesio (25mM); 0,6 J.1L dNTPs (10mM); 1,2 J.1L de Pi y P2; 0,6 J.1L de Taq; 13,785 J.1L

de agua destilada. Se mezclaron 2 J.1L de la muestra de ADN y 2 J.1L de la mezcla de

reacción. Se corrió el siguiente programa:
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95 oC (3min) ~94 oC (lmin) ~55 oC (lmin) ~72 oC (lmin)~ 72 OC (2min) ~4 oC

L 35 Ciclos J

Los productos obtenidos de la PCR se evaluaron a través de una electroforesis en gel de

agarosa al 2 % a 90 voltios durante 30 min.

3.2.3.4.- Purificación final del producto de PCR y secuenciamiento de ADNr de la cepa

en estudio

El producto de PCR fue enviado al Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas

(IVIC) para su purificación y posterior secuenciamiento. Finalmente se comparó la secuencia

obtenida con las depositadas en las bases de datos National Center for Biotechnology

Information (NCBI) y European Bioinformatics institute (EMB-EBI).

3.2.4.- Caracterización del extracto crudo enzimático (ECE)

3.2.4.1.- Producción de Proteasas

El microorganismo se sembró en un medio de cultivo modificado, el cual contenía 3 % de

gelatina de nutrientes, 0,8 % caldo nutritivo, 0,5 % de caseína,

0,01 % MgCI (para remplazar al MnCI) y 1,2 mI de glicerol al 20 %, se incubo a 45 oC

durante 24 - 72 h con agitación constante a 150 rpm (Almas et al., 2009). Después del tiempo

de crecimiento, las células se centrifugaron a 25,700 g durante siete minutos y el sobrenadante

obtenido se utilizó como el extracto crudo enzimático (ECE).

3.2.4.2.- Precipitación con Acetona

50 mL del ECE se trataron con 200 mL de Acetona a -20 ° C durante 20 min en baño de hielo

y se centrifugaron a 25,700 g durante 20 mino El precipitado así obtenido se redisolvió en
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siete mililitros de Buffer Tris- HCl O,IM pH 8,0 Yse congelo hasta su uso. En adelante será

llamado Extracto Crudo Enzimático Parcialmente Purificado (ECEPP).

3.2.4.3.- Determinación de Proteínas

La determinación de proteínas se realizó utilizando el micrométodo de Bradford. La curva de

calibración fue realizada utilizando albúmina bovina (Sigma Chemical Co) como patrón

(Pardo, 2004).

3.2.4.4.- Evaluación de la actividad enzimática

La actividad enzimática se determinó por el método de Pardo (2004). Se tomaron 100 IlL

de ECEPP y se mezclaron con 1,1 mL de solución de caseína al 1 % en buffer Tris- HCl

O,IM de pH 8,0 Yse incubaron en baño maría durante 10 min a 55 oC. La reacción se detuvo

adicionando 1,8 mL de Acido Tricloroacético al 5 % (TCA), se mantuvo a 4 oC durante 20

min, seguido de la centrifugación a 25,700 g durante siete minutos. Al sobrenadante obtenido

se le midió la absorbancia a 280 nm. El blanco fue preparado afiadiendo el TCA antes de la

incubación a 55°C.

Cada ensayo se realizó por triplicado incluyendo los blancos. Se defmió la unidad de

actividad caseinolítica (Ucas) como la cantidad de enzima requerida para producir un

incremento de una unidad de absorbancia a 280 nm al cabo de un minuto, en las condiciones

de ensayo.

3.2.4.5.- Efecto de almacenamiento a bajas temperaturas

Se conservaron ECEPP congelados a - 20 ° C en alícuotas de 5 mL. Luego de trascurridos

7, 30 Y 60 días fueron descongeladas a cada tiempo de conservación, determinándose la

actividad residual en cada caso.
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3.2.4.6.- Ensayo utilizando inhibidores

250 JlL del ECEPP se mezclaron con 250 JlL de Inhibidores específicos para proteasa

serínicas, cisteínicas, aspárticas y matalopeptidasas (Salvesen y Nagase, 2001). Los

inhibidores utilizados fueron: Floruro de fenilmetilsulfonilo (PMFS) 5 mM; Acido

Iodoacético 0.5 mM; Pepstatina A (ácido isovaleril - Val· Val· 4 - amino - 3 • hidroxi - 6·

metilheptanoil - Ala - 4 - amino - 3 - hidroxi - 6 - methilheptanoico) 0,5 mM y Ácido

Etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 mM. La mezcla se incubo durante 30 min a 4 oc.

Posteriormente se determino la actividad residuaL Se realizaron controles negativos por pre

incubación del extracto crudo enzimático con los solventes usados para disolver cada

inhibidor.

3.2.4.7.- pH Óptimo

Se midió la actividad a diferentes valores utilizando buffer Acetato de Sodio 0,1 M (pH: 6,0;

6,5), buffer Tris-HCl 0,1 M (pH: 7,0; 7,5; 8,0), buffer Glicina NaOH O,IM (pH: 8,5; 9,0; 9,5;

10,0). Se determinó la actividad caseinolítica máxima.

3.2.4.8.- Temperatura óptima

Para determinar la temperatura que le permita a la enzima manifestar la máxima actividad, se

realizó un estudio de actividad a diferentes temperaturas: 20, 37, 45, 55, 65, 75 oC utilizando

buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,0 (Natalucci et al., 1988).

3.2.4.9.- Estabilidad térmica

Se siguió el método de Martin et aL, 2005 modificado. Se incubó el ECEPP durante cinco

minutos a las siguientes temperaturas: 40, 50, 60, 70, 80, 90 oC y posteriormente se incubó a
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4 oC durante 30 min, seguidamente se realizó la determinación de la actividad caseinolítica

residual.

3.2.4.10.- Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad proteolítica

Se siguió el método empleado por Pardo, 2004. Se incubaron muestras del ECEPP a

diferentes valores de fuerza iónica (O; 62,5; 125; 250; 500 Y 1000 mM de NaCl) durante 30

min a temperatura ambiente (se encuentra en 24 ±2 OC) Yluego se ensayo la actividad residual

a 55 oC empleando la caseína conteniendo NaCl en la misma concentración que en la

incubación previa.

3.2.4.11.- Efectos de diferentes concentraciones de EDTA sobre la actividad enzimática

Para conocer el comportamiento del ECEPP en este sentido, se incubaron muestras del mismo

con diferentes concentraciones de EDTA (0,5; 1; 5; 10; 16 mM) durante 10 minutos a 37 oC

(Sharmin & Rahman, 2007). Luego se ensayo la actividad caseinolítica residual.

3.2.4.12.- Determinación de los valores de Vmax y Km para la enzima en estudio

Se realizaron ensayos con distintas concentraciones de sustrato, en soluciones de caseína en

buffer Tris-HCl pH 8,0 en concentraciones de 2, 3, 4 Y 5 %. Se midió la absorbancia a 280

nm. Se calcularon los parámetros cinéticos Vmax y Km (Hemandez et al., 2004) aplicando el

arreglo de Lineweaver-Burk para la ecuación de Michaelis - Menten.

3.2.4.13.- Ensayo de la Producción de Enzimas Proteolíticas en Biorreactor de 1.3L

El cultivo se llevó a cabo en un biorreactor de 1,3 L de capacidad marca NB (volumen de

trabajo 500 mL) durante 24 h, a partir del inoculo en medio caldo de cultivo modificado

enriquecido con caseína al 1 %, se tomaron 25 mL para inocular 500 mL de medio contenido

en el Biorreactor.
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Durante las primeras doce horas, se tomaron muestras cada dos horas, posteriormente cada 4

horas hasta completar las 24 h de crecimiento. De manera estéril se tomaron 4,4 mL para el

estudio del crecimiento celular y la producción de enzimas proteolíticas secretadas por el

microorganismo. Las condiciones de incubación fueron temperatura a 45 oC, agitación a 100

rpm y aereación de 0,1 vvm. Se monitorizó el pH durante el crecimiento.

3.2.5.- Purificación parcial del Extracto Crudo Enzimático Parcialmente Purificado

3.2.5.1.- Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante con Docecilsulfato de

sodio (SDS-PAGE)

Se siguió el método de Laemmli, 1970. Las muestras se prepararon agregando un volumen de

buffer de muestra para electroforesis a un volumen de muestra de las fracciones recolectadas

de la columna de intercambio catiónico. Para muestras con bajo contenido proteico, se

procedió a concentrar la muestra redisolviendo en un volumen de buffer adecuado, de modo

tal que la concentración fuese de 5 J.lg/mL.

Los geles se moldearon empleando el equipo Mini-Protean III (Bio-Rad). Se utilizó un gel de

apilamiento de 12 % Y un gel de espaciador 12 %. Las muestras se aplicaron con jeringa

Hamilton de 25 J.lL de capacidad. Se añadieron 3,5 J.lL para el patrón de peso molecular. En

el caso de las muestras, se añadieron 10 J.lL en cada poso. Los patrones de PM (Bio-Rad)

utilizados fueron: Myosin B (1974,6 KDa), p-galactosidase (116,5 KDa), Bovine serum

albumin (97,2 KDa), Ovoalbumin (50,1 KDa), Carbonic anhydrase (37,6 KDa), Soybean

trypsin inhibitor (29,2 kDa), lisozima (20 KDa) y Aprotinin (7,1 kDa). La electroforesis se

desarrollo en una celda Miniprotean III (Bio-Rad), a una intensidad de corriente constante de

90 V durante toda la corrida.
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3.2.5.2.- Electroforesis en geles con tricina desnaturalizantes (SnS Tricina-PAGE) del

ECE parcialmente purificado con acetona

Esta técnica permite una mejor resolución de péptidos de bajo peso molecular (PM). Es un

sistema adecuado para la separación de polipéptidos y proteínas en el rango de 5 a 100 KDa.

La tricina es utilizada como ion de arrastre en el buffer catódico, permitiendo una mayor

resolución de proteínas pequeñas a menores concentraciones de acrilamida que en el caso del

clásico buffer Tris-glicina (Laemmli, 1970). Las muestras se prepararon agregando un

volumen de buffer de muestra para electroforesis a un volumen de muestra del ECE

parcialmente purificado con acetona. Se utilizó un sistema para la resolución de muestras en

el rango 5-100 KDa, las muestras se aplicaron con jeringa Hamilton de 25 J.lL de capacidad.

Se agregaron 2 J.lL para los patrones de peso molecular y 5 J.lg/mL de la muestra en cada

poso. Los patrones de PM (Bio-Rad) utilizados fueron: fosforilasa B (97,4 KDa),

seroalbúmina (66,2 KDa), ovalbúmina (45 KDa), anhidrasa carbónica (31 KDa), inhibidor de

tripsina (21,5 KDa) y lisozima (14,4 KDa). La electroforesis se desarrolló en una celda

Miniprotean III (Bio-Rad), a una intensidad de corriente constante de 30 mA durante el

apilamiento y 60 mA hasta la finalización de la corrida.

3.2.5.3.- Isoelectroenfoque-Zimograma

El ECEPP con acetona fría a - 20 oC, se centrifugo a 25,700 g durante 15 min, redisolviendo

el precipitado en agua bidestilada. Para llevar a cabo la técnica se utilizó un equipo IEF Cell,

modelo 111 (Bio-Rad). Los geles de poliacrilamida al 5 % (solución previamente des

gasificada durante 20 min) fueron preparados empleando la bandeja formadora de geles del

mencionado equipo. Las muestras se aplicaron con jeringa Hamilton (volúmenes de siembra:

2,5 J.lL para el patrón y 3,5 J.lL para las muestras). El rango de anfolitos utilizado corresponde
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a 3,5 a 9,3. La corrida se llevó a cabo en tres etapas: 100 V durante los primeros 15 min, 200

V durante los siguientes 15 min y 450 V durante los 60 min finales (Pardo, 2004).

3.2.5.4.- Cromatografia de intercambio catiónico Columna HiTrap SP HP

Para esta última etapa de purificación se utilizo un equipo FPLC Pharmacia, con una

columna SP HP 1,6 x 2,5 cm (5 mI) para intercambio iónico. Equilibrada con buffer bis-Tris

HCl 50 mM de pH 6,0 a 4 oC. El sistema cromatográfico estuvo compuesto por un

programador de gradiente adosado a dos bombas para el proceso de elución, un sistema de

válvulas para la inyección y control del flujo de volumen, un monitor UV (UV-1) para la

medida de absorbancia a 280 nm y otro para la medida de la fuerza iónica, un registrador y un

colector de fracciones.

Las condiciones de gradientes empleadas fueron de O- 0,25 M, utilizando un intercambiador

Catiónico fuerte HiTrap SP HP en las separaciones. Durante las corridas realizadas se trabajo

con un volumen de muestra de 1 mL y a una velocidad de flujo de 0.5 mLlmin recogiendo

fracciones de 1.5 mL. Se determinó la actividad caseinolítica de las fracciones recolectadas,

se realizó un Zimograma y se corrió una E1ectroforesis en geles con tricina desnaturalizantes

(SDS Tricina-PAGE) de dichas fracciones para determinar su peso molecular.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Procesamiento de las muestras y aislamiento de microorganismos

Se aislaron 160 microorganismos en la zona de los Andes Venezolanos (Tabla 3). Después

de 24 horas de incubación de los microorganismo aislados, en medio diferencial Agar -

caseína, se obtuvieron 24 microorganismos positivos y se seleccionaron 6 microorganismos

que desarrollo mayor halo de hidrólisis (Tabla 4), para finalmente seleccionar la cepa N°

044501 que presento la mayor actividad caseinolítica que corresponde a 1,44 Vcas/mL y el

mayo halo de hidrólisis.

Tabla 3. Muestras a partir de la cual se aislaron los microorganismos.

Donde: NO 04= Numero de Muestra - ~"'::-= Temperatura mslada - = Numero de coloma.

Código ¡ Origen de la ¡Código I Origen de la
Microorganismo : Muestra I Microorganismo I muestra
N'"o.¡-if5 i Estiércol de Oveja I N° 123704 I Harina de desecho de

I
I1

11 CamarónI

N° 002506 I Placa contaminada I N° 174501 Excremento de
I BIOMI ! I PalomaI

N° 023703 1 Compost, Sector N° 174503 I Excremento de
I

! Tabay ¡ Paloma
N° 023704 I Compost, Sector I N° 183701 ¡Suelo, Sector Don

i Tabay ! I Perucho
N° 034502 I Bosta Bovina 11 N° 183703 1 Suelo, Sector Don

I I
I

1I
1 Perucho

1

N° 063703 I Algas Verdes, Musui i N° 183704 Suelo, Sector Don
I ' I

! (Mucuchíes) 11 Perucho
N° 063705 ¡ Algas Verdes, Musui 1I N° 184504 Suelo, Sector Don

i (Mucuchíes) ,1 Perucho
N° 073701 Algas Naranja, Musui I N° 192506 Chicharra Colonizada

(Mucuchíes) ! (BIOMI)
N° 073703 I Algas Naranja, Musui '[ N° 213701 ! Polilla (Fac.

I

I (Mucuchíes) 1I ' Ciencias)
N° 094501 Algas Grises, Sta 1, N° 234501 Suelo, Municipio

Apolonia ¡ Lagunillas
1

N° 094505 ]Algas Grises, Sta 11 N° 244501 Suelo, Finca Pedregal
I
i Apolonia ! (Tucani)

N°104502 i Guano de Murciélago 1I N° 243705 I Suelo, Finca Pedregal

I 11 I (Tucani)
.- . .
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Tabla 4. Diámetro de halo de hidrólisis de los microorganismos que presentaron actividad proteolitica (Sánchez

et al., 2004).

Código Microorganismo Diámetro del Halo de Capacidad proteolítica
hidrólisis (mm) (criterio del observador)

N° 044501 ND +++

N° 094501 19mm +++

N° 174501 18mm +++

N° 002506 16mm +++

N° 234501 15mm +++

N° 243705 14 mm oH-

+: Capacidad proteolítica baja <:: 8 mm)

++: Capacidad proteolítica media (> 8 mm 1< 15 mm)

+++: Capacidad proteolítica Alta ~ 15 mm)

ND: No Determinado (Debido a la alta motilidad del microorganismo el balo de bidrólisis fue irregular).

El microorganismo seleccionado fue el que presento mayor tamaño en el halo de hidrólisis,

corresponde a la cepa N° 044501(Figura 7), la cual fue aislada a partir de estiercol de oveja,

utilizando un medio enriqueció (agar nutritivo). La cepa fue mantenida refrigerada en cufias

que contenían medio agar nutritivo, con repiques cada 2 semanas.

Fig. 7. Halo de hidrólisis producido por enzimas proteolíticas secretadas por la cepa en estudio N° 044501.

(Fotografia de los autores).
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4.1.1.- Descripción macro morfológica

La descripción macro morfológica del microorganismo se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Características de la Cepa en estudio N°044501.

Cepa Características de la colonia de la Cepa en estudio
Elevación Borde Color Aspecto Forma Textura

N° 044501
Convexa Irregular y Beige Aspero Irregular Rugosa

filamentoso

4.1.2.- Descripción micro morfológica

Al realizar las observaciones al microscopio óptico de las células coloreadas (Figura 8) y en

montaje fresco, se pudo apreciar que la cepa presenta morfología de bacilo Grampositivo de

gran tamaño con alta motilidad.

/

-
Figura 8. Bacilo Grampositivo Cepa N° 044501. Coloración de Gram (Fotografía de los autores).

4.2.- Identificación molecular de la cepa en estudio

4.2.1.- Extracción de ADN genómico

El procedimiento de extracción de ADN genómico a partir de la cepa fue eficiente (Figura 9),

debido a que se observa en el gel la presencia de ADN de la bacteria en estudio. La intensidad

de la banda obtenida sugiere que se obtuvo la cantidad de ADN genómico necesario para el

proceso de amplificación.
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Figura 9. Gel de agarosa al 0.8% mostrando el ADN genómico de la cepa N° 044501. Carril 1: ADN genómico

diluido 1/1000. Carril 2: Vacío. Carril 3: ADN genómico concentrado. Carril 4: ADN genómico diluido 1/100.

4.2.2.- Amplificación del gen 168 de ADNr de la cepa

El producto de la PCR (Figura 10) presenta un claro fragmento de la amplificación del gen

16S de ANDr de la cepa, con un tamafio de 200 pb.

<='~~l zoopb

Figura 10. Gel de agarosa al 2% que muestran los resultados de amplificación del gen 168 de ADNr de la Cepa
N° 04450l. Carril 1: ADN genómico; Carril PM: Escalera de pesos moleculares de 500 pb.
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4.2.3.- Análisis de la secuencia de la cepa

La secuencia obtenida se con las depositadas en la base de datos European Bioinformatics

institute (EMBL-EBI) YNational Center for Biotechnology Information (NCBI). Se encontró

un 100 % de identidad con la bacteria Bacillus subtilis. En la Tablas 8 y 9 se observan

algunos ejemplos de los resultados de similitud obtenidos para cada base de datos.

Secuencia correspondiente a la cepa 044501:

TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCT

CTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGT

ACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT.

Tabla 6. Afiliciación filogenética de la secuencia de la cepa. (Tomado de la base de datos EMBL-EBI).

§il%~Illl<eIllld21S fR<e~21dOIlll21idJ21S %, Mill'dll1J1lo dl<e

Ddl<eIllltidl21dl

Bacillus subtilis subsp. natto BE8Tl95 DNA, nearly complete 100
genome.

Bacillus subtilis PL-I having keratinolytic activity and the protease 100
therefrom.

Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23, complete genome. 100

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 8MY 8MY_ctg6, whole genome 100
shotgun sequence.

Bacillus subtilis strain Z-2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 100

Uncultured Bacillus sp. clone Jia4 168 ribosomal RNA gene, partial 100
sequence.

Bacillus sp. G50Il partial168 rRNA gene, strain G50Il 100

Bacillus licheniformis strain CICCI0180 168 ribosomal RNA gene, 99
partial sequence.

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 B8168_ctgl, whole genome 99
shotgun sequence.
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Tabla 7. Afiliciación filogenética de la secuencia de la cepa. (Tomado de la base de datos EMBL-EBI).

§iOCllileU1ldlllS IRe~llldoU1l111¡¡j\lllS %~ lVihíi)',{fiU1l1JO
idle Uid\erntfidllll¡¡j\

Bacillus subtilis strain B8Pl 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 100

Bacillus subtilis strain THt3-1 168 ribosomal RNA gene, partíal sequence
I

100
:

Bacillus subtilis strain 8R8THl 168 ribosomal RNA gene, partíal sequence 100

Bacillus subtilis strain MRK2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence I 100
I
I

Bacillus subtilis strain V90 168 ribosomal RNA gene, partíal sequence
I

100

Bacillus subtilis strain TP-8now-C17 168 ribosomal RNA gene, partíal I 100
sequence I

I

Bacillus subtilis strain NB-12 168 ribosomal RNA gene, partíal sequence 100

Bacillus subtilis strain PGPR4 168 ribosomal RNA gene, partíal sequence 100
I

Bacillus subtilis strain LBKI 168 ribosomal RNA gene, partíal sequence 100 I

11
!

Microorganismos como Bacillus subtilis subsp. natto son de gran importancia en la industria

veterinaria que estudios realizados por Sun et al., 2010 demuestra que utilizado como

probiótico en temeros de 7 días de edad estimulan el aumento de los niveles de Ig G Yde

IFN- Yen suero, haciendo viables sus características probióticas, ya que confiere beneficio

inmunológico.

4.3.- Caracterización del Extracto Crudo Enzimático

4.3.1.- Electroforesis desnaturalizante del ECE

La electroforesis revela la presencia de cuatro bandas proteicas correspondientes al extracto

crudo enzimático (Figura 11), las cuales se encuentran comprendidas de la siguiente manera:

la primera en la región de 40 kDa, la segunda 38 kDa, la tercera de un peso molecular de 30

kDa y fmalmente una de menor peso molecular que se encuentra alrededor de los 19 kDa.
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Figura 11. Electroforesis del ECE obtenido a partir de Bacillus subti/is en geles de poliacrilamida (8D8-PAGE).

Carril 1 (ECC): Extracto crudo enzimático.

4.3.2.- Purificación parcial por precipitación con acetona

Antes de realiza la purificación parcial con acetona se realizó una medición de la actividad

caseinolítica y de proteínas (Pardo, 2004) obteniendo para el ECE 1,44 Ucas/mL y 1,24 rnglrnL.

Después de purificar parcialmente utilizando cuatro volúmenes de acetona, se determinaron los

mismos valores obteniendo para el extracto crudo enzimático parcialmente purificado

(ECEPP) 1,44 Ucas/rnL y 1,04 rnglmL. Se observó que mediante la aplicación de la técnica

seleccionada para la obtención del ECEPP, pese a perder el 16 % de proteínas totales, se logra

mantener el 100 % de la actividad enzimática. Esto indica que el método seleccionado eliminó

en un 16 % los restos de compuestos provenientes del medio en el que creció el

microorganismo.

La corrida electroforética del ECEPP reveló la presencia dos bandas con un peso molecular de

29 Y 14 kDa (Figura 12). Resultados similares encontró Mustafa et al., 1995, quienes lograron
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aislar y caracterizar una subtilísina con peso molecular de -30 KDa a partir de Bacillus

subti/is RT-5 después de realizar una purificación parcial. En este caso los autores utilizaron

sulfato de amonio al 75%.

PM Mi

.-7'~

.--[~

3---
a1__

NA
""

Figura 12. Electroforesis del ECEPP obtenido a partir de Bad/lus subtilis en geles de poliacrilamida (SDS-

Tricine-PAGE). Carril 1: patrón de peso molecular (PM) y carril 2: Extracto crudo enzimático precipitado con

Acetona.

4.4.- Evaluación del ECEPP

4.4.1.- Cromatografia de intercambio catiónico (HiTrip SP HP)

Para continuar la purificación el ECEPP se realizó la cromatografia de intercambio Catiónico

(HiTrip SP HP). La selección de la estrategia de purificación se basó en los datos obtenidos

por Isoelectroenfoque con Zimograma (Figura 13).
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Figura 13. Isoelectroenfoque y Zimograma del ECEPP obtenido a partir de Bacillus subtilis. 1: Patrones de

Punto lsoeléctrico; 2: Extracto crudo enzimático parcialmente purificado; 3. Zimograma: extracto crudo

enzimático parcialmente purificado.

Se encontraron dos bandas en la zona alcalina que corresponden a los puntos isoeléctricos de

9,0 Y9,7 (Figura 13), por esta razón se selección la cromatografia de intercambio Catiónico

como primer método de separación.

FNR

Figura 14. Cromatograma obtenido de la cromatografia de intercambio catiónico realizado al ECEPP obtenido

a partir de Bacillus subtilis (HiTrip SP HP).
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Se obtuvo una fracción no retenida, la cual presento actividad proteolítica demostrada a través

del Isoelectroenfoque-Zimograma (Figura 14). La aplicación del gradiente lineal de NaCl 0-

0,25 M permitió la separación a un gradiente de 0,2 M de NaCl de cinco fracciones que

corresponden a un único pico. De las cuales solo presento actividad caseinolítica la fracción

número 4, sin embargo al realizar el Isoelectroenfoque-Zimograma se demostró la presencia

de hidrólisis del sustrato, lo que sugiere existencia de actividad proteolítica (Figura 15).

Figura 15. Zimograma de las fracciones obtenidas por Cromatografía de Intercambio Catiónico (HiTrip SP HP)

realizada al ECEPP obtenido a partir de Baci/lus subti/is. M: Muestra; FNR: Fracción No Retenida; FI: Fracción

1; F2: Fracción 2; F3: Fracción 3; F4: Fracción 4; Fracción 5; Patrón: Patrón de Isoelectroenfoque.

En función de los resultados obtenidos se procedió a realizar una SDS-Tricina-PAGE a las

fracciones retenidas por Intercambio Catiónico, que destaco la presencia de un polipéptido de

25,4 kDa en las fracciones 4 y 5 (F5) Yun polipéptido de 10,8 kDa en la fracción 5, como se

observa en la Figura 16. La literatura reporta proteasas alcalinas con pesos moleculares

comprendidos entre 16 - 32 kDa (Adimarayana, 2003) para Bacillus sp. Un estudio realizado

por Almas et al., 2009 reporta la purificación mediante cromatografia de intercambio

aniónico de un proteasa alcalina con un peso molecular -26 kDa proveniente de la cepa

Bacillus SAL 1.
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Figura 16. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-Tricine- PAGE) realizada a las fracciones obtenidas

de la Cromatografía de Intercambio Catiónico (HiTrip SP HP) realizada al ECEPP a partir de Baci//us subti/is.
Carril 1: patrón de peso molecular (PM) y carril 2: Extracto crudo enzimático precipitado con Acetona; Carril 3:
Fracción no retenida; Carril 4: Fracción 1; Carril 5: Fracción 2; Carril 6: Fracción 3; Carril 7: Fracción 4 y Carril

8: Fracción 5.

4.4.2.- Esquema de purificación del ECEPP a partir de una columna de intercambio

catiónico (CIC) BiTrip SP BP

En la Tabla 8 se observa que el factor de purificación y el rendimiento obtenido para esta

enzima es bajo, Sin embargo la cantidad de enzima pura obtenida a partir de extracto crudo

proveniente de cultivo microbiano presenta una actividad proteolítica favorable para la

posible utilización de la enzima en diferentes procesos industriales.

Tabla 8. Esquema de purifícación del ECEPP obtenido a partir de Baci//us subtilis utilizando Cromatografía de

Intercambio Catiónico (HiTrip SP HP).

Etapa Volumen Proteínas Proteín Activ. Activ. Activ. esp.
mL mg/mL a total Veas! total Ucas!mg

mg mL Ucas
Extracto
Crudo 50 1,24 62 1,44 72 1,16

Precipitado 50 1,04 52 1,44 72 1,18
Acetónico

cle (F5) 1 0,46 0,46 0,276 0,276 6

62

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela (CC BY - NC - SA 3.0 VE )



4.5.- Caracterización del ECEPP

4.5.1.- Efectos del almacenamiento a bajas temperaturas

El ECEPP presento una actividad caseinolítica inicial de 0,307 Ucas/mL en el momento de su

obtención y se observó un descenso de la actividad caseinolítica debido al efecto de la

congelación, como se aprecia en la Figura 17.
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Figura 17. Efectos del almacenamiento a bajas temperaturas para el ECEPP obtenido a partir de Bacillus

suMlis.

Si bien la disminución inicial de la actividad proteolítica por efecto de la congelación es de

5 %, después de 60 días pierde hasta un 60 % de su actividad. Entre los días siete y treinta

desciende gradualmente hasta un 21 %. Lo que permite conservar la enzima a

hasta por un mes sin una pérdida significativa de actividad.

4.5.2.- Efecto de inhibidores sobre la actividad enzimática

- 20 oC

Se observó que la enzima fue inhibida en forma prácticamente total por PMFS y EDTA,

inhibidores característicos de proteasas Serínicas y Metaloproteasas respectivamente (Tabla

9). Por otra parte, la Pepstatina A (inhibidor de proteasas Aspárticas) y el Acido Iodoacético
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(inhibidor de proteasas Cisteínicas) no presentaron inhibieron significativamente sobre la

actividad enzimática.

La totalidad de los resultados precedentes, obtenidos con los inhibidores específicos de grupo,

suponen la presencia de Metaloproteasas y proteasas Serínicas que son enzimas inhibidas por

estos compuestos. Se infiere que al utilizar EDTA, se secuestra el ion metálico que está

involucrado en la catálisis enzimática, desestabilizando las estructuras de las enzimas

impidiendo su participación sobre el sustrato proteico.

Tabla 9. Acción de inhibidores sobre la Actividad proteolítica del ECEPP obtenido a partir de Baci/lus subti/is

la enzima.

Inhibidor Concentración % Actividad Ucas/mL
(mM) Residual

Acido Iodoacético 0,5 100 0,217

Pepstatina A 0,5 99 0,212

PMFS 5 5 0,010

EDTA 5 8 0,015

4.5.3.- Efectos de diferentes concentraciones de EDTA sobre la actividad enzimática

Con una actividad caseinolítica inicial de 0,83 Vcas/mL, los resultados de este ensayo (Figura

18) indican que la enzima es inhibida por el EDTA, perdiendo el 67 % de su actividad a

concentraciones de 0.5 mM de este compuesto (pre incubación con 0.5 mM EDTA). La

inhibición de la actividad enzimática aumenta con concentraciones crecientes de EDTA, lo

que sugiere que la enzima podría requerir de un ion metálico para desarrollar su actividad. El

EDTA actúa como quelante eliminando el ion metálico que se encuentra ubicado cerca del

sitio activo de la enzima. Puede predecirse a partir de este resultado la presencia de una

enzima métaloproteasa alcalina.
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Figura 18. Efectos de diferentes concentraciones de EDTA sobre la actividad enzimática del ECEPP obtenido a

partir de Bacillus subtilis.

4.5.4.- Efecto del pH sobre la actividad proteolítica.

En la Figura 19 se observan dos máximos, el primero es local y corresponde al valor de pH

7,0. En los primeros estudios realizados a la ureasa, Cifuentes et al., 1981 reportan un pH

optimo de 7,0 para dicha enzima que posee como metal en su sitio activo al níquel. Las

proteasas neutras tienen actividad a valores de pH cercano a la neutralidad y en condiciones

acidas su actividad disminuye, en esta clasificación se incluyen las metaloproteasas como la

elastasa, proteasa producida por Pseudomona aeruginosa con actividad a pH 7,0.

El segundo pico es general y corresponde a pH 9,0 donde se presento la mayor actividad

caseinolítica con 0,561 Vcas/mL. Para este ultimo la literatura refiere que el rango óptimo de

pH para proteasas alcalinas se encuentra normalmente entre pH 9,0 a 11,0, proteasas alcalinas

de Bacillus subtilis PE-ll con similares propiedades han sido reportados por Adinarayana et

al. (2003). Estos resultados están de acuerdo con varios informes anteriores que muestran pH

óptimos de 9,0 - 10,5 de la proteasa de Bacillus sp. por Durham (1987).
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Figura 19. Efecto del pH sobre la actividad proteolítica del ECEPP obtenido a partir de Baci/lus subtilis.

4.5.5.- Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolítica

Se encontró que la mayor actividad enzimática fue alcanzada a 55 oC cono una actividad

caseinolítica de 0,299 Ucas/mL (Figura 20), sin embargo no fue estable en su temperatura

óptima. Proteasas alcalinas de Bacillus sp. con temperaturas óptimas similares han sido

reportado por Almas et al., (2009).
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática del ECEPP a partir de Bacillus subtilis.

66

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela (CC BY - NC - SA 3.0 VE )



4.5.6.- Estudio de estabilidad térmica
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Figura 21. Estabilidad térmica luego de cinco min de incubación a diferentes temperaturas y posterior

mantenimiento a 4 oC por 30 min del ECEPP a partir de Bacil/us subtilis.

Se encontró que la proteasa bajo estudio mantiene una máxima actividad cuando es pre

tratada cinco minutos a 50 oC, reteniendo el 100 % de su actividad que corresponde a 0,99

Ucas/rnL (Figura 21). Sin embargo el porcentaje de estabilidad de la enzima disminuyo un

solo en un 9 % a 60 oC, lo que hace viable su utilización en procesos industriales a dicha

temperatura. Por encima de 60 oC, el aumento de velocidad de la reacción que puede darse

debido al incremento de la temperatura es contrarrestado por la pérdida de actividad catalítica

causada por la desnaturalización térmica y como consecuencia la actividad enzimática

decrece rápidamente hasta anularse.

4.5.7.- Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad proteolítica

La enzima presento una actividad caseinolítica inicial de 0,94 Ucas/mL. El ensayo evidencio

una fuerte disminución en la actividad caseinolítica después de ser incuba con una solución

NaCl 62,5 mM, manteniendo solo el 58 % de su actividad (Figura 22). Este porcentaje fue

disminuyendo progresivamente hasta presentar la mínima actividad proteolítica cuando la

enzima fue incubada con una solución de NaCl 1000 mM; puede suponerse que a la citada
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concentración salina se produce un cambio confonnacional de la enzima, lo que provoca una

modificación en su capacidad catalítica. Por otra parte, no se descarta que este

comportamiento se deba a la presencia de dos tipos de enzimas, aspecto que se evidencia en el

ensayo con inhibidores. Pese a que a valores moderados de fuerza iónica perdió el 42 % de su

actividad, pennaneció estable a medida que aumentaban la concentración de NaCl. Si bien la

actividad de la mayoría de las enzimas es poco afectada a valores bajos de fuerza iónica, la

misma suele disminuir cuando la concentración de sal se incrementa por encima de 200 mM

(Scopes, 1984).

100

90
80
#O
60
SO
40
30
20

10

O

O 450 600

mM

150 lOSO

Figura 22. Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad enzimática del ECEPP obtenido a partir de Bacillus

subtilis.

4.5.8.- Valores de VOI8X y KM para la enzima en estudio

En cuanto a la caracterización cinética la enzima en estudio presentó un comportamiento

michaeliano con parámetros cinéticos Vmax= 0,046 Ucas/min y Km= 0,192 mM/mL. El valor

de KM obtenido es menor a la unidad, con lo que se concluye que la enzima tiene afinidad

aceptable por el sustrato.
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4.6.- Ensayo de la producción de enzimas proteolíticas en un Biorreactor de 1.3 L

Los resultados del ensayo de la producción de enzimas proteolíticas en medio mínimo

enriquecido con caseína al5 % en un biorreactor de 1,3 L se presentan en la Figura 23.
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Figura 23. Ensayo de la producción de enzimas proteolíticas a partir de Baci//us suMlis en medio caldo

modificado enriquecido con caseína al 0.5 % en un Biorreactor de 1,3 L.

Los resultados obtenidos revelan que la producción enzimática está asociada al crecimiento

celular. Pese a que en las 4 primeras horas no se detecto actividad, esta aumento gradualmente

durante la fase exponencial y se mantuvo estable durante la fase estacionaria. Por otra parte,

mediciones de pH en el cultivo realizado en el biorreactor muestran que el cultivo se inicia

con un pH cercano a la neutralidad 6,68 y durante las primeras cuatro horas el pH es

constante, este periodo coincide con la ausencia de producción de la enzima. A partir de las

cuatro horas, se inicia un aumento gradual en los valores de pH y actividad, periodo que

coincide con el desarrollo de la fase exponencial.
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De acuerdo a estos resultados se podría decir que la producción de enzimas proteolíticas se

encuentra estrechamente relacionada con el crecimiento celular. En las condiciones de ensayo

el pH aumento solo una unidad, la cual se mantuvo en un valor cercano a la neutralidad.
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CONCLUSIONES

• Se aisló e identifico satisfactoriamente una cepa de Bacillus subtilis con actividad

proteolítica destacada en la región andina de Venezuela.

• Se realizó un muestreo en la región andina de Venezuela, logrando aislar a partir de

ambientes ricos en proteínas 160 microorganismos de los cuales 24 presentaron

actividad proteolítica positiva a la prueba de hidrólisis en caseína. Seleccionando los 6

microorganismo con mayor tamaño de halo. para finalmente seleccionar la cepa

N°044501 aislada a partir de estiércol de oveja e identificada por técnicas moleculares

como Bacillus subtilis.

• Se identifico la cepa en estudio como Bacillus subtilis. Al ser coteja con la base de

datos EMBL-EB se encontró 100 % de identidad con Bacillus subtilis subsp. natto.

microorganismo de gran importancia a nivel de la industria veterinaria por su

utilización como probiótico en ganado bovino. por esta razón se recomienda realizar

estudios que revelen si el microorganismo confiere beneficio inmunológico haciendo

viable su utilización como probiótico.

• El tratamiento del extracto crudo enzimático con inhibidores específicos de grupo

supone la presencia de Métaloproteasas y proteasas Serínicas. Este tipo de proteasas.

principalmente neutras y alcalinas son producidas por bacterias del genero Bacillus.

• El perfil de pH de la muestra en estudio. exhibe una elevada actividad en un rango de

pH amplio que va entre 7.0 y 10.0. con un valor óptimo aparente de 9.0. En cuanto a la

estabilidad a la fuerza iónica, pese a que a valores moderados de fuerza iónica perdió

el 42% de su actividad, presento mayor estabilidad a medida que aumentaban la

concentración de NaCl. La estabilidad térmica fue buena, reteniendo el 100% de su

actividad luego de haber sido incubada 5 minutos a 50°C. La enzima puede ser

inactivada casi por completo al someterse a calentamiento a 90°C durante 5 minutos.
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El conocimiento obtenido de la caracterización del extracto crudo enzimático

producido a partir del cultivo de Bacillus subtilis es fundamental para la posible

utilización de la enzima en diferentes procesos industriales.

• Se obtuvieron preparaciones enzimáticas, determinando que las condiciones optimas

de conservación de la enzima son a - 20 oC hasta por un mes sin una pérdida

significativa de actividad.

• El cultivo en el biorreactor mostró que la producción de enzimas proteolfticas por

parte de Bacillus subtilis se encuentra estrechamente relacionada con el crecimiento

celular, manteniendo, en las condiciones de ensayo un pH cercano a la neutralidad. La

actividad proteolftica aumentó gradualmente durante la fase exponencial y se mantuvo

estable durante la fase estacionaria, confirmando 10 anteriormente expuesto.

• Por precipitación con acetona se pudo obtener un extracto parcialmente purificado,

que retiene el 100% de la actividad enzimática a pesar de que se pierde el 16 % de la

concentración de proteínas.

• La electroforesis SDS-PAGE y SDS-Tricine-PAGE, revelaron bandas proteicas que

se encuentran entre 14 y 40 kDa, con predominio de dos bandas de peso molecular de

-14 y -29 kDa en el ECEPP. Valores que son del mismo orden a los expuestos por las

serinproteasas estudiadas en microorganismos aislados de diferentes ambientes.

• El Isoelectroenfoque determinó la presencia de dos bandas activas que corresponden a

los puntos isoeléctricos de 9.0 y 9.7 por esta razón se selección la cromatografla de

intercambio Catiónico como primer método de separación.

• La purificación parcial de las proteínas contenidas en el extracto crudo se logró

mediante la cromatografla de intercambió Catiónico. Por este método cromatográfico

se obtuvo una fracción no retenida constituida por una única banda que presenta una

pequefta actividad proteolítica. La aplicación de un gradiente lineal entre O- O. 3 M
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permitió la separación de otras fracciones importantes dentro de las que se destacan

dos bandas con pesos moleculares de -10 y -25 kDa, característicos de serínproteasas

estudiadas.

• Las propiedades que posee la enzima en estudio tales como exhibir elevada actividad

proteolítica a un amplio rango de pH, una elevada temperatura y presentando

estabilidad térmica; son fundamentales para la posible utilización de la enzima en

diferentes procesos industriales.
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