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RESUMEN

Las peptidasas catalizan la hidrdlisis de los enlaces peptidicos y participan en funciones
esenciales en todos los organismos. Ademas de estas funciones fisioldgicas, las peptidasas son
utilizadas en distintos procesos biotecnolégicos, siendo de gran relevancia en el mercado
mundial de enzimas, con aplicaciones en la industria alimentaria, del cuero, de detergentes y
farmacéutica. A menudo, el uso industrial de las peptidasas requiere que presenten alta
actividad en condiciones extremas. Entre estas condiciones se encuentran las enzimas activas
en frio, que presentan altos valores de constante catalitica (k..:) @ baja temperatura y termo-
labilidad permitiendo su inactivacion a temperatura moderada. En este trabajo se caracterizé
un preparado enzimatico del aislado antartico Flavobacterium sp. cepa AU13, y se evalud su
potencial biotecnoldgico. La enzima mayoritaria del preparado enzimatico, identificada
mediante analisis de espectrometria de masas, es una proteina de 48 kDa que presentd
fragmentos con alta identidad de secuencia con la epralisina de Pseudomonas fluorescens PfO-
1, una metalopeptidasa extracelular alcalina que pertenece a la subfamilia de la serralisina. La
accion de diferentes inhibidores confirmé que nuestra enzima es una metalopeptidasa. La
actividad proteolitica fue maxima en un amplio rango de pH (pH 5-8) y mostré una
temperatura éptima de 40°C, lo que sugiere que esta peptidasa extracelular es una enzima
psicrofilica. Estudios preliminares indicaron que la actividad de las enzimas presentes en el
preparado enzimatico son resistentes a la presencia de tensioactivos y oxidantes, sugiriendo
un posible uso como aditivo en la formulacién de detergentes. Las caracteristicas y desempefio
mostrado por estas enzimas refuerzan el interés en continuar estudiando su potencial como
peptidasas de interés biotecnoldégico.
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1. INTRODUCCION

1.1. ENZIMAS PROTEOLITICAS

Se denominan proteasas, enzimas proteoliticas o peptidasas a todas aquellas enzimas que
actuan sobre proteinas u oligopéptidos, catalizando la hidrélisis de los enlaces peptidicos.

La degradacién de proteinas por parte de las proteasas es un paso fundamental en diversos
procesos celulares, tales como la digestién con fines nutricionales, diferenciacion celular,
recambio de proteinas, morfogénesis, apoptosis y otros procesos celulares de gran relevancia.
Tanto es asi, que alteraciones en los procesos celulares, involucran a las proteasas en graves
efectos patoldgicos como crecimiento de tumores, metastasis, etc. L.

1.1.1. CLASIFICACION

La Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBBM) clasifica a las enzimas de
acuerdo con la reaccion que catalizan. En el caso de las proteasas, éstas se clasifican dentro del
Grupo 3 (hidrolasas) y subgrupo 4 (actian en los enlaces peptidicos). La Comisidon de
Nomenclatura de la IUBBM recomienda que a este tipo de enzimas se les denomine
“peptidasas”.

Las peptidasas también se subclasifican en endopeptidasas y exopeptidasas segun si realizan la
hidrélisis en enlaces peptidicos ubicados internamente en la cadena polipeptidica o cerca de
los extremos de la proteina, respectivamente. A su vez, las exopeptidasas se subclasifican en
aminopeptidasas y carboxilopeptidasas, dependiendo de si actian en el extremo amino-
terminal de la cadena polipeptidica o carboxilo-terminal, respectivamente 23,

Segun los aminoacidos o las moléculas involucradas en su mecanismo catalitico, estas enzimas
se clasifican en proteasas serinicas, cisteinicas, metdlicas, asparticas, treoninicas o glutamicas,
siendo las cuatro primeras las mas comunes. En la base de datos MEROPS
(https://www.ebi.ac.uk/merops/) se encuentra recopilada la informacidn sobre las peptidasas,
sus inhibidores, sustratos y correspondiente clasificacidn. Segun esta base de datos, existe una

clasificacién jerdrquica de las peptidasas en: clan, familia, tipo, con un identificador en cada
nivel 4.

PROTEASAS SERINICAS

Las proteasas serinicas (EC 3.4.21) se denominan asi debido a que la catdlisis depende del
oxigeno de la cadena lateral de un residuo de serina presente en el sitio activo, que actua
como nucledfilo atacando al carbono carbonilico del enlace peptidico a hidrolizar (Fig. 1.1.a). El
sitio activo de estas enzimas se caracteriza por presentar una triada catalitica compuesta por
los residuos Ser-His-Asp, siendo la serina el residuo aminoacidico que contiene el nucledfilo, la
histidina el residuo aminoacidico bdasico que desprotona el hidroxilo del residuo de Ser y el
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aspartato el electrofilo (que orienta el anillo imidazol del residuo de His). También se han
reportado otras triadas cataliticas compuestas por Ser-His-Glu, Ser-His-His o diadas cataliticas
como Ser-Lys/His °. Este tipo de enzimas se inhiben de forma irreversible por varios
compuestos, como por ejemplo el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Las proteasas
serinicas generalmente se activan a pH neutro y alcalino, y presentan un éptimo de actividad
entre pH 7 y 11. Tienen baja especificidad de sustrato, y muchas tienen actividad esterolitica y
amidasa. Presentan valores de masa molecular entre 18 y 35 kDa y sus puntos isoeléctricos
estan generalmente entre pH 4 y 6. La tripsina, quimotripsina y elastasa son ejemplos de

peptidasas serinicas *.

Figura 1.1. Principales mecanismos cataliticos: serinicas (a), cisteinicas (b), asparticas (c) y metdlicas (d). En los sitios
activos de las proteasas serinicas y cisteinicas, el residuo catalitico generalmente se activa por la desprotonacion
mediada por un aceptor de protones (generalmente His) generando el nucledfilo que ataca al enlace a escindir. Las
proteasas asparticas y metdlicas activan una molécula de agua para actuar como nucledfilo, en lugar de usar un
grupo funcional de la enzima misma. Sin embargo, el proceso general de la escision del enlace peptidico es
esencialmente el mismo para todas las clases de proteasas ©.
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PROTEASAS CISTEINICAS

Las proteasas cisteinicas presentan una diada catalitica compuesta por residuos de Cys-Hist
donde la cadena lateral de la histidina tiene el rol de aceptor/dador de protones, siendo el
nucledfilo el ion tiolato del residuo de cisteina (Fig. 1.1.b). En la reaccién se forma un
intermediario covalente con el sustrato, como ocurre en el mecanismo catalitico de las
proteasas serinicas. Las peptidasas cisteinicas mas estudiadas son las “tipo papaina”, que
presentan actividad dptima a pH neutro, salvo algunas excepciones como las proteasas
lisosomales que actian a pH &acido. Otras representantes son: la clostripaina (heterodimero
compuesto por una cadena liviana de 15.4 kDa y una cadena pesada 43 kDa; pH éptimo de
actividad neutro - 7,2-7,8; punto isoeléctrico de 4,9), la streptopaina (mondmero de 32 kDa,

con un punto isoeléctrico a pH 8,4), la bromelina, cruzipaina y las caspasas, entre otras 275,

PROTEASAS ASPARTICAS

En las proteasas asparticas el ataque nucleofilico al enlace peptidico lo realiza una molécula de
agua activada, en lugar de un grupo funcional de la enzima. Se denominan proteasas asparticas
o dacidas debido a que, en la mayoria de los casos, dos residuos de acido aspartico del sitio
activo activan una molécula de agua que actia como nucledfilo. Estas proteasas presentan una
estructura compuesta por dos dominios (dominios N- y C-terminal) y el sitio catalitico queda
formado en el medio de estos. Los residuos de Asp que componen la diada catalitica estan
contenidos en el motivo Asp-Thr-Gly-Xaa presente en cada uno de los dominios. Se sugiere que
el mecanismo catalitico implica una catalisis acido-base general con una molécula de agua
litica que participa directamente en la reaccién (Fig. 1.1.c) 2.

Las proteasas asparticas se dividen en cinco clanes y a su vez los clanes se subdividen en
familias. Dentro de esta clasificacidén se encuentran las familias de la pepsina, la retropepsina, y
enzimas de pararetrovirus. La mayoria de estas enzimas presentan actividad dptima a pH bajos
(entre 3y 4), presentando puntos isoeléctricos entre pH 3 y 4,5. Suelen tener un tamafio de 30
a 45 kDa. Todas las enzimas descritas hasta ahora y de este tipo catalitico son endopeptidasas,
y se inhiben por pepstatina.

PROTEASAS METALICAS

Se denominan metaloproteasas a todas aquellas peptidasas que requieran un ion metalico
divalente para ser activas. Las enzimas de este grupo pueden inactivarse por agentes
guelantes como el EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y EGTA (acido etilenglicol
tetracético), entre otros. En este caso, el ataque nucleofilico al enlace peptidico estda mediado
por una molécula de agua activada por el ion metdlico, que generalmente es un ion zinc. Sin
embargo, algunas familias de metaloproteasas requieren la presencia de dos iones metalicos
gue actuan co-cataliticamente. El ion metdlico estd coordinado por ligandos aminoacidicos,
gue en general son residuos de His, Glu, Asp o Lys. En la hidrélisis no se forma un intermediario
covalente. Las proteasas metdlicas se subdividen en 16 clanes. Como ejemplo de
metaloproteasas se encuentra la termolisina perteneciente al clan MA, subclan MA(E), familia
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M4. Las proteasas pertenecientes a este clan tienen una catdlisis dependiente de zinc, y
presentan un motivo His-Glu-Xaa-Xaa-His, donde el Glu es el residuo catalitico y las dos His
actuan como ligandos del zinc. A su vez, las proteasas del subclan MA(E) presentan un tercer
ligando Glu por lo que son denominadas Glu-zincinas. En el caso de la termolisina, la proteasa
presenta un motivo His-Glu-Leu-Thr-His como ligando al zinc. El residuo Glul66 C-terminal al
motivo y una molécula de agua actlian como tercer y cuarto ligando al zinc (Fig. 1.1.d) ¥>91°,

A su vez, dentro del clan MA, se encuentra el subclan MA(M). En este grupo de
metalopeptidasas dos de los tres ligandos de zinc son residuos de histidina en un motivo
"HEXXH". A diferencia del subclan MA (E), todos los miembros del clan son endopeptidasas, y
el tercer ligando de zinc es una tercera histidina o un aspartato. En todas las familias del clan,
excepto la familia M8, los ligandos de zinc se producen en el motivo extendido HEXXHXXGXX.
Las endopeptidasas del subclan MA (M) se conocen como "met-zincinas" porque hay una
metionina conservada que subyace al sitio activo en peptidasas en todas las familias, excepto
M35y M66.

La familia M10 es una de las familias mas grandes en el subclan MA (M). Esta familia contiene
metaloendopeptidasas extracelulares bacterianas y de origen eucariota con secuencias tan
diversas que la familia se divide en tres subfamilias, la subfamilia M10A que contiene las
enzimas eucariotas también conocidas como matrixinas, la subfamilia M10B que contiene las
serralisinas bacterianas y la subfamilia M10C que contiene las fragilisinas bacterianas. Las tres
subfamilias probablemente se originaron durante la evolucién bacteriana temprana porque
cada subfamilia contiene miembros bacterianos de peptidasas que estan involucradas en la
degradacién de las proteinas de la matriz extracelular, incluidos los colagenos. La degradacion
de estos sustratos es necesaria para la remodelacion y reparacion del tejido, pero también
ocurre en el dafio patoldgico del tejido.

1.1.2. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LAS PROTEASAS

Las proteasas tienen muchas potenciales aplicaciones biotecnoldgicas, siendo ademds una
parte importante del mercado de enzimas de todo el mundo !!. Estas enzimas se utilizan en
industrias como la alimenticia, la textil, la fabricacién de detergente y en medicina. Algunos
ejemplos de posibles usos de las proteasas a nivel industrial y comercial son:

1) La industria textil utiliza proteasas que tienen como sustrato a la queratina o la elastina; por
ejemplo, en la industria del cuero las proteasas se utilizan para la eliminacién del pelo
(depilado) como alternativa al depilado quimico que genera efluentes contaminantes. Ademas,
el tratamiento enzimatico es una alternativa menos costosa a nivel energético, mas segura y
con mejores resultados que los procesos quimicos. Las proteasas también se utilizan para
cambiar la textura de los tejidos de algoddn 2.

2) En la industria alimentaria se utiliza la quimosina o renina (proteasa aspartica) para la
elaboracion de quesos. Esta enzima hidroliza a la k-caseina de forma controlada, causando la
desestabilizacion de las micelas de caseina y su precipitacion. Luego de separar el suero
(lactosuero) formado, el codgulo se procesa para obtener el queso. Estas enzimas de
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coagulacién de leche pueden tener varios origenes. Las proteasas de origen animal se extraen
del cuajo de estdmagos de terneros recién destetados. Este cuajo contiene quimosina como
principal agente de coagulacién. En los Ultimos tiempos, debido a la necesidad de satisfacer la
demanda del mercado, se realizaron varios esfuerzos para desarrollar sustitutos de la
guimosina de origen animal. Esta demanda esta parcialmente cubierta por proteasas de origen
microbiano y la produccién de quimosina recombinante. Estas dos presentan una mayor
eficiencia en comparacién a las de origen animal “***3, Ultimamente, varias peptidasas de
origen vegetal estdn siendo utilizadas en este proceso “.

En la panificacién, se utilizan endo y exoproteasas producidas por Aspergillus oryzae. Estas se
utilizan para la modificaciéon del gluten en la harina de trigo. Este tratamiento enzimatico
mejora las caracteristicas de la masa, disminuye el tiempo de mezcla y aumenta el volumen del
pan.

Algunas proteasas se utilizan en el proceso de la tiernizacion de la carne, hidrolizando
controladamente las proteinas de las miofibrillas (como actina y miosina), y proteinas del
tejido conectivo como elastina y el coladgeno 1114,

Ademas, las proteasas se utilizan para generar péptidos bioactivos, que puedan incluirse en
alimentos funcionales. Se denomina péptidos bioactivos a todos aquellos que actuen sobre
una via fisioldgica. Dentro de éstos, los péptidos antihipertensivos son de especial relevancia
pues constituyen una alternativa no farmacolégica para la prevencion y el control de la presién
arterial. La mayoria de los péptidos antihipertensivos son inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina | (ECA) *°.

3) Las proteasas se utilizan también en el tratamiento de residuos industriales y domiciliarios.
Las proteasas queratinoliticas se utilizan en el tratamiento de las plumas residuales de la
industria avicola asi como también en el tratamiento de tuberias obstruidas por cabello *.

4) Otro proceso industrial menos conocido es el posible uso de proteasas en el desgomado de
la seda. La utilizacidon de tratamientos enzimaticos en este proceso disminuiria su costo 1.

5) En la industria de los detergentes, se utilizan proteasas para la remocion de manchas
proteicas, efecto que no se podria obtener mediante tecnologias utilizadas en detergentes
convencionales. Desde diferentes sectores industriales, se ha impulsado el desarrollo de
nuevos procesos enzimaticos que cumplan con las necesidades del consumidor en cuanto a
mejorar la limpieza, el cuidado de las prendas y obtener efectos antimicrobianos. Sin embargo,
para utilizarse a nivel industrial, la actividad de estas enzimas debe ser compatible con los
otros componentes que integran el detergente, como son los agentes surfactantes, perfumes y
agentes blanqueadores oxidantes. Ademas, las proteasas incluidas en los detergentes deben
ser activas en las condiciones de pH y temperatura esperados durante un lavado convencional.
Especificamente, existe interés en las proteasas que puedan actuar a temperaturas bajas. Las
demandas actuales de los consumidores y el mayor uso de fibras sintéticas, que no pueden
tolerar altas temperaturas, han cambiado los habitos de lavado hacia el uso de lavados a bajas
temperaturas. Esto, ha llevado a los productores de enzimas a buscar nuevas enzimas que
puedan actuar a bajas temperaturas, una caracteristica que no solo reduce los costos
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energéticos del calentamiento del agua durante el proceso de lavado, sino que hace mas
eficiente la limpieza con el producto comercial 116718,

1.2.  ENZIMAS PRODUCIDAS POR MICROORGANISMOS SICROFILOS

Es posible clasificar a los microorganismos segin su temperatura optima de crecimiento en
cuatro grandes grupos: a) los microorganismos sicrofilos y sicrotolerantes, con temperaturas
Optimas de crecimiento bajas (por ejemplo, Polaromonas vacuolata que tiene una
temperatura Optima de crecimiento de 4 °C); b) los microorganismos mesofilos, con
temperaturas optimas de crecimiento moderadas (por ejemplo, Escherichia coli con una
temperatura 6ptima de crecimiento de 37 °C); c) los microorganismos termdfilos, con
temperaturas 6ptimas de crecimiento altas (por ejemplo, Geobacillus stearothermophilus con
una temperatura éptima de crecimiento entre 55 a 65 °C) y; c) por ultimo, los microorganismos
hipertermoéfilos, con temperaturas éptimas de crecimiento muy altas (por ejemplo, Pyrolobus
fumarii con una temperatura 6ptima de crecimiento de 106 °C) 1922,

Algunos autores afirman que los microorganismos sicréfilos son aquellos cuya temperatura
6ptima de crecimiento se encuentra en el entorno de 15 °C, siendo capaces de crecer entre
0°C y 20°C . En cambio, se denominan organismos sicrotolerantes, a aquellos que son
capaces de crecer a bajas temperaturas, pero que presentan temperaturas Optimas de
crecimiento superiores a los 20 °C. Ambos tipos de microorganismos cuentan con
adaptaciones particulares que los hacen capaces de sobrevivir en ambientes frios, como puede
ser el continente Antartico.

Una de las adaptaciones bioquimicas presentes en los microorganismos sicrofilos y
sicrotolerantes, es la sintesis de enzimas adaptadas a las bajas temperaturas (enzimas
sicréfilas). Estas enzimas presentan un alta constante catalitica a bajas temperaturas
(temperatura éptima de actividad en el entorno de los 40 °C), comparado con sus homélogas
mesdfilas (temperatura dptima de actividad en el entorno de los 60 °C) (Fig. 1.2). Las enzimas
sicréfilas presentan una menor estabilidad a temperaturas moderadas en comparacién a sus
enzimas homdlogas mesofilicas y termofilicas 2*. Esta diferencia de estabilidad esta relacionada
con la sustitucion de algunos aminoacidos que las hacen mas flexibles. Las adaptaciones
estructurales fuera del sitio activo afectan en las propiedades dinamicas de los residuos
cataliticos optimizando la actividad catalitica en frio. También se ha comprobado, mediante
estudios estructurales por difraccidon de rayos X que, en algunos casos, el sitio activo parece ser
mas grande y accesible para los ligandos en las enzimas sicrdfilas que en las enzimas
mesofilicas. Esto podria explicar la caracteristica pérdida de actividad de estas enzimas a
temperaturas moderadas (Fig. 1.3) 2>%°,
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Figura 1.2. Actividad enzimatica en funcidon de la temperatura. Las enzimas sicréfilas (azul) son hasta diez veces mas
activas a temperaturas bajas y moderadas (20-30°C) que sus homdlogos meséfilos (rojo) 25.

Actividad

Fraccion desnaturalizada

0 20 40 60 80
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Figura 1.3. Termolabilidad de las enzimas sicréfilas. Las enzimas sicréfilas (panel superior, azul) son inactivadas por
un aumento moderado de la temperatura antes de desnaturalizarse (panel inferior). Por el contrario, la inactivacion
de las enzimas mesofilas (rojas) esta estrechamente relacionada con la pérdida de la conformacion proteica.
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La biotecnologia moderna, dirigida al disefio de protocolos amigables con el medio ambiente y
al mismo tiempo econédmicamente rentable, debe actualizarse continuamente. Para mejorar
los procesos, generalmente se piensa en modificaciones quimicas o genéticas de los
biocatalizadores, o la alteracidon de las condiciones de reaccién, pero también mediante la
utilizacion de nuevas enzimas que presenten una alta actividad en condiciones ambientales
extremas, y a menudo maximizando la eficiencia de estos procesos 2’. En este contexto, el uso
de enzimas sicrofilas estd tomando un gran impulso dentro de las industrias, y los
investigadores estdn realizando esfuerzos en la blsqueda de enzimas novedosas activas a
bajas temperaturas.

1.3. APLICACIONES DE LAS ENZIMAS SICROFILAS

La gran diversidad de microorganismos psicrofilos/sicrotolerantes y su capacidad de sintetizar
enzimas activas a bajas temperaturas hacen de éstos una novedosa fuente de material
genético con potenciales usos biotecnoldgicos. La capacidad de estas enzimas de presentar
una alta actividad a bajas temperaturas permite su aplicacion en ciertos procesos industriales a
temperatura ambiente con alta eficiencia, siendo alternativas potencialmente valiosas a sus
contrapartes mesofilicas, pudiéndose aplicar en tratamientos enzimaticos a temperaturas
bajas evitando asi alterar la calidad del producto. Ademas, la caracteristica termo-sensibilidad
de estas enzimas hace posible inactivarlas rapidamente, lo cual puede ser ventajoso en
algunos procesos industriales, en donde la reaccién enzimatica deberia limitarse en el tiempo
para evitar una accién excesiva o perjudicial 2%%.

Son claros los beneficios de la utilizacion de enzimas activas a bajas temperaturas a nivel
industrial y doméstico. Existen procesos claves en los que se pueden explotar los beneficios de
estas enzimas. Como ejemplos domésticos, el lavado de ropa a bajas temperaturas no solo
resulta en un ahorro energético, sino que ademas se proteje el color de los tejidos.
Generalmente, las enzimas que se agregan a los detergentes para eliminar las manchas
(proteasas, lipasas y glicosidasas) son poco activas a temperatura ambiente y la utilizacion de
enzimas sicréfilas puede mejorar la eficiencia de lavado en esas condiciones. El mercado de
enzimas como proteasas, lipasas, amilasas y celulasas, que se usan cominmente como aditivos
en detergentes, representa aproximadamente el 40% de la venta total de enzimas. En esta
area, ya se han presentado varias patentes que involucran enzimas sicréfilas de origen
bacteriano %°,

En la industria alimentaria, la utilizacion de enzimas sicréfilas permitiria la transformacién de
productos sensibles al calor. Existen ejemplos que han sido reportados, como la eliminacién de
lactosa en la leche por accion de B-galactosidasas sicréfilas durante el almacenamiento en frio
con la finalidad de mejorar su digestibilidad y la dulzura de la leche %2°,

Por ultimo, las bajas temperaturas también pueden favorecer la reaccién de sintesis de enlaces
peptidicos haciendo que el agua presente en el medio de reaccién se nuclee. Luego, el agua,
gue es un nucledfilo, se vuelve menos competitiva al aceptar el grupo acilo, que desplaza el
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equilibrio de la reaccién hacia la sintesis de enlaces peptidicos. Aunque la literatura provea
varios ejemplos de proteasas psicroéfilas para la sintesis de péptidos, varios autores aun utilizan
proteasas mesdfilas comerciales como la quimotripsina que no son adecuadas para trabajar en
frio 27.

1.4. ANTECEDENTES

Desde el afio 2008, el grupo de investigacién de la Dra. Susana Castro trabaja en proyectos
relacionados al aislamiento e identificacion de bacterias sicréfilas y sicrotolerantes con
potenciales aplicaciones biotecnoldgicas. En este contexto se han obtenido varios aislamientos
bacterianos productores de proteasas, de origen Antartico, identificados como pertenecientes

30y en algln caso se ha

a los géneros Pseudomonas, Janthinobacterium y Flavobacterium
logrado producir en forma recombinante y caracterizar las propiedades bioquimicas de estas

proteasas activas a bajas temperaturas 3.

Por otro lado, el Laboratorio de Enzimas Hidroliticas, a través de la Dra. Carolina Villaddniga ha
desarrollado trabajos focalizados en la purificacion, caracterizacion bioquimica y busqueda de
aplicaciones de proteasas de origen vegetal para la obtenciéon de péptidos bioactivos 32,

Durante esta pasantia de grado se trabajara con el aislamiento de Flavobacterium sp. AU13,
una cepa de origen Antdrtico, perteneciente a la coleccion de microorganismos Antarticos de
la Seccién Bioquimica de la Facultad de Ciencias (laboratorio de la Dra. S. Castro). AU13 crece y
produce proteasas extracelulares en un rango de temperaturas de entre 4 °Cy 18 °C, segln se
evidencido mediante la produccién de un halo de hidrdlisis al cultivar la cepa en un medio de
cultivo sélido suplementado con leche 3°,
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Basados en el potencial de produccién de enzimas con actividad proteolitica de
Flavobacterium sp. AU13 (tesina de grado de la Mag. Cecilia Martinez-Rosales) nos propusimos
la siguiente hipétesis: El microorganismo de origen antartico, Flavobacterium sp. AU13, es
capaz de producir enzimas con actividad proteolitica en medio de cultivo liquido. Estas
enzimas serian activas a bajas temperaturas y tendrian un potencial uso biotecnolégico.

2.2. OBIJETIVO

2.2.1. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al desarrollo de productos biotecnoldgicos a través del uso de enzimas activas a
bajas temperaturas.

Adquirir entrenamiento en técnicas de microbiologia y bioquimica tomando como objeto de
estudio una enzima de potencial relevancia industrial.

2.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Producir la/as proteasa/as extracelular/es a partir de un microrganismo Antartico.

e Determinar cuantas proteasas hay presentes en el secretoma del microorganismo
elegido e identificarlas por espectrometria de masas.

e Determinar temperaturay pH éptimos de actividad del preparado enzimatico.

e Estudiar la estabilidad del preparado enzimatico a diferentes temperaturas.

e Determinar el tipo de mecanismo catalitico del preparado enzimdatico mediante la
utilizacidn de inhibidores especificos para cada tipo catalitico.

e Determinar la actividad del preparado enzimatico frente a agentes tensoactivos y
oxidantes.

e Evaluar la actividad proteolitica en presencia de detergentes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. BACTERIA EN ESTUDIO

La bacteria utilizada durante esta tesina de grado fue aislada por Cecilia Martinez-Rosales a
partir de una muestra de agua recolectada de la cafiada ubicada al este de la Base Cientifica
Gral. Artigas (peninsula Fildes, Isla Rey Jorge, Shetlands del Sur), en la Antértida (62° 11'4” S,
58° 517" W).

La cepa productora de proteasas extracelulares mediante la utilizacion de un medio diferencial
agar-leche, se identific6 como un miembro del género Flavobacterium por amplificacion y
secuenciacion del gen 16S rDNA 3.

3.2. PRODUCCION Y ALMACENAMIENTO DEL PREPARADO ENZIMATICO
EXTRACELULAR

El microorganismo se cultivé en 3 mL de medio liquido Luria Bertani (LB, Anexo I) a 16 °Cy 160
rom, durante toda la noche. Se tomaron 2 mL de este pre-cultivo y se inocularon 200 mL (en
matraz de 1 L) de medio LB diluido 20 veces, suplementado con leche en polvo descremada al
5% (p/v) (medio LBL; ver Anexo |). El cultivo se crecié a 16 °C con agitacion a 200 rpm hasta
gue se evidencidé la coagulacion de las proteinas lacteas. Una vez observado el coagulo, se
sedimentaron las células por centrifugacion a 6654 x g (Centrifuga Beckman J2-21) por 35 min
a 10 °C. El sobrenadante se filtré a través de un filtro de membrana con tamafio de poro de
0,45 um para obtener un sobrenadante o extracto libre de células que se fracciond y almacend
a-20°C.

Se liofilizd el extracto libre de células en fracciones de 10 mL durante 2 dias, utilizando un
liofilizador de mesa (Labotecgroup.com, modelo 0.1JLG; 12FD). Para los estudios posteriores,
cada fraccion se suspendié en 2 mL de buffer fosfato de sodio 0,2 M, pH 6.

3.2.1. DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad proteolitica se determind por el método descrito por Andrews y Asenjo 33,

utilizando azocaseina como sustrato. El método se basa en la detecciéon de la actividad
proteolitica usando un sustrato proteico cromégeno (azocaseina). La accién de las enzimas
producird azopéptidos pequefios que permaneceran solubles en el sobrenadante producido
luego de precipitar la azocaseina no hidrolizada. Los azopéptidos liberados por accién de las
enzimas pueden detectarse a 337 nm.

Se incubaron 340 pL de azocaseina al 1% (p/v) con 340 pL de buffer fosfato de sodio 0,2 M, pH
7,5 (buffer de actividad, Anexo IIl) durante 10 min a 37 °C. Se agregaron 340 pl del preparado
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enzimatico y se incubd a 37 °C hasta tiempo final. La reaccién se detuvo con el agregando de
340 pL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v) y se incubd 20 min a 37 °C. Se centrifugd por 30
min a 13200 x g, a temperatura ambiente y se midié la absorbancia de los sobrenadantes a 337
nm. Una unidad de enzima (UE) se definid como la cantidad de enzima necesaria para producir
el aumento de una unidad de absorbancia medida a 337 nm (Ass7nm), bajo las condiciones
experimentales.

Para establecer el tiempo de reaccion en el que se cumplen las condiciones de velocidad
inicial, se realizé el ensayo de actividad deteniendo la reaccion a diferentes tiempos (en el
rango de 10 a 60 min). Se graficé la Ass7nm en funcion del tiempo de reaccidn y se determind el
rango de tiempo en el que se mantiene la relacion lineal.

3.2.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacidn proteica se realizé mediante el método de Bradford, utilizando una curva
estandar de seroalbimina bovina (BSA) en el rango de concentracién de 0,1 a 1,0 mg/mL 3.

En una placa de 96 pocillos se colocaron 10 pL de muestra o estdndar (Seroalbimina Bovina,
BSA) por pocillo y se adicionaron 140 uL de reactivo de Bradford (Anexo Ill). Se incubd a
temperatura ambiente por 5 min y se midié la absorbancia a 595 nm en lector de placas
Infinite 200 Pro (Tecan®). Se graficd la absorbancia en funcion de la concentracién de BSA
(Anexo 1V). Los valores de concentracion proteica de las muestras se obtuvieron por
interpolacion en este gréfico.

3.3. IDENTIFICACION DEL PREPARADO ENZIMATICO

3.3.1. GELATINA-PAGE Y ZIMOGRAMA

Para identificar que proteinas en el secretoma de AU13 presentan actividad proteolitica, se
realizd un zimograma, segln se describe a continuacion.

Se realizd una electroforesis nativa en gel de poliacrilamida co-polimerizada con gelatina 0,1 %
(p/v). El gel consistié en un gel concentrador (T= 4%) y un gel separador (T= 7,5%) (ver Anexo
I1). Se sembraron 15 pg de proteina por pocillo, diluidas en buffer de muestra (Anexo lll). La
separacion electroforética se realizé en una cuba Mini-Protean® Tetra System (Bio-Rad),
utilizando buffer de corrida con SDS (Anexo Ill), a 20 mA por gel, durante 60 min a 4 °C. El
zimograma se lavo con buffer de actividad conteniendo Tritéon 2,5 % (v/v) por 1 h a
temperatura ambiente, con agitacién. Luego se incubd en buffer de actividad por 24 h a 30 °C.
El gel se tifié con Azul de Coomasie R-250 y las bandas con actividad proteolitica se detectaron
por la produccion de zonas de clarificacion en el gel (bandas sin color, donde la proteasa
hidrolizé la gelatina copolimerizada) sobre un fondo azul.
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3.3.2. ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE (SDS-PAGE)

Para identificar las proteinas presentes en el preparado enzimdtico, se realizd una
electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

La muestra se analizd mediante SDS-PAGE como agente desnaturalizante (SDS-PAGE). El gel
estaba compuesto por un gel concentrador (4%) y un gel separador (12%) (Anexo Il). Se utilizé
buffer de muestra reductor y desnaturalizante con SDS (Anexo Ill). La fraccidon de la muestra
liofilizada fue posteriormente gelfiltrada con una columna P-10 (Sephadex G25). Se sembraron
19 y 29 ug de muestra, previamente calentada en bafio de agua a 100 °C por 10 min. A su vez,
se sembraron 19 y 29 ug de liofilizado de AU13 gelfiltrado. Como marcador de peso molecular
se utilizé MWM1 (66, 45, 24, 20,1y 14,2 kDa); MWM2 (66 y 14,2 kDa) y MWM3 (45, 24 y 20,1
kDa). La electroforesis se llevo a cabo a 10 mA por los primeros 10 min y luego a 20 mA por los
siguientes 60 min.

Las bandas proteicas se visualizaron por tincién con Azul de Coomasie R-250 (Anexo Il) y
posterior decolorado con solucién de etanol y acido acético (Anexo Il).

3.3.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La banda proteica seleccionada del SDS-PAGE se analizd en el servicio de espectrometria de
masas del UByPA, Institut Pasteur de Montevideo. La muestra fue sometida a una digestiéon
triptica y los péptidos resultantes se analizaron por espectrometria de masas utilizando un
equipo 4800 MALDI TOF/TOF (Applied Biosystems), por medio de la disociacién inducida por
colision de los péptidos seleccionados en experimentos MS/MS. Los resultados del espectro
obtenido fueron analizados en distintos bancos de datos para identificar si estos presentan
homologia con secuencias de otras proteinas. Los datos de este servicio se utilizaron para la
identificacion primaria del preparado enzimatico en estudio.

3.4. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL PREPARADO ENZIMATICO PRODUCIDO
POR AU13

Se realizaron estudios para determinar las condiciones O6ptimas de actividad (pH vy
temperatura), se analizo el efecto de diferentes agentes en la actividad proteolitica.

3.4.1. EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Para estudiar como afecta el cambio de pH a la actividad enzimatica, se ensayé la actividad
proteolitica, como se describid en la seccion 3.2.1, sustituyendo el buffer de actividad por el
sistema buffer descrito por Ellis y Morrison * en el rango de pH de 4 a 9 (Anexo lll). Se eligid el
buffer Ellis y Morrison debido a que con un mismo buffer se cubre un amplio rango de pH sin
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cambiar la naturaleza quimica y la fuerza idnica para cada pH a analizar. Se realizaron
triplicados para cada pH y se graficaron los valores de actividad relativa en funcién del pH,
tomando como 100 % la actividad maxima registrada.

3.4.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

El efecto de la temperatura en la actividad se determiné utilizando el método que se describié
en la seccidn 3.2.1, a pH 6, a distintas temperaturas de reaccién en el rango de 15 a 60 °C, con
intervalos de 5 °C. Las mediciones se realizaron por triplicado y se graficd la actividad relativa
en funcién de la temperatura, tomando como 100% la actividad maxima registrada.

3.4.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ESTABILIDAD

Se estudié como afecta la temperatura a la estabilidad de las enzimas presentes en el
preparado enzimatico. El preparado se incubd a 25 y 40 °C durante 5 horas, se determind la
actividad, segun se describié en la seccién 3.2.1, y se calculd la actividad remanente (%)
tomando como 100 % la actividad inicial del preparado. Las mediciones se tomaron por
triplicado y se graficé la actividad remanente en funcién del tiempo.

3.4.4. EFECTO DE INHIBIDORES

Para determinar a qué grupo catalitico pertenecen las proteasas presentes en el preparado
enzimatico en estudio, de acuerdo a los tipos cataliticos propuestos por Barrett & Rawlings, se
midié la actividad proteolitica luego de incubar el preparado enzimatico con diferentes
inhibidores 3®. Las principales caracteristicas de los inhibidores y el tipo de sitio catalitico que
inhiben se muestran en el Anexo V.

El preparado enzimdtico (0,15 UE) se incubd durante 15 min a temperatura ambiente con los
inhibidores seleccionados.

Luego de la incubacidn se determind la actividad proteolitica como se describid en la seccién
3.2.1. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién respecto al control. Se
consideré como 100 % de actividad proteolitica, al valor obtenido del ensayo en ausencia de
inhibidores.
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3.5. POTENCIAL USO BIOTECNOLOGICO DEL PREPARADO ENZIMATICO

Se analizd la potencialidad de las peptidasas presentes en el preparado enzimatico como
aditivo para la industria de los detergentes.

3.5.1. EFECTO DE TENSIOACTIVOS Y AGENTES OXIDANTES (COMPONENTES
HABITUALES DE DETERGENTES) EN LA ACTIVIDAD DEL PREPARADO
ENZIMATICO

Se determind cual es el efecto de diferentes tensoactivos sobre la actividad del preparado
enzimatico (0,05 UE) en presencia de diferentes detergentes de laboratorio (Tween 20 %,
Tween 80 % y Triton X 100) a concentraciones finales de 7 y 20 % (v/v).

A su vez, se determind el efecto de oxidantes en la actividad utilizando perdxido de hidrégeno
(H20,), a concentraciones finales: 3, 10, 20 y 50 % (v/v). La concentracién de la solucién stock
de perdxido de hidrégeno se controld mediante espectrometria (A = 240 nm € = 43,6 M'/cm™)
Se realizé un control sin el agregado de detergente u oxidante, el cual se considerd que tenia el
100 % de actividad.

Se determind la actividad proteolitica como se describid en la secciéon 3.2.1. Para esto se
prepard una solucidon enzimdatica con las concentraciones de detergente o peréxido de
hidrégeno anteriormente mencionadas a la cual se le determiné la actividad. Los resultados se
expresaron como porcentaje de actividad relativa respecto al control 131,

3.5.2. EFECTO DE DETERGENTES DE LAVANDERIA EN LA ACTIVIDAD DEL
PREPARADO ENZIMATICO

Se determind la actividad del preparado enzimatico en presencia de diferentes detergentes
comerciales (Ariel®, Nevex® Matic, Nevex® Vivere, Persil®, Skip® White y Skip® Black). Se
prepararon soluciones al 1 % (p/v o v/v) de los detergentes, estas se congelaron durante 24 hy
se trataron a 100 °C por 15 min para inactivar las enzimas que pudieran contener. Esto evita la
interferencia por posibles enzimas que contenga el detergente de fabrica. Las soluciones de
detergentes inactivadas se mezclaron con el liofilizado disuelto en buffer de actividad (0.04
UE), resultando una solucién 0,5 % (concentracion final) de los detergentes. Se determiné la
actividad proteolitica como se describié en la seccidon 3.2.1. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Los resultados se expresaron como actividad relativa (%) respecto al control sin
detergente.
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3.5.3. ESTABILIDAD DEL PREPARADO ENZIMATICO EN PRESENCIA DE
DETERGENTES DE LAVANDERIA

El preparado enzimatico (0,04 UE) se incubd durante 1 h a 25 °C con los mismos detergentes
comerciales y en las mismas concentraciones que en el ensayo descrito en 3.5.2. Luego de la
incubacién se determind la actividad proteolitica como se describié en la seccién 3.2.1. Los
resultados se expresaron como el porcentaje de actividad residual respecto al control sin
detergente.

4. RESULTADOS

4.1. PRODUCCION E IDENTIFICACION DEL PREPARADO ENZIMATICO
EXTRACELULAR PRODUCIDO POR Flavobacterium sp. AU13

El trabajo se iniciéd con el estudio sobre la viabilidad de producir las enzimas de interés en
medio de cultivo liquido y ademas determinar cudl era el tiempo necesario para detectar la
produccion de las enzimas.

El cultivo de Flavobacterium sp. AU13, crecido en medio liquido suplementado con leche,
mostrd coagulacion de las proteinas lacteas a los 11 dias de incubacion a 16 °C, evidenciando
la secrecién de proteinas con actividad proteolitica.

Luego de obtenido el sobrenadante libre de células, se cuantificé su actividad proteolitica y
concentracién de proteinas. El método de determinacién de actividad proteolitica (método de
Andrews y Asenjo) utilizado, es un método a punto final, por lo que fue necesario evaluar en
gue rango de tiempos de reaccion se esta trabajando en condiciones de velocidad inicial.
Como se observa en la Figura 4.1, en las condiciones del ensayo, la reaccién mantiene
condiciones de velocidad inicial a tiempos menores a los 30 min de reaccién. De acuerdo a
estos resultados se decidid utilizar 30 min como tiempo final de la reaccion enzimatica.

Teniendo en cuenta las consideraciones arriba expuestas, se determind que el sobrenadante
libre de células presentaba una actividad de 0,020 + 0,003 U/mL. La concentracién de proteina
de la muestra fue de 1,5 + 0,1 mg/mL.

Para aumentar la concentracién proteica y mejorar las condiciones de almacenamiento
(reduccién del tamafio de muestra a almacenar), se concentrd el extracto libre de células por
liofilizacion. El liofilizado y disuelto en un volumen de buffer cinco veces menor al de la
muestra antes de liofilizar, mostré una concentracién de enzima activa casi 20 veces mayor
(0,37 £ 0,07 U/mL) y una concentracidn de proteina casi cinco veces mayor (6,7 + 0,1 mg/mL).
El aumento de la actividad enzimatica muy superior a la esperada podria deberse al aumento
de la concentracién de componentes presentes en el extracto que pudieran actuar como
activadores de las peptidasas.
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Adj. R-Square 0,95975
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B Intercept 0,6434 0,09346
B Slope 0,0301 0,00433

Figura 4.1 — Determinacién de las condiciones de velocidad inicial. Se graficé la absorbancia a diferentes tiempos de
reaccion.

Para evaluar si el microorganismo secreta una o varias enzimas con actividad proteolitica, se
realizé una electroforesis nativa copolimerizada con gelatina y un revelado especifico para
proteasas (zimograma). Los resultados mostrados en la Figura 4.2, carril 1, revelan la presencia
de al menos dos bandas proteicas con actividad proteolitica, siendo la banda con mayor
migracion electroforética la que manifiesta una mayor intensidad equivalente a la actividad
proteolitica. No se observan bandas de hidrdlisis en el carril de la BSA (control negativo, figura
4.2, carril 5). Por el contrario, si se observa una banda de hidrdlisis en el carril de la termolisina
(control positivo, figura 4.2, carril 3).
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Figura 4.2 - Zimograma en gel de poliacrilamida co-polimerizada con gelatina 0,1 % (p/v). Las bandas claras
evidencian actividad proteolitica en la gelatina.

En el pocillo 1 (rojo) se sembré el extracto libre de células (15 pg de proteina), en 3 (verde) se sembro termolisina (1
ug de proteina) como control positivo y en el carril 5 (celeste) se sembré seroalbdimina bovina (15 pg de proteina)
como control negativo.

El perfil de proteinas secretadas por AU13, y separadas mediante SDS-PAGE del sobrenadante
libre de células, se muestran en la figura 4.2. En los carriles 5, 6, 7 y 8 se observa las proteinas
del sobrenadante de AU13 donde se identifica una banda a 48 kDa que podria corresponder a
la proteina proteina de interés (Figura 4.3).
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Figura 4.3 — Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) del sobrenadante libre de células.

En carril 1: MPM1 (66, 45, 24, 20,1 y 14,2 kDa); carril 2: MPM2 (66 y 14,2 kDa); carril 3: MPM3 (45, 24 y 20,1 kDa);
carriles 4 y 5: liofilizado de AU13 gelfiltrado (19 y 29 ug, respectivamente); carriles 6 y 7: liofilizado de AU13 (19y 29
ug, respectivamente); MPM significa — marcador de peso molecular

Para saber la identidad de la banda proteica de aproximadamente 48 kDa, y si se corresponde
a una proteasa, se realizdé una identificacion inicial de la misma, por mapeo peptidico. Este
estudio revelé que la mejor coincidencia, segin su comparaciéon con las proteinas depositadas
en la base de datos, fue con una epralisina (metaloproteasa alcalina extracelular de
Pseudomonas fluorescens Pf0-1) (Fig. 4.4). De acuerdo con los resultados, se encontraron tres
fragmentos peptidicos que coincidieron con fragmentos de la secuencia de la epralisina, pero
solo uno de ellos tuvo una coincidencia estadisticamente significativa.

Protein hits 1 gi| 77458903 epralysin [Pseudowonss fluorescens P£0-1]
yi|296138753 integrase [Tsukamwurella paurometsbola DSM 20162)
41294934066 hypothecical provein Pmar PHARDISO0S [Perkinsus marinus ATCC 50983
yi|159898801 hypothecical provein Haur 2280 [Herpetosiphon surantiacus DEM 785
gi|21220960 rcransport ATPase [Streprtomyces coelicolor A3 (2))]
4i|338782050 arginvl-tRNA synthetase [Achromobacter xylosoxidans AXE-4
4i|118588062 Transcriptional regulator [Stappia aggregats IAM 12614]
yi]307596174 hypothecical provein Vdis_ 2070 [Vulcanizaeca distributa DENM 14429
yi|260428060 sensory box sensor histidine kianse/response regulator [Citreicella sp. SE45
gi|254381629 luxk family Cwo-component response regulator [3treptomyces sp. Mgl]
gi|312111862 Z-oxoglutarate dehydrogenase, E1 subunit [Gecbhacillus sp. ¥4.1MC1]
gi|159899479 PASTA sensor-containing serine/threonine protein kinase [Herpetosiphon aurantimcus DSM 785
gi|91779858 hypothetical protein Bxe_B02Z7 [Burkholderia xenovorans LE400
gi|94310895 gamma-glutamyltransferase 1 [Cupriavidus metallidurans CH34
gi|71003998 hypothetical protein UMOOS515.1 [Ustilago maydis 521]
gi|77553311 =zinc finger family protein, putative, expressed [Oryza sativa Japonica Group
gi|66807347 L3M domain-containing protein [Dictyostelium discoideum AX4
gi|239608434 conserved hypothetical protein [Ajellomyces dermatitidis ER-3
gi|154243787 TetR family transcriptional regulator [Eanthobacter autotrophicus PyZ]
gi|195112971 GIZ:Z194 [Drosophila mojavensis

gi|77458983 Mass: 58139 Score: 187 Expect: 3.3e2-18 Matches: 4

epralysin [Pseudomonas fluorescens Pf@-1]

Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta Start End Miss Ions Peptide

1460.6465 1459.6392 1459.6328 B.8054 276 - 289 e 48 R.TGDTTYGFNSNAGR.D

2821.9817 2828.9744 2028.9775 -08.8831 247 - 266 8 --- K .GGVEAYSSGPLMDDTAATQK . L

2037.9744 2836.9671 2036.9725 -8.8053 247 - 2686 8 --- K.GGVEAYSSGPLMDDIAAIQK.L + Oxidation (M)
2373.2468 2372.2395 2372.2448 -0.0853 43 - 65 8 112 R.GGNLTVHNGKPSFSVDQAATQLLR.D

Figura 4.4 - Identificacion por mapeo de huella peptidica (MALDI-ToF-Ms/Ms). Se muestra el resumen del listado
obtenido mediante el andlisis por MALDI-TOF con el motor de busqueda MASCOT. Se muestran los primeros 20 hits
del analisis y una lista de los péptidos que coinciden con la primera proteina, segun la informacién proporcionada
por UByPA.
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4.2. CARACTERIZACION DEL PREPARADO ENZIMATICO DE Flavobacterium sp.
AU13

La segunda parte del trabajo de la tesina estuvo focalizado en una caracterizacién parcial del
preparado enzimatico por el estudio de diferentes propiedades bioquimicas.

4.2.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El estudio de la actividad proteolitica a diferentes temperaturas (Fig. 4.6) sugiere que el
preparado enzimatico secretado por AU13 presenta un valor maximo de actividad a 40 °C. En
el rango de temperatura de 25 a 35 °C se observo valores de actividad relativa superiores al 60
%. A temperaturas apenas mayores a 40 °C, la actividad del preparado decayé abruptamente
llegando a ser nula a los 60 °C (temperatura dptima de muchas enzimas mesdfilas). Por lo
tanto, el preparado presento un perfil de actividad respecto a la temperatura caracteristico de
las enzimas sicréfilas. Para los ensayos de actividad posteriores la temperatura se fijé a 40 °C.

40 °C
120 - -
100 4 n
5 /1
~ 80- .
=
< /
¢ 60- }‘.
'% / i\
ie]
> 40- ¥ .
3 /
L]
20
0 T T T T
10 20 30 40 50 60

Temperatura (°C)

Figura 4.6 — Efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica del preparado enzimatico

Los ensayos se realizaron a pH 6,0. Se graficaron los valores de actividad relativa (%) en funcidén de la temperatura,
tomando como 100 % la actividad maxima registrada. La desviacion estandar de cada medicion independiente se
representa con barras verticales. En algunos casos, la desviacion tiene un tamafio menor que el simbolo.
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4.2.2. ESTABILIDAD TERMICA

Se analizd la estabilidad del preparado enzimatico luego de ser incubado a temperaturas fijas
por diferentes tiempos. Se realizaron dos ensayos a pH 6, uno a 25 °C y otro a 40 °C (Fig. 4.7).
Estos resultados indicaron que, a las temperaturas estudiadas, el preparado enzimatico
mantuvo un porcentaje de actividad remanente superior a 80 % luego de incubarse cinco
horas a las dos temperaturas estudiadas. A 25 °C, luego de una pérdida del 10 % de la actividad
inicial a los 10 min de incubacién, el preparado mantuvo una actividad residual en el entorno
del 90%. Adicionalmente, a 40 °C, en los primeros 10 min de incubacidn se observé el mismo
comportamiento que a 25 °C, que fue recuperado en los siguientes 50 min (sugiriendo una
pérdida de actividad reversible) y luego un periodo (1 a 5 hs) en el que la actividad residual se
mantuvo en el entorno del 80%.

110 -
e -
90+ B "““T;i;‘ —
80 I TTT—o——0—

70
60 4
50 - " 25°C
40

Actividad residual (%)

30 -
204
10 -
]

—Tr r 1 1 T T T T T T " T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tiempo (min)

Figura 4.7 — Estabilidad térmica del preparado enzimatico estudiada a 25 °C y 40 °C. Los resultados se expresaron
como la actividad residual (%), tomando como 100 % la actividad a tiempo cero.
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4.2.3. EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se estudio el efecto del pH en la actividad enzimatica, a la temperatura en el que el preparado
manifiesta la mayor actividad (40 °C). Los resultados se muestran en la Figura 4.8. Como se
puede apreciar, en las condiciones del ensayo, el preparado enzimatico producido por AU13 es
activo en un amplio rango de pH (entre 5 y 9) con un maximo a pH 6. El menor valor de
actividad en el rango de pH ensayado se obtuvo a pH 8, siendo el 60% del valor obtenido en el
ensayo a pH 6. Igualmente, las diferencias de actividad no fueron significativas entre 7, 8 y 9.

H 6,0
1201 P

100+ '

ol

60 - \/%

404

Actividad Relativa (%)

20

5 6 7 8 9
pH

Figura 4.8 — Efecto del pH en la actividad proteolitica, a 40 °C. Se graficaron los valores de actividad relativa (%) en
funcién de pH tomando como 100 % la actividad maxima registrada.

4.2.4. EFECTO DE ALGUNOS INHIBIDORES EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se determind el efecto de algunos inhibidores especificos para las diferentes familias de
proteasas, sobre la actividad del extracto libre de células, a 40 °C y pH 6. Los datos se
expresaron como actividad residual, respecto a la actividad del preparado enzimatico sin el
agregado del inhibidor (Figura 4.9). No se detecté inhibicion del preparado por el agregado de
PMSF, iodoacetamida o pepstatina, sugiriendo que la actividad proteolitica del preparado no
corresponderia a la presencia de proteasas serinicas, cisteinicas, ni asparticas. Por el contrario,
cuando la muestra se tratd con EDTA se produjo una inhibicidén de la actividad proteolitica del
83 % sugiriendo que el preparado contendria al menos una metaloproteasa, coincidiendo con
su potencial identificacion como una epralisina.
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Figura 4.9 — Efecto de los inhibidores de los diferentes tipos cataliticos de proteasas, sobre el preparado enzimatico
producido por AU13. Los resultados se expresaron como la actividad residual (%), tomando como 100 % la actividad
del control sin inhibidor. Los inhibidores utilizados fueron: Ac. Etilendiaminotetracético (EDTA), Fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (PMSF), lodoacetamida (IAA) y Pepstatina.

4.3. EVALUACION DE USOS BIOTECNOLOGICOS

Se evalud el potencial uso biotecnolégico de las enzimas presentes en el preparado como
aditivo en detergentes de ropa en condiciones normales de un lavado. Se estudio la actividad y
la estabilidad de estas enzimas frente a agentes surfactantes, oxidantes y detergentes
comerciales.

4.3.1. EFECTO DE AGENTES SURFACTANTES Y OXIDANTES EN LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA
Se analizod el efecto de surfactantes y oxidantes comunmente utilizados en el laboratorio sobre
la actividad del preparado enzimatico en estudio. Los agentes surfactantes y oxidantes estan
presentes en los detergentes de ropa comerciales, por lo que es fundamental analizar cdmo
éstos afectan a la actividad enzimatica del preparado enzimatico en estudio. Los resultados de
estos ensayos se presentan en la Figura 4.10.

La accidén de los distintos surfactantes estudiados parece tener un efecto activador de la
actividad proteolitica (Fig. 4.10 a). Este incremento fue mds notorio cuando el preparado
enzimatico se incubd con una solucién al 20% de estos agentes respecto a la solucidn al 7%.
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Incluso, al evaluar el efecto de los surfactantes al 20% de concentracién (la concentracion mas
alta ensayada) se observé un aumento de la actividad. La solucién de Triton x100 al 20% fue
en la que se observé el mayor efecto activador, alcanzando un valor de actividad del
preparado enzimdtico de mas del doble respecto a la muestra en ausencia de agentes
surfactantes.

El efecto del perdxido de hidrégeno en la actividad proteolitica de AU13 mostro
comportamientos diferentes, dependiendo de la concentracion del oxidante. A
concentraciones entre 3 y 10 % se observd un aumento de la actividad del 57,6 y 39,5 %
respectivamente, respecto a la muestra sin agente oxidante. Sin embargo, a concentraciones
mas altas del agente oxidante (entre 20 y 50 %), se observé una clara disminucion de la
actividad de 56,8 y 79,48 % respecto a la enzima sin agente oxidante.
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Figura 4.10 — Efecto de surfactantes y oxidantes en la actividad. Se ensayd la actividad a 40 °C por 30 min de las
enzimas (0,05U) en presencia de a) diferentes detergentes de laboratorio a concentraciones del 7 y 20 %; b) H,0,
como agente oxidante a concentraciones del 3, 10, 20 y 50 %. Los resultados se expresan como la actividad relativa
respecto al control sin surfactante u oxidante.

El analisis preliminar de los resultados sugiere que las enzimas presentes en el preparado
tienen algunas caracteristicas bioquimicas que las hacen aptas para su uso en procesos
biotecnoldgicos relacionados al desarrollo de los detergentes (actividad frente a detergentes y
oxidantes). Sin embargo, los detergentes comerciales podrian contar con otros agentes que
interfieran con la actividad de las enzimas o afecten sus estructuras, impidiendo asi que éstas
puedan actuar bajo las condiciones de lavado convencional.
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4.3.2. EFECTO DE DETERGENTES COMERCIALES EN LA ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD
DE LAS PROTEASAS DEL PREPARADO.

Para evaluar el potencial uso de las enzimas como aditivo de detergentes, se determind la
actividad proteolitica del preparado enzimatico en presencia de diferentes detergentes
comerciales (Anexo VI), (cuyos agentes enzimaticos se inactivaron previamente). Se realizaron
ensayos de actividad en presencia de los detergentes a tiempo Oy a 1 hora.

Para los ensayos, se simularon las condiciones de tiempo, concentracidon de detergente y
temperatura de un lavado a temperatura ambiente. Como se expone en la Figura 4.11 (a) en
todos los casos testeados la actividad relativa del preparado enzimatico mezclado con
detergentes comerciales es superior a la actividad de la muestra en ausencia de detergente.
Este incremento de la actividad proteolitica es superior al 50% en la mezcla del preparado
enzimatico con el detergente comercial Nevex Matic®. Luego de una hora de incubacién 4.11
(b), se pudo observar que la actividad enzimatica se ve afectada con alguno de los detergentes
comerciales. La mezcla del preparado con el detergente Ariel®, parece afectar la estabilidad de
la enzima de forma negativa, observdndose una disminucidon de un 67 % de la actividad
respecto al control. Con los demds detergentes, la estabilidad de la enzima no parece verse
afectada, mostrando valores de actividad relativa comparables a los obtenidos a tiempo cero.
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Figura 4.11 — Efecto de los detergentes comerciales en la actividad proteolitica del sobrenadante libre de cultivo. a)
Se determind la actividad del preparado enzimético (0,04 U) en presencia de diferentes detergentes comerciales a
concentracion final de 0,5%. Los resultados se expresan como actividad relativa (%) respecto al control sin
detergente. b) Estabilidad de la actividad en presencia de detergentes. El preparado enzimdtico (0,04 U) se incubd
con los diferentes detergentes durante 1 h a 25 °C y se determind la actividad residual (%). Los resultados se
expresan como porcentaje de actividad residual respecto al control sin detergente.

Segun los resultados obtenidos, en funcidn de un posible uso biotecnoldgico de las enzimas del
preparado en la industria de los detergentes, éstas presentarias un adecuado comportamiento
frente a detergentes comerciales y sus componentes adicionales. En primer lugar, se observé
qgue el preparado enzimatico incorporado a un detergente comercial aumentd su actividad
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proteolitica para todos los detergentes testeados. En segundo lugar, los ensayos de estabilidad
sugieren que la actividad del preparado enzimdtico se mantiene estable frente la mayoria de
los detergentes comerciales ensayados. Estas caracteristicas son deseables en enzimas con
posibles usos en la industria de los detergentes.

5. DISCUSION

Debido a sus bajas temperaturas, la Antdrtida es una gran fuente de organismos sicréfilos y
psicrotolerantes, los cuales han desarrollado adaptaciones particulares para sobrevivir a las
bajas temperaturas. Entre estas adaptaciones esta la produccién de enzimas sicrofilas.

En esta tesis, se trabajo con la cepa aislada por Martinez-Rosales & Castro-Sowinski (2011),
identificada como Flavobacterium sp., aislamiento AU13, la cual es una bacteria sicrotolerante
productora de proteasas extracelulares, durante su crecimiento tanto a 4 °C como a 18 °C. Se
comprobé que Flavobaterium sp. AU13 es capaz de producir agentes proteoliticos creciendo a
16 °C en medio liquido (temperatura dentro del rango evaluado por Martinez-Rosales y Castro-
Sowinski, 2011, pero en medio agarizado) .

Empleando las técnicas descritas en Materiales y Métodos, se trabajé para caracterizar este
agente proteolitico. La presencia de actividad proteolitica en el medio libre de células confirmé
que el microorganismo es capaz de producir proteasas y secretarla al medio extracelular.
Existen reportes de otras especies de Flavobacterium productoras de proteasas extracelulares
3740 jisladas de la Antartida *!. Para confirmar la identidad de la proteasa, seria necesario
conocer su secuencia genémica e identificar la presencia de un péptido sefial que confirme
gue es una proteina de secrecidon y que no se trata de una enzima proveniente de la lisis

celular.

Los resultados obtenidos de la electroforesis y revelado especifico (zimograma), indican que el
extracto cuenta con al menos una proteina mayoritaria con actividad proteolitica y una posible
proteina minoritaria de menor movilidad también activa. La presencia de mas zonas del gel
que parecieran presentar actividad proteolitica puede deberse a un artefacto del zimograma.

Mediante la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se obtuvo mas
informacién sobre la composicién proteica del extracto extracelular o secretoma. Se observé
una banda proteica mayoritaria de 48 kDa, siendo posiblemente la banda mds abundante
también en el zimograma (Fig. 4.2) y la que se sospechaba podria ser la peptidasa. Por tal
motivo, esta banda se seleccioné para realizar los estudios de mapeo peptidico.

De acuerdo al analisis realizado por espectrometria de masa de los fragmentos obtenidos por
digestion triptica de la banda de 48 kDa observada en el SDS-PAGE, se obtuvieron tres
fragmentos con un alto porcentaje de coincidencia con la secuencia de una epralisina
sintetizada por Pseudomonas fluorescens. Las epralisinas son metaloproteasas alcalinas que
pertenecen a la familia M10 de metaloendopeptidasas, subfamilia M10B; siendo la serralisina
(M10.051) la proteasa tipo. Este tipo de proteasas son proteinas extracelulares, que por lo
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general tienen un rol nutricional o de degradacion de proteinas de la matriz celular. En
general, las epralisinas son capaces de hidrolizar azocaseina en un rango de pH entre 7-9 y
entre 30 y 37 °C *2. Las epralisinas (M10.060) bacterianas reportadas hasta el momento son
todas producidas por microorganismos del género Pseudomonas. Por otro lado, dentro de la
subfamilia M10B también estd incluida la metaloproteasa alcalina sicréfila (M10.062),
producida por varias especies del género Pseudomonas y por la cepa de Flavobacterium sp. YS-
80-122 3, segun la base de datos MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/).

El mecanismo catalitico se determind utilizando inhibidores para los diferentes tipos cataliticos
de peptidasas. En comparacién con el control libre de inhibidor, se observé que las enzimas
presentes en el preparado serian metaloproteasas. De acuerdo a los resultados
experimentales, la actividad del extracto no se vio inhibida al 100% debido a la presencia de
otras proteasas minoritaria. Esto podria deberse a que la inhibicién de proteasas metdlicas
puede ser dependiente del tiempo de inhibicidén y de la concentracién de inhibidor en algunos
casos **. Se trabajé con un solo tiempo de inhibicién y una sola concentracion por lo que seria
necesario realizar nuevos ensayos considerando estas variables para poder ser mas
concluyentes respecto a la presencia o no de otras peptidasas con mecanismos cataliticos
diferentes. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos para la peptidasa en estudio
por los analisis protedmicos, que mostraron que la peptidasa de 48 kDa seria una epralisina,
perteneciente a la subfamilia M10B de metalopeptidasas. Esta enzima, aunque es sintetizada
casi exclusivamente por aislamientos de Pseudomonas, podria guardar similitud con las
enzimas en estudio.

Otros autores han reportado la producciéon de metaloproteasas psicréfilas en cepas del género
Flavobacterium, como es el caso de Flavobacterium psychrophilum 'y Flavobacterium
balustinum P104 374,

Segun los resultados obtenidos del estudio del efecto de la temperatura en la actividad, se
pudo observar que el preparado enzimatico presentd un éptimo de actividad a 40 °C y una
pérdida completa de la actividad a 60°C. Esta caracterisitica bioquimica es un claro indicativo
de que las enzimas presentes en el preparado podrian ser enzimas psicrofilas. Para afirmar
esta hipotesis, se deberian estudiar caracteristicas de la proteina a nivel de secuencia y
estructura, como puede ser la presencia de residuos aminoacidicos que le otorguen
flexibilidad, o una comparacién estructural mediante difraccion de rayos X con proteinas
homadlogas mesdfilas. En comparacion con otras proteasas psicrofilas producidas por bacterias
del género Flavobacterium, el perfil de actividad en funcién de la temperatura es muy similar.
Tanto la proteasa producida por F. balustinum 3’, como la producida por F. psychrophilum *,
presentan una temperatura dptima de actividad a 40 °C, perdiendo casi completamente la
actividad a 60 °C.

Ademads, se evalud la estabilidad de las enzimas a diferentes temperaturas. Los resultados
obtenidos sugieren que la actividad del preparado enzimdatico se mantiene estable a 25y 40 °C
aun luego de cinco horas de incubacion. Este comportamiento podria deberse a que no es una
enzima purificada sino un extracto enzimatico. Otros componentes del extracto podrian tener
un efecto estabilizador de la actividad enzimatica. En comparacion con las proteasas
previamente mencionadas, estas son menos estables perdiendo actividad en periodos de
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tiempo aun mas cortos. La proteasa producida por F. balustinum anteriormente mencionada,
luego de pasar por un proceso de purificacion, pierde el 40% de actividad luego de ser
incubada por una hora a 40 °C, quedando totalmente inactiva luego de una hora de incubacidn
a 50 °C¥. Esta diferencia puede verse influida por el paso previo de purificacion por el que
paso la proteasa producida por F. balustinum. La proteasa producida por F. psychrophilum
pierde el 100% de su actividad luego de incubarse durante 5 min a 40 °C, libre de metales. Sin
embargo, al adicionarle CaCl, (5 mM), el preparado pierde totalmente la actividad luego de ser
incubado por una hora a 40 °C*.

Desde el punto de vista biotecnolégico, las enzimas sicrdéfilas podrian presentar caracteristicas
deseables en comparacidn con sus homdlogas mesdfilas. En algunos procesos industriales, por
ejemplo, se podrian utilizar en detergentes de ropa, siendo mas eficientes a temperaturas
normales de lavado, resultando en un ahorro de energia y haciendo el proceso mas amigable
con el medio ambiente. Actualmente, existen detergentes de ropa que utilizan proteasas como
aditivo para mejorar la remocién de manchas #°. Se encuentran ademas, detergentes de ropa
que utilizan proteasas sicrofilas cuya accién de remocion de manchas es mas efectiva a bajas
temperaturas, en comparacién a detergentes que no cuentan con este tipo de proteasas */.

El estudio del efecto del pH en la actividad proteolitica determiné que, en las condiciones del
trabajo, la actividad seria maxima a pH 6. Ilgualmente, no se observaron disminuciones de la
actividad muy marcadas en el rango de pH estudiado. Al comparar estos datos con los datos de
las proteasas producidas por F. balustinum y F. psychrophilum 3> (pH 6ptimo de actividad de
8 a 30 °Cy 6,5 a 37 °C, respectivamente), se encuentra que el preparado enzimatico de este
trabajo tendria caracteristicas bioquimicas mds similares a la proteasa de F. psychrophilum en
comparacion a la producida por F. balustinum.

La robustez de la actividad del preparado enzimatico a las variaciones del pH seria una
caracteristica deseable en una enzima con potencial uso biotecnoldgico en la industria de los
detergentes, ya que no se veria significativamente inactivada al pH en el que se realiza un
lavado de ropa convencional. Es deseable que el pH éptimo de la proteasa sea cercano al de
una solucién de detergente *. Aunque el preparado enzimatico presentd un pH éptimo de 6,
su actividad fue muy buena a valores de pH alcalinos (la actividad relativa se mantuvo superior
al 50% en el rango de pH evaluado). Dado que el pH de los detergentes para ropa es alcalino,
las proteasas y otras enzimas que se usan actualmente en estos detergentes deben presentar
buena actividad a pHs alcalinos .

Como ultimo aspecto, se evalud un posible uso biotecnolégico del preparado enzimatico.
Concretamente nos enfocamos en evaluar la compatibilidad del preparado enzimatico con los
componentes comunes de los detergentes comerciales (tensioactivos y blanqueadores). Estos
ensayos son fundamentales para seleccionar proteasas como posibles aditivos de detergentes
para la ropa %%,

Para ello, se evalué la actividad del preparado enzimatico en presencia de tensoactivos de uso
comun en el laboratorio. Los resultados mostraron un aumento de la actividad proteolitica en
presencia de los diferentes agentes tensoactivos ensayados. Una hipétesis que explicaria este
resultado seria que el detergente forme un darea interfacial que favorezca el desempefio
enzimdtico. Este mismo comportamiento se reportd para proteasas de origen vegetal en
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185152 Al entrar en contacto la enzima con una interfase, el ambiente

trabajos similares
dieléctrico en la superficie proteica se modifica y se potencian las interacciones electrostaticas.
Se cree que esto produce un reordenamiento y reorientacién mas favorable de los residuos
cataliticos *3. Este fendmeno se podria confirmar realizando ensayos de actividad proteolitica
qgue utilicen sustratos sintéticos, para reafirmar que el efecto del detergente es sobre las
enzimas y no sobre el sustrato. Para determinar que este efecto se esté dando en la enzima y
no en el sustrato, se deberian realizar estos mismos estudios utilizando sustratos sintéticos

gue no se vean afectados por la presencia de surfactantes.

También se evalud la actividad del preparado enzimatico en presencia de agentes oxidantes
(habitualmente utilizados como agentes blanqueadores en detergentes comerciales). A bajas
concentraciones de perdxido de hidrégeno (3 y 10%), se observé un aumento de la actividad
proteolitica, siendo mayor a la menor concentracién del agente oxidante ensayado.
Concentraciones de oxidante mas altas, como 20 y 50 %, se produjo una disminucion de la
actividad proteolitica, con respecto al control sin oxidante. Existen otros reportes de proteasas
cuya actividad se incrementd en presencia de un oxidante; por ejemplo, la actividad de una
proteasa sintetizada por Streptomyces olivochromogenes también aumentd en presencia de
este agente >*. Esta accién activadora a bajas concentraciones de agente oxidante podria
explicarse debido a que el agente oxidante es capaz de hidrolizar la azocaseina, haciendo que
las enzimas actien sobre fragmentos mas pequefios y a mayor velocidad. Por lo tanto, el
aumento de agente oxidante podria resultar en un aumento de la actividad hasta cierto limite
en el que en exceso de este agente, podria alterar la estructura de las enzimas >*.

Como ultimo aspecto de la potencialidad de uso biotecnoldgico de estas enzimas, se evalud la
actividad del preparado enzimatico en presencia de detergentes comerciales de lavanderia de
diversas marcas. Estas condiciones serian representativas de las condiciones bajo las cuales
deberia actuar el preparado enzimatico, en un lavado de ropa. Al igual que en el ensayo con
detergentes de laboratorio, en todos los casos evaluados, el preparado enzimatico presenté un
aumento de su actividad al ser expuesto a detergentes comerciales. Una vez comprobado que
el preparado enzimatico era activo en detergentes comerciales, fue necesario verificar si las
enzimas eran estables en el tiempo que dura un lavado a temperatura ambiente. En este caso,
solamente el detergente comercial Ariel afectd la estabilidad del preparado enzimatico. Los
ensayos con los otros detegentes comerciales, mostraron un efecto potenciador de la
actividad, que se mantuvo a lo largo del tiempo (1 hora). Este efecto fue observado en otras
proteasas, como la enzima Pura Felt 4000 (Genecor International Argentina S.R.L), la cual
también presentd un aumento en la actividad residual luego de ser incubada durante una hora
a 25 °C con detergentes comercialesv. Sin embargo, una proteasa de origen vegetal extraida de
Bromelia antiacantha presenté una marcada disminucidon de la actividad residual en las
mismas condiciones de ensayo Y. En este aspecto, los resultados obtenidos son prometedores
debido a que, bajo las condiciones del ensayo, el preparado enzimdtico estudiado en este
trabajo presenta un comportamiento similar a una enzima comercial utilizada en la industria
de los detergentes.
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6. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se estudié un preparado enzimatico producido por el microorganismo
antartico Flavobacterium sp. AU13. La proteasa mayoritaria del mismo se identific6 como una
metalo-proteasa extracelular de aproximadamente 48 kDa, con una temperatura éptima de 40
°C (enzima psicrdfila) y activa en un amplio rango de pH (de 5 a 9).

La evaluacién como aditivo biotecnolédgico en la industria de los detergentes, el preparado
enzimatico en estudio no solo es compatible con los principales componentes presentes en los
detergentes, sino que su actividad proteolitica se ve incrementada. Las enzimas se mantienen
estables en el tiempo y temperatura de un lavado de ropa convencional a temperatura
ambiente.

Las enzimas presentes en el preparado enzimatico producido por Flavobacterium sp. AU13 son
interesantes candidatas para su aplicacién industrial como aditivo de detergentes.

Perspectivas:

Mejorar la caracterizacion de las bandas minoritarias identificadas por electroforesis y
presentes en el secretoma. En particular, identificar la banda activa de menor movilidad
respecto a la banda de la proteasa mayoritaria. Seria conveniente realizar un zimograma con
inhibidores de proteasas y determinar su mecanismo catalitico.

Ademas, seria conveniente ampliar los pardmetros de los ensayos realizados incluyendo otros
pH, otras temperaturas y mayores tiempos en los ensayos de inhibidores y estabilidad.

Purificar las proteinas del extracto libre de células, usando diferentes métodos de purificacion
proteica. Se evaluaran diferentes tipos de cromatografias.

Realizar la secuenciacion del genoma de Flavobacterium sp. AU13 y la posterior identificacién
de los genes que codifican las enzimas en estudio. De ser necesario, esto permitiria producir
estas enzimas de forma recombinante, y su caracterizacion.

Se realizaran los correspondientes ensayos de cinética enzimatica, calcular la velocidad de las
enzimas a diferentes temperaturas y determinar su efectividad a bajas temperaturas.

Por ultimo, podria ser relevante explorar otros potenciales sustratos que deriven en usos
industriales diversos. Una perspectiva del grupo de trabajo sera evaluar el potencial de las
enzimas presentes en el preparado para producir péptidos bioactivos.
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ANEXOS

ANEXO | - MEDIOS DE CULTIVO

Medio Luria — Bertani (LB)

Triptona 10g/I
Extracto de Levadura | 5g/I
NacCl 10g/I

Medio Luria — Bertani — Leche (LBL)

Mezclar en partes iguales:

- Medio LB (1/10)
- Leche 10%

(La leche debe ser autoclavada por separado y por un tiempo no mayor a 10 min. También
puede ser esterilizada por otros métodos)

ANEXO Il - SOLUCIONES DE ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Solucidn colorante (Azul de Coomasie)

Coomassie Brillant Blue R-250 | 0,2% (p/v)

Etanol 30% (v/v)

Acido Acético 7% (v/v)

Solucidn decolorante

Etanol 30% (v/v)

Acido acético | 7% (v/v)

Gel Concentrador 4%

30% Acrilamida 0,99ml
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 | 1,89ml
10% SDS 75ul
Agua Destilada 4,5ml
TEMED 7,5ul
10% APS 37,5ul
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Gel Separador 7,5%

30% Acrilamida 3,75ml
1,5M Tris-HCl, pH 8,8 | 3,75ml
10% SDS 150l
Agua Destilada 7,28ml
TEMED 7,5ul
10% APS 754l
Gel Separador 12%

30% Acrilamida 6ml
1,5M Tris-HCI, pH 8,8 | 3,75ml
10% SDS 150l
Agua Destilada 5,03ml
TEMED 7,5ul
10% APS 75ul
ANEXO IIl — BUFFER, SOLUCIONES Y REACTIVOS

Buffer de Actividad (0,2M, pH6)

Fosfato de Sodio monobasico 0,2M | 16ml
Fosfato de Sodio dibésico 0,2M 84ml
Buffer de muestra SDS-PAGE 4X

Tris Base 2g

Glicerol 20 mL

Azul Bromofenol | 1mg

SDS 2mL
B-mercaptoetanol | 2mL

Agua Destilada csp 50 mL

Ajustar a pH 6,8 con HCI

Buffer de muestra Native-PAGE 2X

Buffer Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 | 3,75ml
Glicerol 50% 24ml

Azul Bromofenol 1% 0,3ml

Agua Destilada csp 30ml

pag. 40



Buffer Ellis (0,2M, ajustado en el rango de pH 5 -9)

Acido acético | 0,1 mol
MES 0,1 mol
Trizma base | 0,2 mol
H,O MilliRo | csp 1L

Reactivo de Bradford

Azul de Coomasie G 100 mg
Etanol 50 mL
Acido fosférico 85% (p/v) | 100 mL
Agua csp 1000 mL

Marcadores de peso molecular

e MWI1

Numero de catdlogo

Proteina

Peso molecular (kDa)

A7517

SeroalbUmina Bovina

66

A7042 Ovoalbimina Bovina 45

T9011 Tripsinégeno 24

T9128 Inhibidor de la tripsina de Glysine max (soja) | 20,1

L6385 Alfa-lactoalbumina 14,2
e MW2

Numero de catalogo

Proteina

Peso molecular (kDa)

A7517

Seroalbumina Bovina

66

L6385

Alfa-lactoalbumina

14,2

e MW3

Numero de catalogo

Proteina

Peso molecular (kDa)

A7042

Ovoalbumina Bovina

45

79011

Tripsindgeno

24

79128

Inhibidor de la tripsina de Glysine max (soja)

20,1
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ANEXO IV — CURVA DE CALIBRACION DEL METODO DE BRADFORD CON BSA

05
0,45
04
0,35
03

8 025
02
0,15
01
0,05

Curva de calibracion )
y =-0,1995x+0,5762x+0,0636

0,2 0,4

0,6 0,8

Concentracion de proteina

ANEXO V — INHIBIDORES DE PROTEASAS

EDTA IIA PMSF PEPS
Ac. lodacetamida FIu_oruro . d Pepstatina
fenilmetanosulfonilo

etilendiaminotetracético

Proteasas metélicas

Proteasas ) Proteasas Proteasas serinicas Algunas proteasas
blanco proteasas activadas por cisteinicas asparticas
metales
372,24
Peso molecular o o 184,9 174,2 685.9
(sal disédica dihidratada)
10-100 uM

Concentracién
efectiva

1-10 mM.

(preparar antes de
usar)

0,1-1 mM (vida media
lhapH?75)

1 UM (estable por un
dia)

Solucién stock

0,5 M en agua, pH 8,5.

10-100 mM en agua

(preparar antes de
usar)

200 mM en solventes
secos (metanol,
etanol)

1 mM en metanol o
DMSO (estable por
meses a -20°C)

Mecanismo de
accion

Actla como quelante del
ion zinc del sitio activo de
las proteasas metélicas,
pero puede también inhibir
otras proteasas
dependientes de iones
metalicos tales como las
proteasas cisteinicas
dependientes de calcio.

No es especifico
para el residuo de
cisteina del sitio
activo de las
proteasas
cisteinicas y puede
inhibir muchas otras
enzimas. También
reacciona con tioles
de bajo peso
molecular como §3-
mercaptoetanol.

También inhibe
proteasas cisteinicas

Anélogo de estado de
transicién que es un
inhibidor potente de

cathepsina D, pepsina,

renina y muchas
proteasas asparticas
microbianas.
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ANEXO VI — DETERGENTES COMERCIALES

Marca Componentes

Skip Black Alquil aril sulfonato de sodio, jabdn de sodio, ablandador de agua,
agentes anti redepositantes, aditivos de proceso, perfume vy
coadyuvantes

Skip White Alquil aril sulfonato de sodio, jabdn de sodio, ablandador de agua,
catalizadores bioldgicos, blanqueador 6éptico, realzador de blancura,
agentes anti redepositantes, aditivos de proceso, perfume vy
coadyuvantes

Ariel liguido | Alquil sulfato de sodio etoxilado, alquil benceno sulfonato de sodio

concentrado lineal, alcohol etoxilado (tensioactivo no idnico), estabilizante,

coadyuvante, quelante, enzimas, conservante, colorante, fragancia y
agua.

Nevex liquido

Lineal alquil benceno sulfonato de sodio, alquil éter sulfonato de sodio
(tensoactivos anidnicos), alcohol graso polietoxilado (tensioactivo no
idnico), coadyuvantes, agentes reguladores de viscosidad y pH,
neutralizante, blanqueador dptico, perfume, catalizadores bioldgicos,
preservantes, colorante y agua.

Persil liquido

Propilenglicol, agua, abrillantador dptico y colorante. Quimicos: Acido
dodecilbenselsulfonico (1-5%), Lauril éter sulfonato de sodio (5-15%).
Enzimas (0.1-0.5%)
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