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Resumen. 

[1 objetivo de etc	ihi '	p011 iiCaClOfl	iacl 1/IC10fl de proteasaS 

extiaceluiares de pscudomonas así Como correlacionar la presencia de plásmidos 
en las las cepas 

con la síntesis de proteasas y por último la identificación de las cepas, para ubicarlas dentro 

del género de Pseudomonas mediante la determinación del porcentaje de homología de la 

secuencia de] gen ARNr 16S con secuencias patrón. Las cepas empleadas fueron 

/-c'leIO/IiO/h/. sp. C6 1 aislada de carne de res y P. /!uorescens B52 aislada de leche. de esta 

ultima se ha reportado la producción de una proteasa. la cual ha sido purificada y 

caracterl7ada. La primera etapa consistió en optimización de la producción de proteasas en 3 

niedios base (TSB, BHI, CN). a los cuales se les adicionó diferentes concentraciones de 

inductores: CaCI7 a 1. 3 y 5 mM y leche descremada en polvo a 0.2 y 0.4 %. Obteniendo la 

mayor producción de proteasas a las 24 h a 19±1°C y 200 rpm en el medio TSB con CaCl 2 5 

mM para ambas cepas de pseudomonas. Este medio fue empleado para producir las proteasas 

\ posterior pin Icación y caracleri/aclon de sta. 

Para la purificación (le las proteasas. primero se realizó la producción en medio TSB 

con CaCl 2 5 mM por 24 h a 1 9± 1°C y 20() rpm, posteriormente la fracción celular fue 

eliniinada por centrifugación quednidose sólo con el sabrenadante. Las proteasas contenidas 

en el sobrenadante se concentraron por precipitación con s'il lato de amonio cutre O y 65o de 

/	i sud,. en ( :s,ss las /il,/. has 
1.5 'I('((I 1 1am ¿ sss jta.
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saturación. Para la purificación de las proteasas se emplearon métodos crornatográfícos 

(hidrofóbico, filtración en zel e intercambio iónico) asi como también isoelectroenlbque. 

obteniendo los mejores resultados de purificación por isoelectroenfoque ya que reduce el 

tiempo de purificación, se obtiene un mayor rendimiento y debido a ésto la proteasa de C6I, la 

ca! presentó mayor sensibilidad a la ausencia de calcio en las etapas de purilicacicin. se nudo 

puii ficar en una mayor cantidad. 

Las proteasas obtenidas fueron caracterizadas hasándose en su pl 1 óptimo, estabilidad 

al pl 1. temperatura ol i ma \ icrnioestahi dad. asi como también el electo de lufles mcml icos e 

mb ibidores LIIIII/andu caseína como sustralu. Obteniendo para la pi'oiea'a de COI una 

actividad máxima a pH 8 y para la proteasa de B52 una actividad máxima en un intervalo de 

pH entre 7 y 9, ubicándolas como proteasas alcalinas. Las dos proteasas presentaron una alta 

estabilidad en un amplio intervalo de pH de 3.6 a 10; a valores de pH mayores y menores de 

este intervalo las proteasas perdieron rápidamente su actividad. La proteasa de C61 presentó 

una actividad máxima a 40C mientras que para la proteasa de 1352 fue cutre 40 (Y'C. Con 

respecto a la tcrmoestahilidad, las dos proteasas son ternoestables, presentaron un 

comportamiento similar entre 5 y 100°C durante un tiempo de incubación de 30 mm, las dos 

presentaron máxima actividad entre 5 y 40°('. posterior disminución entre 40 y 60 u C . seguido 

LIC un recuperación de la actividad (pero menor) entre 60 y 100°C, con un máximo en 80GC. 

1-. ,,te comportamiento ha sido reportado para otras proteasas termoestables de cepas de 

ci idoi i ion as. 

R1i en ( e,u,a i	 -
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Para determinar el efecto de iones metálicos e inhibidores sobre la actividad de ambas 

proteasas. se emplearon diferentes concentraciones de sales, agentes quelantes y agentes 

desnalurali/anles. La proleasa de C61 fue más sensible a la presencia (le iones Fe, Zn 

( u	1 ie . así como por los aeentes quelante EDTA y o-fnantrolina y los agentes 

1 ra 1 iutes SI) y urea. Lii cuanto a la proteasa de B52 fueron Ni2*, Cu 2 , Zn2 y Hg - 

-ft'nantro1ina. SDS (0.25%) y urea (3 M). El agente reductor ,6-mercaptoetanol no tuvo efecto 

sobre la actividad lo cual indica la ausencia de enlaces disulfuro en la molécula. Las proteasas 

se claSLticarofl como metaloproteasas 

e determino el K 1 , de las dos proteasas uuhtando caseína e 01110 sustrato, el valor de 

!\,,, lic la prOteaS3 de ('0 1 lue (le ().0 ni g mL	de H52 de (1)3509 mgmL. Las dos proteasas 

picntaroi1 i11l]ihiCiOIl por sustrato a concentraciones de caseína por arriba de 0.6 mg/niL 

La el ¡mi nación de plósmidos o curado de las dos cepas se llevo a cabo a alta 

tenipei-atura ( 42 c C) . El antibiograma realizado flOs indica que las dos cepas son resistentes a 

cloranilnico1. ampicilina. ritanipicina y en menor grado a tetraciclina y kananiicina. No se 

correlación entre la producción de proteasas y ]a presencia (le plásmidos en las dos 

cep;is.L des cepas portan plásmidos restringidos de gran tamaño. 

Por último la identi Ocación de las dos cepas se llevó acabo mediante la determinación 

del flCCfit9C (le homología de la secuencia del gen ARNr ]OS con secuencias patrón de 

pseudonionas del banco de secuencias de la EMBL. Los resultados indican que las dos cepa' 

observo

 

-
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pertenecen al género de Pseudo,nona. Tanto Pseudonionas sp. C61 y P. fluorescens B52 

presentaron una gran homología (100 y 92 % respectivamente) con Pseudomonasfluorescens 

bv. C y Pseudomonas gessa!?iii. 

')i ¡Ja ,Z (Ufl 'hl	 u ¿ \	 4 
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Sumrnary. 

This thesis studied purification and characterization of extracellular pi-oteases obtained 

lrom two pseudonionads strain, and the presence of plasmids in pi-oteases synthesis. The 

stiains were also identified as Pseudomonas sp. by 16S rRNA gene sequence homology. The 

studied strains were: Pseudomonas sp. C61 isolated froni beef, and Psewio,onas!1i,o,r',i.-

1352. isolated 0oii ' i lk. P. fJuor'ux. the control, reported as protcase-producing strain. was 

rcvious]y puritied and characterized. The lirsi part of the thesis was focused on protease 

production optinlization. The strains were grown in three basic media (TSB, BHI, CN), added 

with inducers: CaCl (1, 3 and 5 mM) and skimmed rnilk (0.2 and 1)4%). The highcst 

production f'or both strains ovas obtained when grown in TSB mediuni + 5 mM CaCi for 24 h 

at 19+1 C, 201) rprn continuous a gitation. This culture mediuni \ as later used to produce. 

ptui fv and charicicri ¡e thc slr'ai iis 

Protease puritication was carried cnt growing the stralns in FS13 medium w'ith 5 mm 

( aCl for 24 h at 19±1 °C. 200 rpm . Afier centrifugation, the ccli pe]lct was discarded. 

Proteases iii thc supernatant mícre concentrated by precipitation with O to 65% satumation 

immonium sulfate and purified hv di fferent chromatographic mcthods (hydrophobic, gel 

Oltration, iOmC exehange) as ve1] as by, isoelectrofocusing. The best purification rcsults wele
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obtained by isoelectrofocusing givinzoperation time reduction and yleid increase. This 

rnethod allowed ihe purification of relatively large arnounts of protease produced by C61; this 

lit-otease liad the highest sensitivity durina the purification stages iii the absence of calcium. 

Tlic ohta;ncd proteases v•ere characterizc'd on the basis of optimilm pH. stability to pl 1. 

optimuni temperature and heat stahilitv. as Nvell as by their behavior iii presence of metallic 

ions and inhihitors, using casein as substrate. The results showed that protease C61 liad a 

maximum activit y at pH 8, for protease B52 the maximum activity was in a pH range between 

7 and 9. Thereldrc hoth vere alkaline proleases. The two proteases were highly heat stable in 

a wide pl-1 range. ftom 3.6 to 10: outside ihis range proteases lost their activity iii a short lime. 

\iaximurn acti\ u y br protease C61 wa at 40C \vhereas for B52 it was between 40 and 50°C. 

loth proteases were heat stahle, they sliowed similar behavior between 5 and 100°C during 30 

miii incuhation time: their maxinium activity was betweeii 5 and 40°C, decreasin g from 40 lo 

60'C and were reactivated to lower lev cis tlian the original al 60 to 100°C, dic maxirnum was 

al O C. This bchavior has been reportcd tbr other heat siable pseudomonads. 

Several salts, chelams and denaturing agents were tested to study their effect on 

protease activity. Protease C61 was sensitive to Fe", Zn 2 , Ni 2 ', Cu2 and Hg2 as well as lo 

I'l)TA and o42nantroline. SDS and urea. Protease B52 was sensitive lo Ni 2 ', Cu 2 , Zn 2 and 

11g ' , and lo o-fenantroline, SDS (0.25%) and urea (3M). ,B-mercaptoethanol, a reducing 

¿iacnt. liad no ctTcet on protease activity, indicating the absence of disulphide honds. The 

'macs were thcrcl'orc classificd as nieta! proteases.

6



K 1 was calculated br both proteases using caseui subsirate: tor C01 1 z', - 0. 11)7 

n igirnL, for 1352 K,,, = 0.265 mg/mL. Both proteases showed inhibition hv suhstratc vhen 

rasein \\'US plesent at more 1 han ().() i1!:1111.. 

Paismid elimination, or curing, in both strains vas calTied out at 42C.Amibiograms 

showed that the two strains ;'erc resistant lo chloramphenicol, ampiciihn, rifampin and, in a 

esser extent, lo tetracycline and kanarnycin. There was no corre]ation between protease 

production and presence of plasmids in both strairis: both have large restricted plasmids. 

Finallv. ihe two straills were identifled by homology percenlage oí thcir 1 6S rRNA 

ene sequence with a pseudomonads sequence pattern, taken froni an EMBL database. Thc 

rcsults showed that both strains were of genus Pseudomonas. Pseudomonads sp. C61 liad 

1 (}O°" homology aud P. f1uores'cL'Fr B52 vas 92°/a with respeci lo JL'liiQ/1?O/1U.'t  

and /)5 1Ih)/?1o/11 ,'.\(1)(1/l. 
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1. Introducción. 

1	 L.'	 .	 L2	LI	i 	\ 13ILI0UOIU, ILILCUI 

papel !T portni!e en la hiodeeradación de niateria orgánica. Los psicrótrofos son capaces de 

dividirse a 0°C y crecer óptimamente a temperaturas alrededor de 20-25°C, mientras que los 

psicrófulos tienen temperaturas de crecimiento óptimas por debajo de 16°C y una temperatura 

írite de 2ft1C (Margesin y Schinner, 1993). Numerosos microorganismos psicrófilos y 

oicrótrofos provenientes de ambientes fríos tanto terrestres como 'arinas. se sabe que 

H Iducen proteasas extracelulares. La producción de proteasas extracelulares ha sido estudiada 

cn una LI MII variedad de microorganismos inclu yendo Bacillus, Vibrio, C/i,nulauiciiuiu. 

S/Ta1ia. Ichoinobacte y Psc'udomonas (McKellar. 1982). 

11 género de Pseudonionas que agrupa a bacterias Grani-negativas bacilares, aerobias. 

qtlinl oreanotrolas o quimiol itdtroIts iacultativas . oxidasa positivas. con metabol isilio 

respi ratono y . generalmente, doladas de movilidad mediada por uno o varios flagelos polares. 

l-ie género incluye una gran diversidad de especies saprófitas, que habitan en el suelo o en 

bibitats acuáticos, así como otras muchas que parasitan y causan enfermedades en plantas. 

animales y en el ser humano. La enorme versatilidad metabólica de las especies de 

7('ULIOfl1O/1ÜS las ha convertido en los organismos de elección, en procesos industriales de 

iiidc[ei loro u 11i reniediacii:n. 

í	cii ( 'ni Ia.I fin ,/n'as,



En los últimos años el interés sobre el estudio de enzimas niicrobianas ha aumentado, 

debido a su gran diversidad, alto rendimiento, así como bajo costo de producción a gran escala 

su suscctihilidad a manipulación genética en comparaclon con las enzimas de origen 

i ctudo de las enzimas, las cuales son delinidas como catalizadores 

biológicos, es de suma importancia, va que el conocimiento generado acerca de su producción, 

aislamiento. puriflcación y caracterización, permiten establecer estrategias de manipulación iii 

i'ii'o. Por otro lado, la poca diversidad de aplicaciones biotecnológicas de proteasas de origen 

inicrohiano, asi como también su poca disponibilidad comercial. En el caso particular de 

pmteasas del género de Pseudoinonas, han recibido poca atención las posibles aplicaciones 

hiotecnológicas a escala industrial, y los estudios realizados se han enfocado mas al aspecto 

per j udicial tanto clínico corno de alteración de alimentos frescos, mermando su aceptación. 

Por tal razón el estudio sobre los mecanismos (le producción y acción de estas proteasas de 

peudonionas permitirán comprenderlas mejor y proponer posibles aplicacicuc 

hiutecnológicas y ampliar la diversidad de usos hioiccnoldgicos.
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2. Revisión Bibliográfica. 

A. Diversidad del género Pcudomonas. 

¡ género de Rveiédoinonas abarca al grupo más diverso y ecológicamente siwufícatrvo 

de bacterias sobre el planeta. Los miembros de este g .ímero se han encontrado en gran número 

cii la mayoría de los ambientes (terrestres. aguas dulces y marinos) y también formando 

asociaciones íntimas con plantas y animales. Esta ¿stribución universal sugiere un grado 

importante de adaptabilidad fisiológica y genética (Spiers y co!.. 2000). 

1 mncro de I'l/(Ionlonu. incluye especies con funciones dc importancia ecológica y 

cconornica relacionadas con la salud. Algunas especies son patógenas de plantas (De Vos \ 

col.. l95: Stead, 1992), mientras otras son patógenas oportunistas de animales o humanos 

(Gilli gan, 1991: Palleroni, 1992 Tyler y col.. 1995). Algunas especies actúan como 

pro11otoras de crecimiento y supresión de patógenos en plantas por lo cual han sido usados en 

ci control biológico (Keel y col.. 1996: O'Sullivan y OGara. 1992). L:iia propiedad 

inlportantc de algunas especies o cepas es su versatilidad metabólica, haciéndolas un elemento 

importante para el uso en hiorremediación (Palleroni, 1993; Sayler y col.. 1990).
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Las evidencias de la diversidad fisioló gica se conocieron desde los estudios 

bioquímicos realizados por Stamcr, Palieroni y Doudoroff (1966) en el campus de Berkeley de 

la universidad de California. Estos científicos estudiaron la capacidad de cepas de 

Pscudomonas tira degradar cina 2ran variedad de substancias incluyendo compuestos 

lfltiCUS (tOiUCflO, ;u- o p-\nO. hndo	icr1vado', h:l'en: os y residuos, rlcitrante 

oranicos (letra- 'e di, clorohenieno). 

La diversidad dentro del género no esta limitada a una característica fisiológica, 

también está reflejada al nivel genético, evidenciando que la diversidad en la arquitectura del 

cnoina. tantoementos cro11u)scmico COflIO cxtracronionnviles. C5 fundamcr tal. Los 

estudios de huella digital ("Iingcrpnnung) llevados acabo por varios i nvestigadci 

(Grothues 'e col.. 1988: Rainev y col., 1994; Ginard y col.. 1997) han revelado un alto gi,.idi 

de polimorfismo de fragmentos de restricción tanto entre cepas de una especie corno cnn. 

cenas eirechaniente relac i onadas fenotipicuniente (Spiers 'e col.. 2001)) 

2. 1. 1. ( ilfl.iUS (/' la t/iirsidat/. 

NI cho reportes documentan la di\ crudad a nivel del organismo enterO 1 col.. 

2flí0: otros estudios documentan la diversidad en términos de la secuencia de ADN o de Li 

\anacion en proteínas especificas u otras macromoléculas, tales corno lipopolisacáridos 

Paramente zn considerados las causas 'e significados ecológicos de esta d!\ eridad. aunque 

II 
rl
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las causas evolutivas de la diversidad biológica y su significado son dos de los temas 

Cundamentales y urgentes de investigación en biología. 

La diversidad surge y es mantenida a través de a interacción entre lactores ecologicos 

Spierv coL. 2O(	¡ a muac ón c ¡a úlnina causa. pero la ariacún generada 

por illutación y recombinación es ordenada y adaptada por selección, sujeta a las leyes de la 

cenética (Spiers y col., 2000). 

Spiers y col. (2000) reportan que con excepcltn (le lla e\lc!i. coeccain (.IC gcl1c 

reguladores. los cuales parecen no ser caracteri ca	naO cu anncatc	a ¡taL 

que hagan del género niis evolucionados que otras bacterias. Sin e a... 

I1\orecen la explicación de que la diversidad se debe al hecho nada menos que a una histora 

evolutiva larga y exposición continua a una gama amplia de ambientes espaciales 

temporalmente complejos. Una evidencia de que esto	..:	... 

revelada un experimento simple de selección, en e 

son propagados en un ambiente espacialmente heterogéneo (un caldo de cua 

estilico). Fu el espacio de una semana esas poblaciones rápidamente diversifican, produciendo 

un rango de nichos genotipicamente especializados (Rainey y Travisano, 1998). Sin embargo, 

trabajos sobre una población de P. fluorescens mostró 11..	.	 ... 

.: ............... L	.	..	 .Li:H	..-	... 

iicilu iccder en una semana, entonces a diversidad de Pseudomonus llega a ser un poe
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sorprendente dada la ancestral historia evolutiva de] género	la vasta cornp!eidad de 

ambientes naturales. 

2.2. Aspectos taxonómicos de género Pseudoino,zas. 

El punto crucial del desarrollo de un sistema taxonómico para Eseudomonas fue la 

introducción de una propuesta que evaluó la relación entre los organismos más distantes, 

definida por experimentos de hibridación de ADN-ADN, los cuales se han realizado para 

evaluar la relación entre las especies asignadas a varios grupos fenotípicos. 

Al género I'seudoinonas pertenecen los psicrótrotos más comunes aislados de leche. El 

tipo no psicrótrofo más importante es P. aeruginosa, la cual puede ser fácilmente separada de 

otras pseudomonas por su crecimiento a 41 C C y por su habilidad a producir piocianina 

(Suhren. 1989). Entre las pseudomonas psicrótrofas de origen lácteo se han descrito: P. 

tjiunv.çcenç . P. fragi, P. pulida y P. purre/áciens. P. /luorescens a la vez está dividida en 5 

hiovariedades 'y P. pulida en 2 hiovariedades. Las pseudomonas fluorescentes de suelo y agua 

ltcron descritas por primera vez en 1886 por Forster (Suhren, 1989). Se reconocieron dos 

biotipos, diferenciados por su capacidad de licuar gelatina, lo cual mantuvo los nombres de P. 

ffuorescens (licitante .) y P. pulida (no licuante) (Subren, 1989: Palleroni, 1984: Thomas 'y 

I)ruce. 197 l). 

/	raJn en ( ¿encía, 	 13 
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Han sido publicados en los últimos 40 años numerosos artículos sobre los aspectos 

taxonómicos de pseudomonas. Staiiier y col. (1966), definieron la diferenciación de 

Pseuc/ononas sp. por su habilidad de utilizar diferentes compuestos como fuente de carbono. 

Sin embargo, para llevar a cabo esta clasificación, necesitó de muchas pruebas lo cual es un 

inconveniente para estudios de naturaleza estrictamente taxonómicas. En microbiología de 

alimentos el sistema reportado por Shewan y col. (1960), es ampliamente usado; está basado 

en la habilidad de producir pigmentos fluorescentes y de reaccionar al medio de Hugh y 

Leifson (1953). 

Los estudios taxonómicos han mostrado que algunas cepas pueden ser claramente 

identificadas a pesar de ligeras variaciones del fenotipo ideal, mientras que otros fenotipos son 

intermediarios entre P. Jiuorescens y P. putida o P. jluorescens y P. fragi (Samagh y 

Cunningham. 1972; Juffs, 1973; Richard, 1981; Shaw y Lattv. 1982). La distinción entre los 

intermediarios, sin embargo, no ha sido confirmada con estudios de homología de ADN 

(OConnor y col.. 1 96). K\\ an y Skura (1 98) no observaron similitud entre el grupo 

fluorescente y P. ,fi-agi de leche bronca. La cepa de P. yragi aislada no produjo pigmentos 

fluorescentes o fosfolipasa y no licuó la gelatina. Los aislados del grupo fluorescente - P. 

aeF-uginn.a. P. fluorescens, P. putida - fueron diferenciados de los aislados de cepas no 

fluorescentes por sus pigmentos fluorescentes, aunque algunos de los grupos formados no 

sintetizan pioverdina (P. fluorescens biovariedad 11 y biovariedad V) (Palleroni, 1984). 

en Ciem !I 1	 IX
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1-1 género de Pseudon,onas sensu estricto pertenece a la subclase y de las 

protobactcrias e incluye tanto a Pseudomonas sp. fluorescentes como a algunas especies no 

fluorescentes (Kersters y col.. 1996) (Figura 1). Este género está formado por: (i) 

Peu(Io/?zo/las fluorescentes fitopatogénicas citocroilio c oxidasa positivo tales conio 11. 

c,cliorti, P. marginalis y P. to/aasii, así corno cepas no fitopatogénicas y no necrogénicas tales 

como P. fluorescens, P. putida, P. chlororaphis, P. aureofaciens y las especies de P. 

aeroginosa; (u) Pseudonionas sp. fluorescentes fitopatogénicas necrogénicas sin citocrorno e 

oxidasa: P.svringae, P. viridejiava; (iii) Pseudornonas sp. no fluorescentes: P. fragi. P. 

s'u!:eri. P. mendocrina, J alcaligeues y P. pseudoalcaligenes (Kersters y col.. 1996; Bossis y 

col.. 2000). 

• 1.11-izi

en	Biológicas. 
Er,,e.vin .1 lanix Garín.
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fi Proieohacieria_-

Lepiothrrx. S1,ha'rot,1u. 

Hurkholderia Aicalig'ne.v. l'U/vFlli lhU 1 

.1 /a/igeiies. Bordk/la. 7avIore/IU .,_\ ) 

Tel/urja, ¿oo1,'a 

Ral.vto,ria 

.kenel/a. Kmjeikj.Vets.scrw 

Proteo bacteria

? ProteO/ki( tele' 

V!,:tjzUrnuna..,VileUa

Pseudoinonas 

Chronioa/ohuc'iet. De/eya, 
ttulantona.s, lIalo'h,i 

Phoiohacier:uui. Vi/,,i, 

Bíi,çivhaí,c'r. CC41i/U/U1L (&9. 

Rh,:monas. Sphingcniana.' 

- ¡/revundinu,na., Cii,Ioba-:cr 

Meihylobacfrrrum 

8 Proteoba 101i1 \	,lf;pia. B,ud;rhi:o/'ium, \iohocft'r. 
Rizvdop.wudornonar 

Agrobactcrum, Burlonel/a, 
BrueIla, P/lot,cjcfrrjum

a Proleohacteria 

Fuente: Bossis y col.. 2000. 

Fiwjra 1. Relación filogenética del grupo protobacteria conteniendo especies que 

antiguamente o inicialmente fueron asignadas al género de Pseudonwnas 

(negritas) y grupos elegidos. 

2.3. Métodos de identificación y clasificación de bacterias. 

La identilicación y clasificación de bacterias son de importancia crucial en la 

microbiología ambiental, industrial, médica y agrícola, así como ecología microbiana. Un 

número de dikrcntes métodos fenotípicos y genotípicos son empleados para la identificación 

y clasificación microbiana (Figura 2) (Louws y col.. 1996; Rademaker y col., 1997). Cada uno 

de estos métodos permite un nivel de clasilcación, desde género, especie, subespecie. 

hiovariedad de la cepa. Sin embargo, cada método tiene sus ventajas y desventajas con 

U, HI,)/(,L'U ,1.'	 16 
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respecto a su Iicilidad de aplicación, reproducibilidad. requerimiento de equipo y nivel de 

resolución (Akkermans y col., 1995). 

Familia	Género	Especie	Subespecie	Cepa 

Secuenciación de ADN 

Secuenciación de ADNr 165
1 

ARDRA	 1 

Hibridación ADN-ADN 

ARNr-RCP	
II 

ITS-RCP 

RFLP LFRFA PFGE 

Multilocus Isozyrne 

Perfil de proteínas de células enteras 

1 AFLP 

1 RAPD's APPCR 

A Rl )RA, amplified ribosoiiial DNA restriction analysis: ITC-PCR. Internal iranscribed spacers 
l'UR: PCR-RFLP, PCR-restriciion fragrnent lcngth polyrnorphisnis; LFRFA. Low frcquency restriction 
frirnent analvsis: }'FGE. Pulsed-fleld gel electrophoresis: AFLP. Amplified fragment lcngth 
pnI rnorphism: RAPD. Random amplified polvniorphic DNA: rcp-PCR, repetilive cxtragenic palindromic 
)( k

Figura 2. Resolución relativa de técnicas de ADN y huella digital. 

Para la identificación y clasificación de microorganismos los métodos basados en ADN 

han emer g ido como los más confiables, simples y baratos. De hecho, la asignación de género y 

especie z c ha basado tradicionalmente en métodos de hibridación de ADN-ADN (Wayne y 

col.. 197) y la filogenia moderna se ha basado en el análisis de la secuencia del segmento IÚS 

del ARN ribosomal (Woese, 1987 Stackehrandt y Goehel, 1994). 

J),cioradu	(UlZ(lII' /1iO!I)(jIl(S	 1 7 
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2.3.1. Estudios de similitud de ARN ribosomal ('ARNr) en la identificación de 

Pseudornonas sp. 

La información taxonómica puede ser obtenida del ARN ribosomal por la generación 

de catálogos de nucléotidos y la determinación de las similitudes de secuencias de ARN 

ribosornal (Jay, 2000). H rtbosoma de procariontes es una unidad denominada 70S, la cual 

está compuesta de dos subunidades funcionales separadas: 50S y 30S. La subunidad SOS está 

compuesta de ARNr 23S y 5S y un conjunto de cerca de 34 proteínas, mientras la subunidad 

30S esta compuesta de ARNr 16S más cerca de 21 proteínas (Figura 3) (Jay, 2000). 

Ribosonia 

70S 

30S SOS 

/\ /\ 
16S	21 34	23S+5S 

Proteínas

Figura 3. Subunidad 70S del ribosoma de procariontes. 

La subunidad 16S es altamente conservadora, es decir, de baja tasa evolutiva (1-2% de 

variaciones en la secuencia cada 50 millones de años) y es considerado un excelente 

cronómetro molecular de bacterias debido a que es posible determinar el tiempo transcurrido 

desde la diver gencia evolutiva entre organismos lejanamente relacionados así como especies 

estrechamente relacionadas que comparten la misma molécula. El fragmento ARNr 16S puede 

L .-I.í-!:t
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ser secuenciado mediante el uso de lranscriptasa reversa, la cual produce un fragmento largo 

acotado (cerca del 95% de la secuencia total) lo cual permite la determinación precisa de ¡a 

relación uilogenética (Jay. 2000). 

Un protocolo específico de detección, inde pendiente del crecimiento, para 

Pseudon,o,ias podría representar una herramienta valiosa en estudios ecológicos y de 

diagnóstico de este género (Widmer y col., 1998). El último, y quizás la etapa más 

significativa en el proceso de desarrollo de un sistema taxonómico de especies de 

Pseudomonas. fue la aplicación de estudios de similitud de ARN ribosonial (ARNr) en un 

esfuerzo para entender la naturaleza peculiar del grupo de las Pseudomonas. ya que éste 

comparte diferentes niveles de similitud de secuencias genómicas en muchas especies 

(Pailcioni, 1993). Los avances recientes en técnicas moleculares, ecológicas y taxonómicas 

abren una ruta para el diseño de protocolos de reacción en cadena de la polimerasa (RCP) 

altamente específicos, especialmente en la detección del gen ARNr 16S (Amanri y col., 1995 

Moyer y col.. 1995; Weidner y col.. 1996). El diseño de oligonucleótidos iniciadores 

especilicos o cebadores ("Primers") para amplificar el gen ARNr l6S de un género mediante 

RCP depende tanto de una taxonomía molecular bien definida como de una serie 

representativa de secuencias patrón (Boye y col.. 1995; Widrnery col., 1998). 

Las secucncias nucleotidicas analizadas por los distintos laboratorios son recopiladas 

regularmente en los bancos de datos informáticos, siendo el GenBank (contratado por el U.S. 

National lnstitutc of Hcalth), el Rihosomal Database Project (RDP) y el European Molecular 
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Biolouv Laboratorv (EMBL) los más conocidos e importantes. Todas estas secuencias están 

disponibles para que los investigadores puedan realizar estudios de sistemática. 

Aunque algunos investigadores han intentado usar las diferencias en la secuencia del 

fr;wnento ARNr i6S para diferenciar bacterias a niveles de género y especie (O'Ca]!aghan y 

col.. 1994). se ha encontrado que la secuencia ARNr 16S es totalmente invariable cuando se 

comparan organismos estrechamente relacionados. Sin embargo, éstos no son considerados 

como patrones óptimos para el desarrollo de pruebas de diferenciación de especie específicas 

(Tvler y col.. 1995). 

2.4. Enzimas proteolíticas. 

Las proteasas son la única clase de enzimas que ocupan una posición fundamental con 

respecto a sus aplicaciones tanto fisiológicas como comerciales (Margesin y Schinner. 1993: 

Roa y col.. 1998). Las proteasas son enzimas que catalizan el rompimiento de enlaces 

peptídícos. Estas están presentes en todos los organismos vivos, en los cuales desempeñan 

variadas funciones fisiológicas. Las proteasas pueden ser tanto exopeptidasas, cuando la 

acción es dirigida sobre el grupo amino o carboxilo terminal de la proteína, o endopeptidasas, 

la cual rompe enlaces peptídicos internos. Las endopeptidasas, llamadas también proteasas, 

están divididas en cuatro clases (esta clasificación esta basada en el mecanismo catalítico del 

centro activo o al efecto del pH): proteasas serínicas (Ec 3.4.2 1) que tienen tina histidina en su 

Centro activo y una setina involucrada en el proceso catalítico, proteasas cisteinicas (F:c 3.4.22) 
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las cuales tienen una cisteína en el centro activo, proteasas aspárticas (Ec 3.4.23) tiene un pH 

óptimo por debajo de 5 debido a que está involucrado un residuo ácido en el proceso 

catalítico, y metaloproteasas (re 3.4.24) que usan un ion metálico en el mecanismo catalítico 

\\'andcrsnian. 19S9: \iar geslil y Sehinner. 1993). 

Los avances en técnicas analíticas han demostrado que las proteasas llevan a cabo 

modificaciones altamente específicas y selectivas de proteínas tal como activación de formas 

z.imógenas de enzimas por proteólisis limitada, coagulación de sangre y lisis de coágulos de 

fibrina, procesos y transporte de secreción de proteínas a través de las membranas. En 1996 se 

reportó un valor estimado de Si billón de dólares en ventas de la industria de enzimas a nivel 

mundial (Godfrev y West. 1996). De la industria de enzimas, ci 75% son hidroliticas. Las 

pmteasas representan uno de los tres g randes grupos de esta industria y da razón del 60% del 

total de ventas mundiales (Figura 4) (Roa y col., 1998). Las proteasasejecutan una gran 

.ariedad de funciones, desde nivel celular de órgano y organismo, hasta para producir 

sistemas en cascada tal como homeostasis e inflamación. Son responsables de procesos 

compleios involucrados en la fisiología normal de la célula tal como condiciones anormales 

paioflsiológicas Están involucradas en el ciclo de vida de organismos causantes de 

en1rmedades llegando a tener un objetivo potencial en el desarrollo de agentes terapéuticos 

contra enfermedades fatales tales como cáncer y SIDA. Las proteasas tienen un gran historial 

de aplicaciones en la industria de alimentos y detergentes. Su aplicación en la industria de la 

piel o cuero. en etapas de eliminación de pelo y lavado de pieles, sustituye e] uso común de 
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químicos tóxicos (sulfuro de sodio) siendo una alternativa relativamente nueva lo cual da una 

importancia biotecnológica adicional (Roa y col., 1998). 

Tripsn

Refinas 

Otras

7^21 % \ 1

18 % 

Proteasas	

10 1/11 

Alcalinas

Am ilasas 

Otras 
('arbohidrolasas 

1. ipasas 

Enzimas 
Analíticas 
Farmaceúticas 

Fuente: Roa y col., 1998. 

Figura 4. Distribución mundial de ventas de enzimas. 

Hoy eii día, las proteasas de origen animal y vegeta] no han podido satisfacer la 

demanda mundial debido a su baja diversidad, bajo rendimiento y altos costos de producción, 

por lo cual se ha incrementado el interés en proteasas mici-obianas. Los microorganismos 

representan una excelente fuente de enzimas con una amplia diversidad bioquímica y 

susceptibilidad de manipulación genética. Las proteasas microbianas cubren aproximadamente 

el 40% de las ventas totales de enzimas (Godfrcy y West. 1996) y son preferidas debido a que 
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poseen casi todas las características deseadas para sus aplicaciones biotecnológicas (Roa y 

col., 1998). 

A pesar del hecho de que proteasas (Fc 3.4.--) de varias fuentes (por ejemplo, 

suhti!isina, qulmotripsina y papama) son eficientes y frecuentemente usadas como 

catalizadores para la formación de ésteres y reacciones de hidrólisis, las proteasas de 

pseudomonas no han recibido recibido mucha atención, situación anómala si se considera la poca 

disponibilidad comercial de proteasas de pseudomonas (Wubbolts y Witholt, 1998). 

En el caso particular de proteasas del género de Pseudomonas, los estudios realizados 

se han enfocado al aspecto perjudicial tanto clínico (Bodey y col., 1983; Guiot .y col., 1981: 

Schimpff, 1980: Zhou y col., 1997) corno de descomposición de alimentos frescos 

almacenados a temperaturas de refrigeración (Kirsch y col.. 1952: Brown y Weidemann, 1958; 

A yres, 1960: Ja, 1966: Cousin y Marth. 1977: Law y col.. 1977; Stepaniak y col., 1982; 

Venugopal, 1990: Hernández, M., 1991: Hamilton y Ahrnad, 1994) y recientemente en menor 

medida a aplicaciones industriales (Bustos y Michael, 1994; Wang y Chio, 1998; Oh y col., 

2000)

Pseudomonas aeruginosa es el mayor causante de enfermedades nosocomiales, es un 

patógeno oportunista y puede causar infecciones fatales en huéspedes inniunodeprimidos, en 

pacientes con leucemia o fibrosis quística (Bodev y col.. 1983: Guiot y col.. 1981; Schirnpíf. 

1 90: Zhou y col.. 1997). Esta vru1encia esta reiaconada con la secreción de vai- ias proteinas 
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extracelulares (Liii. 1974). La P. aeruginosa secreta dos proteasas, una alcalina y una eiastasa, 

las cuales son responsables del daño de tejido por degradación de elastina, colágeno y 

proteo glicano, también son responsables de la degradación de proteínas cuya función es de 

defensa en el huésped in vivo (Sakata y col., 1993: Vermelho y col.. 1996). 

Los microorganismos que crecen en carne fresca a temperaturas bajas han sido 

descritos por varios investigadores (Kirsch y col.. 1952; Brown y Weidemann. 1958; Avres, 

1960: Jay, 1966; Venugopal, 1990; Hamilton y Ahmad. 1994). Aquellos que predominan y 

determinan los cambios a bajas temperaturas en carnes descompuestas son bacterias Gram-

negativas de los gér "os de Pseudoinonas. Alca/igenes. Acinetobacter. Aloraxe/La y 

Aeromona.s (Jay. 2000). Los cinco géneros de bacterias Gram-negativas son aerobias, su 

crecimiento se favorece en condiciones de baja temperatura y alta humedad relativa. La alta 

solubilidad superficial de gases. en parlicrilar O. también favorece su rápido crecimiento. La 

preferencia de estos microorganismos por sustratos simples sobre los complejos en músculo 

fue propuesta inicialmente por Beatty y Collins (1939). Estos investigadores especularon que 

la deterioración del músculo de pescado era caracterizada por dos fases distintas. La primera 

involucra la oxidación de ácido láctico, nucleótidos, azúcares y otros carbohidratos, mientras 

que la segunda fase es un ataque sobre aminoácidos y proteínas. El inicio de la 

descomposición aeróhica está en función del metabolismo de las pseudomonas. Inicialmente 

estas bacterias crecen a expensas de la glucosa, sin generar subproductos de mal olor. Cuando 

la densidad celular excede de 10/g de carne, la concentración de glucosa en la carne llega a 

ser insuficiente para la demanda bacteriana y los microorganismos empiezan a secretar 
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proteasas, por lo que en esta etapa es esencial el catabolismo de aminoácidos y proteinas para 

su sobrevivencia (Venugopal. 1990). Las Pseudoinonas sp. constituyen el único grupo de 

bacterias predominantes que descomponen a la carne fresca en refrigeración. Este género es 

dominante en alimentos frescos por virtud de su habilidad para iniciar rápidamente su 

crecimiento a bajas temperaturas, a su alta tasa de crecimiento y a su competición exitosa con 

otros psicrótrofos (Gil y Newton, 1977: Gil, 1983; Greer, 1989). Además, su crecimiento no 

es restringido por el pH dentro de un intervalo de 5.5 a 7.0. Metabólicamente, estas 

pseudomonas de descomposición tienen una alta capacidad oxidativa, y pueden utilizar una 

gran variedad de compuestos nitrogenados solubles de bajo peso molecular como fuente de 

energía (Greer, 1989). 

Las Pseudomonas llegan a ser la flora dominante, en leche fresca almacenada en 

refrigeración durante períodos largos. sin embargo son eliminadas junto con el resto de la 

microflora durante la pasteurización (72°C por 15 seg): secretan proteasas y lipasas 

termoiTesistente que causan la descomposición de muchos productos lácteos, especialmente 

productos esterilizados a temperaturas de ultra pasteurización "UHT" (138°C por 2 seg ó 

142°C por 2 seg) (Law y col., 1977: Stepaniak y col., 1982; Hernández, 1991). La aparición 

de sabores amargos en leche, el espesamiento o la gelificación son las principales alteraciones 

debidas a la acción de proteasas extracelulares por bacterias psicrótrofas. La mayoría de las 

proteasas actúan sobre la ¡e-caseína produciendo la desestabilización de las micelas y la 

coa gulación de la leche de forma análoga a la acción de la quimosina, seguido de una 

hidrólisis rápida de 13-caseína, produciendo pptidos amargos. En cuanto a c f -cascína. ésta es 
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hidrolizada más lentamente que las anteriores, mientras que las proteínas del suero son menos 

sensibles a la acción de las proteasas (Law y col., 1977 Cousin y Marth, 1977). 

Una de las aplicaciones industriales prometedoras de proteasas de este género es en la 

desproteinización de dcsprdicios de crustáceos. Oh y col. (2000) caracterizaron una proteasa 

de P. aeruginüsa K-187 útil para la desproteinización de desperdicios de caparazón de 

camarón y cangrejo, reportaron una remoción de proteína del 67% con la proteasa 

inmovilizada y del 72% cuando se empleó la enzima libre. La eficiencia de desproteinización 

de esta cepa es mayor que la reportada para P. inaltop/iilia, una bacteria proteolítica muy 

eí"nte en la desproteinización de desperdicio de caparazón de camarón (Bustos y Michael. 

1994 Wang y Chio. 1998). 

2.5. Generalidades de proteasas extracelulares de pseudornonas. 

Estas enzimas tienen características bioquímicas e inmunológicas muy diversas. Los 

pesos moleculares de las distintas proteasas de Pseudornonas sp. varían de 20 a 50 kDa 

(Gebre-Egziabher y col.. 1980). Existen exclusivamente como monómeros, y pueden generar 

varias formas activas a partir de un precursor común (Noreau y Drapeau, 1979). 

Las proteasas extracelulares de Pseudornonas están caracterizadas como 

metaloproteasas (Mitchell y col.. 1986). Sus apoenzimas son activadas por Zii 2 , Ca y Co, 

( -1 1/4:r 
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aunque las concentraciones cIc'.'ada de estos clementos pueden inhibirlas (Azcona y col.. 

1988)

El pH óptimo de actividad de las proteasas extracelulares está próximo a la neutralidad 

o es aicahno, variando en un ;; .e;'vae de 6.5 a 8.3. Sin embargo, el intervalo de p11 en el cual 

estas enzimas son activas es muy amplio conservando al pH normal de la leche una actividad 

considerable (Hernández. 1991). La temperatura óptima de actividad de estas enzimas se 

encuentra entre 30-45°C (Tabla 1). no obstante puede mantener una actividad considerable a 

temperatura de refrigeración (1 a 8°C) (Alford y Elliot, 1960). repercutiendo este hecho 

directamente en la calidad tanto de carne como de leche y de los productos lácteos 

conservados a bajas temperaturas. 

P fluorescens son los psicrótrofos más estudiados, sus proteasas altamente 

termoestables han sido aisladas y caracterizadas (Richardson. 1981: Stepaniak y col., 1982: 

Patel y col., 1983h; Mitchell y Marshall. 1989: Kohlniann y col.. 1991; Schokker y van 

Boekel, 1998; Fernández y col., 1999), así como también se ha determinado su composición 

de aminoácidos (Patel y Bartlett, 1988). 
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Tabla 1. Peso molecular, pH y temperatura óptimos de proteasas de Pseudomonas sp 

P\1 (k- Da pH T (C) Referencia 
P. jivarescen.: - 

AR- l 38.4 g 6.5 35 Alichanidis y Andrews, 1977. 

B52 46.9 e 6.0-.10.5 45-50 Richardson. 1981. 

AFT 36 46.2 g 6.5 45 Slepaniak y col., 1982. 

T16 385 7.4 40-45 Patel y col., 1983b. 

NCDO 2085 40 g 8.3 30- Fa:rbairn y Law. 1986b. 

0M2 4! g. 47 s 8.3 35 Mitchell y col., 1986. 

041 39 g. 48 s 7.8 44 Mitchell y col., 1986. 

0M82 42 g. 49s 8.2 45 Mitchell y col.. 1986. 

0M86 41 g. 49s 8.8 40 Mitchell y col., 1986. 

01,1227 40 g, 49 s 8.5 39 Mhchefl y col., 1986. 

0M228 44 g. 495 8.7 37 Mitehell y col., 1986. 

p 48 s 6-8.5 45 Stepaniok y col.. 1987. 

AN70 -- 7.4 35-40 Azcona y col.. 1988. 

M 3.6 45 6.0-8.5 23-45 Kohlmann y col., 1991. 

16403 5 7.4-7.5 40 Margesin y Schinncr, 1992. 

165.14 48.6 7.8 40-45 Margesin y Schinner, 1992. 

17730 49 7.7-7.8 45 Maresjn y Schinncr. 1992. 

No. 33 48 8.0-9.8 30-35 Kurnuraycol— 1993. 

114 47 6.5-10 35 Hamarnoto y col.. 1994. 

lNlA 745	1 48.64 7.0 45 Fernández y col.. 1999. 

II 54.88 7.0 45 Fernández y col.. 1999, 

III 56.32 8.0 45 Fernández y col.. 1999. 

f trae: ATCC 4973 40 e. SOs o.5-8.0 40 Porzio y Pearson, 1975. 

\iuiante 52 s 8.0 - Noreau y Drapeau. 1979. 

\iuintc 52 s 7-8.5 - Haemann y col.. 1995. 

P .'na/rophilia 35 g lO 37 Boeihling, 1975. 

520-1A 19 s, 27 s. 46 g 10.5 55 Kobayashi y col.. 1985. 

P. ueruginosa: 

CRC 15541 - 7.0 60 Lit y Chang.. 1996. 

Ki$7 58.8 8 50 Oh, y col.. 2000. 
P. purrefacwn.s 7 8 37 Juan y Czzu1o.	976. 

PezwJon,o,ia.ç sp.: 

MC 60 48 - 45 Adonis	col.. 1975. 

.AFT 2! . .5-S.5 36 Stcpaniak y Fox.	985. 

ALT 3o - Matia y col.. 1994.

Cromatografía de í]tración en gel y s: gc!c de poliacr aiiiid;i S DS 
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2.5.1. Producción de proteasas. 

La mayoría de los estudios realizados indican que el máximo en la secreción de 

proteasas es al final de la fase exponencial y principios de la fase estacionaria (Peterson y 

Gunderson. 1960: Fox y Stepaniak, 1983: Buckv y col., 1987: Fairbairn y Law, 1987). 

Para explicar la regulación de la síntesis de proteínas extracelulares se han propuesto 

dos modelos: 

a) El modelo de Coleman (1975) postula la existencia de una regulación conjunta de la 

síntesis de todas las proteínas celulares. Según este modelo, existe un número limitado 

de nucleótido y que no son suficientes durante la fase exponencial del crecimiento 

bacteriano para que se transcriba el ARN mensajero correspondiente a la proteínas 

extracelulares. Hay poca evidencia a favor de este modelo y la existente se refiere a 

bacterias Gram-positivas (Hernández. 1991). 

b) Actualmente el modelo más aceptado es el de Harder (1979) que propone una 

regulación propia para las enzimas extracelulares, basada en la limitación de nutrientes. 

La regulación se puede ejercer mediante inducción, represión por productos finales y/o 

represión catabólica. En este modelo los microorganismos, en ausencia de inductor, 

producen niveles muy bajos de la enzima extracelular, que al actuar sobre el sustrato, 

clan lu gar a productos de degradación de bajo peso molecular. Estos productos entran 
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en la célula y actúan como inductores, informando de la presencia de un biopolimero 

potencialmente útil, cuando no haya otros nutrientes más fácilmente utilizables 

(Hernández, 1991). 

2.5.2. Factores que intervienen ei IQ producción de e,:zi,nas exrraceiuiares. 

Se ha observado que las fuentes de carbono y nitrógeno juegan un papel importante en 

la producción de proteasas así como la adición de leche en polvo como inductor en la 

producción de éstas a medios de cultivo como caldo nutritivo, infusión cerebro-corazón, caldo 

de tripticaseína y soya, así como extracto de peptona de levadura (McKellar, 1982). Otros de 

los factores importantes son la temperatura (McKellar, 1982) y la aireación (García Colija y 

col.. 191: Vox y Stepaniak, 1983; Birkeland y col., 1985). 

Composición del medio.. 

Este es un factor importante para la producción de enzimas. La leche es un excelente 

medio de crecimiento para las bacterias, su composición (aminoácidos, carbohidratos 

fenTnentables, etc.), influyen en la producción de enzimas en la misma (Fairbaim y Law, 

1986). Así, se ha observado escasa producción de enzimas de P. fluorescens B52 a 7°C. en un 

medio con poca cantidad de sales suplementado con caseína isoeléctrica al 1%. o con suero al 

3%. Sin embargo, la adición de suero y caseína isoeléctrica juntos tienen un efecto estimulante 

(Rowe y Gilmour, 1983). 
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La producción de proteasas esta influenciada por la presencia de los siguientes agentes 

inductores: 

a)	Diversos arniiioácidos inducen la producción de proteasas por Pseudornonas. Por 

ejemplo, la aspara gina CS Ci inductor más efectivo de proteasis de P. f	NCDO 

2085, cuando se le adiciona tirosina o arginina, probables inductores, la producción de 

proteasas aumenta al doble (Fairbaim y Law. 1986b). 

h) Los péptidos pequeños de la leche descremada inducen la producción de proteasas por 

P. fiioresccns (Mckellar, 1982). Igualmente, la caseína, la peptona bacteriológica y la 

teche peptonizada inducen la síntesis de proteasas de Pseudomonas (Juffs, 1976). 

e)	La presencia de algunos componentes inorgánicos es también importante para la 

producción óptima de proteasas activas. Por ejemplo, el rendimiento en proteasa de P. 

/luoresct'ns es nueve veces mayor en presencia de CaCl 2 (Amrute y Corpc. 1978). 

Tenperatura. 

La temperatura óptima de producción de enzimas por unidad celular es inferior a la 

temperatura óptima de crecimiento microbiano. No obstante se producen niveles más altos de 

estas enzimas a la temperatura óptima de crecimiento- debido al mayor número de células 

(Mckeilar, 1982). Es decir. la  producción de proteasas por unidad de peso seco aumenta con e! 

- 
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descenso de la temperatura y el rendimiento celular. Por debajo de 20°C disminuye con la 

disminución de la temperatura. Esta cantidad mayor de enzima a bajas temperaturas sirve para 

compensar la velocidad menor de la actividad enzimática y en general. de la difusión y del 

transporte de nutricntes (Hernández. 1991). 

Aireación. 

La aireación es un factor importante, dado que, en casos como el de la leche fresca 

frecuentemente se agita de forma periódica para evitar la separación de la grasa. Aunque 

algunos autores sugieren un efecto similar al de la temperatura, es decir la aireación estimula 

el crecimiento de microorganismos, la inducción enzimática por unidad celular es mucho 

mayor en el cultivo no aireado que en el aireado (Alford y Elliot, 1960; García Collia y col., 

1981). Otros autores han observado que la aireación estimula la acumulación de enzima en el 

medio (Fox y Stepaniak. 1983; Birkeland y col., 1985). 

2.6. Regulación de la síntesis de proteasas. 

La síntesis de proteasas está sujeta a represión por la presencia de los siguientes 

catabolitos: 

a)	Los azúcares, como la glucosa tienen efecto represor en la producción de proteasas por 

P. fluorexcens y P. aeruginosa (Juffs. 1976: N1cl<eliar. 1982). 
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b) Los ácidos orgánicos, como el láctico, también tienen efecto represor aunque menor que 

la glucosa y solamente cuando está presente a concentraciones elevadas (Mckellar, 

1982). El succinato y el piruvato permiten la síntesis de proteasas de P. fluorescens 

(Mckellar. 1982) pero no de P. maltophilia (Boethling, l97). FI citrato reduce la 

actividad proteolítica, bien por actuar como quelante de cationes necesarios para la 

actividad enzimática (Richardson y Whaiti, 1978) o bien por reprimir la síntesis de la 

enzima (Mckellar. 1982). 

c) La urea, el amoníaco, las concentraciones altas de a minoácidos o de otros nutrientes en 

el medio también actúan como represores (Fairbairn y Law, 1986a), 

d) Los iones metálicos como Fe2 a concentración elevada influyen negativamente en la 

síntesis de proteasas. Se ha demostrado que su incorporación, tanto en los medios de 

cultivo como en leche, inhibe la producción de estas enzimas (Fairbairn y Law, 1986a; 

1 lernández, 1991). 

Uno de los iones más importantes involucrados en la síntesis de enzimas extracelulares 

por psicrótrotbs es el calcio. Este catión es requerido para activar las proteasas aisladas, pero 

en muchos casos puede estar también presente en el medio de crecimiento para incrementar la 

producción de la enzima (McKellar. 1989). 

Ll
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La función del calcio en la síntesis de proteasas exi.racelulares por P /luorescens ha 

sido examinada por varios autores (McKellar y Cholette, 1984). En un estudio diseñado para 

c' aluar la influencia de los nutrimentos limitantes sobre la producción de proteasas, estos 

autores encontraron una reducción de la síntesis de proteasas al incrementar el ortofosfato. 

Otros 0,Uelantes tales como polifosfatos y EDTA evitaron la producción de la enzima sin 

afectar al crecimiento significativamente (McKellar y Cholette, 1985a). 

Una amplia variedad de proteínas han sido usadas como fuentes (le carbono y/o 

nitrógeno para la producción de enzimas extracelulares de psicrótrofos, entre las cuales se 

incluyen peptona, proteasa-peptona, triptona y ácidos casaminos. La peptona es la más 

efectiva en la estimulación de producción de proteasas de E lacynians (Law y col., 1977) y E 

aeruginosa (Juffs, 1976), y de proteasas y lipasas de E fluorescens (Christen y Marshall. 

1984: Juffs, 1976). La triptona, es la mejor fuente de C y N para la producción de proteasas 

por 1/ aeruginosa (Nigam y col., 1981) y Pseudonionas sp. (Malik y Mathur. 1984). Los 

acidos casamino y pro t casa -peptona también estimulan la síntesis de enzinias en diferentes 

cepas de psicrótrofos (O'Reilly y Da. 1983: Whoolev y col., 1983 Nashif y Nelson, 1953: 

Nigam y col.. 1981). Los hidrolizados de caseína estimulan la producción de proteasas de E 

/Juo/-esceJls (Law, y Fairbaini, 1982) y de aniinopcptidasas y endopeptidasas de Aeromonas sp. 

(Liichfleld y Prescott, 1970a, Litchfield y Prescoti. 1970b). 

También los medios de crecimiento comerciales para la síntesis de enzimas han sido 

estudiados. Así, las proteasas de E ¡!uorescens P20 se produjeron óptimamente en medio 
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infusión cerebro-corazón (BHI). mientras que el caldo de tripticaseina y soya (TSB) y caldo 

nutritivo (CN) fueron sustratos menos efectivos (Mayerhofer y col., 1973). En contraste, el 

BHI fue un medio pobre para la secreción de proteasas de otras cepas de P fluorescens 

(McKellar. 1982) Al gunos estudios mostraron que el TSB resultó ser e] melor medio, 

mientras !a smntcss fue escasa en 'Y ' a menos que se aiad;era leche en polvo (McKellar. 

1982). Algunas de las variaciones en la síntesis de enzimas extracelulares observada con 

diferentes medios pueden ser atribuidos a la inconsistencia en la manufactura de estos 

productos. 

Al gunas cepas de P f1uorcscc;' no secretaron proteasas en CN lo cual puede ser 

explicado por la limitación del calcio en este medio. Por otro lado ¡a leche es un excelente 

medio para la producción de enzimas extracelulares. La leche en polvo es mejor que CN para 

la producción de ¡Tasas de P Jluorescens y consistentemente da una alta producción de 

proteasas cuando se compara con un medio minera]. La producción de proteasas en CN y en 

medio mineral puede ser estimulada por la adición de leche descremada en polvo ( N'lcKcllar y 

Cholette. ¡ 9SSb). 

Poco se ha hecho poi- determina ,,- las caracteristicas de la leche en polvo, las cuales 

promueven la sintesis de enzimas extracelulares. McKellar (1982) demostró que una fracción 

de balo peso molecular obtenida de la leche en polvo estimula la síntesis de proteasas de P 

/7uoi-cscens en medio mineral. Los estudios posteriores indicaron que la habilidad como 
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estimulante no estaba relacionada con el contenido de aminoácidos o péptidos. sino con el 

contenido de calcio (McKellar y Cholette. 1985b). 

Por otro lado Lav y Fairbaim (1 19 ) consideraron la posible contribución de otros 

componentes de la leche en polvo en la síntesis de enzimas extracelulares de P f1uorescen., 

encontraron que la presencia de péptidos y aminoácidos puede influir en la síntesis de enzimas 

de psicrótrofos. 

Se han reportado variaciones considerables en la habilidad de diferentes cepas de 

Pse?IJolnonu.\ sp. en la producción de lipasas y proteasas extracelulares. Sin embargo, al tratar 

de explicar las variaciones en la producción en función de la composición del medio, no se 

encuentra nin gún patrón definido (McKel]ar, 1982). 

2.6. 1. Mecanismos de secreción de proteasa. 

Se han descrito dos inecanismos distintos de seeree ion de proteínas en bacterias Grani-

necat I\ as. A cimas proteínas son traslocadas a través de la membrana ciloplásniica por una 

etapa dependiente del péptido señal y después transportadas fuera de la célula por un proceso 

el cual frecuentemente, pero no siempre, es catalizado por una serie de proteínas de secreción 

específica localizadas en el entorno celular. Otros tipos de proteínas extracelulares no tienen 

un peptido señal y son secretadas por una ruta separada (Wandersman. 1989). 
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La secreción es un caso específico de exportación de proteínas. En bacterias Gram-

negativas, las proteínas secretadas tienen que atravesar la envoltura celular compuesta de dos 

membranas distintas, separadas por un espacio penp]ásmico. P aeruginosa constituye un caso 

particular debido a su habilidad a secretar diferentes proteínas, tales como lipasas, 

Los fo!ipasas, fosfatasa alcalina. exotoxina A. proteasa alcalina y elastasa (Llu. 1974: Doung y 

col., 1992). 

En P aeruginosa la secreción de la proteasa alcalina (APR) es por una ruta distinta a la 

de otras enzimas extracelulares. La secreción de APR depende de las proteínas de secreción 

específicas codificadas nor genes agrupados sobre un fragmento de 5 kb de ADN adyacente al 

gen estructura] de la proteasa (Guzzo y col.. 1991 b). Los análisis de secuencia del apr locus 

revelaron la presencia de tres ORFs ("Open Reading Frame"), designados como aprD, aprE. 

(JJPF(Doung y col.. 1992). 

Liao y McCallus (1998) han reportado que la cepa E tluorescens CY 09 1 produce una 

proteasa alcalina extracelular (AprX) con un peso molecular estimado de 50 kDa sin péptido 

señal, lo cual permite concluir que la traslocacióri de esta enzima a través de la membrana 

citoplásmica 110 está mediada por la ruta dependiente del segmento de secreción, sino 

posiblemente mediada por un aparato de secreción independiente consistiendo en dos 

proteínas asociadas a la membrana (AprD y AprE) y una asociada al periplasma (AprF). 

Basándose en la homología de sus secuencias, la función dci aparato AprDEF de E 

/luoi-esccns es análoga al aparato de secreción de la proteasa o la hemolisina de E. aerugino.a. 

LA f-J:I.
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E. cIniwitJie,n,. y E. coli. Comparando la organización (le los operones de los genes 

asociados con la producción y secreción de proteasas de P fluorescens, P aeruginosa y E 

cIiru,iíIiepu se encontraron diferencias entre estas bacterias (Figura 5). En P acruginosa y E. 

»rI G/ifhcWi los genes estructurales de las proteasas están localizados después de los genes 

apradnm (,:prI)!F	pii.f)Fi) . Sm cmhar. en P fi llCSCCn, ci gen aprX fie 

localizado antes de los cenes transportadores inh y aprDEF. Sin embargo. esta diferencia en la 

organización del operón del gen de la proteasa de estos organismos no se ha explicado (Liao y 

McCallus, 1998). 

a	¡oh JL1	 [pr] prtC 1 priA 

raprDIaprEta»tI:: 

e	J aprX jph 
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Oi'ganitación de los operones de las secuencias de los genes de producción y 

secreción de proteasas de (a) E. chrsa,it/iemj. (b) E ac'ruginosa y (e) E f1uresce,i.v. 

Los mecanismos de secreción de proteínas en bacterias Gran-negativas, involucrando 

el cruianuenio de la membrana ci1oplsrnica y de la exterior es aún desconocido (Guzzo y 

col.. 1991 

Sc sabe que la secreción de la proteasa alcalina (APR) por P. aeruginosa es diferente a 

la	ulja, niolcinas exiracelularcs. Se han definido las mutaciones pleitrópicas (.rcp) como 
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ujia ruta eiieial de secreción que inedia la secreción de diferentes proteínas, involucrando 

di1ei-cnic icries dispersados cii e] cromosoma: ninguno de los mutantes .vcp que han sido 

ciuuado aketan la ecieei6n de APR. 1:stos resultados apoyan la hipótesis de que la APR 

tiene su propa ruta específica, independiente de las rutas de secreción (Guiio y COL. 1991). 

Guito y col., (1990) describieron también la donación del gen estructural de APR 

(opi';: reportando que está determinada por un fragmento de ADN contiguo de 8.8 kb, el cual 

contiene toda ILI información necesaria para la síntesis y secreción de la proteasa activa cuando 

esta es expresada en E. (011. 

2.7. Purificación y caracterización de proteasas de P.fluoresce,z.ç. 

La ptiriuicación de una proteína requiere de una estrategia inteligente en la selección y 

eombinaeion de icciucas basadas en el conocimiento que de la proteína de interés se tiene. Ya 

que no c\ite la t écnica ni el esquema (le purificación que permita purificar todo tipo de 

proteína, 1ies requisitos son necesarios para desarrollar tina estrategia (le purificación 

Williams, 1995): 1) determinar la cantidad y pureza de la proteína necesaria para su uso 

Posterior, 2) conocer la mayor información relacionada con fuentes y naturaleza de las 

pioteinas de ln1ers. asi como contaminantes de la preparación biológica y 3) buscar la mejor 

l 'tieiite de la proteína de i1ters. Estos requisitos son interdependientes y a mayor 

coiioe nilento de uno. ma yor la posibilidad de desanol lar una estratcia exitosa. 
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Las especies del enero de I',veudomonas dominan la microflora de los alimentos 

refri gerados. P. ¡luorescens es el psicrótrofo de descomposición de alimentos más estudiado 

sus proteasas tienen un significado adicional debido a su gran termoestabilidad. Mientras que 

ifiLicliOs de los, trabajos sobre ioteuus de P. aeruginosa fueron llevados a cabo debido a su 

I1I!()O1diJLk	iJlDlCfl LICILd Cil 

(le ten orante. 

Se han aislado proteasas extracelulares de diversas cepas de P. fluore.s-cens. Las 

principales características de los procedimientos de purificación, así como las características 

generales e su coniposicion de aminoácidos se han reportado (Fox y nl.. 1989). 

Peterson y (iunderson (1960) fueron los primeros investigadores en emprender los 

estudios sobre proteasas de P. /Tuorescens. La proteasa extracelular fue secretada durante la 

t±e logarítmica de crecimiento; la producción máxima ocurrió a 0°C y a pH 7.0-8.5. Las 

II-acciones obtenidas del sobrenadante libre de células (SL( 1 por precipitación fraccionaria 

Con (\ 1 1 4 )S() (o a St) % y 5() a 85% de saturación) dieron actividades di 1rentes de acuerdo a 

la temperatura apI icacla su g iriendo la presencia de diferentes enzimas. La proteasa en la 

fracción 50-85% tuvo una temperatura óptima de 20°C comparada con la fracción de 0-50% 

con temperaturas mayores a 37°C. La actividad de ambas fracciones incrementó por arriba de 

p 1 7.5 pero fue irregular a valores de pH mayores.



Losteriornienie, 1 lu1e -Y col.. (1903) . 	purificaron parcialmente la proteasa de P. 

17, pero únicamente caracterizaron la actividad en SLC. La actividad fue 

etiiuulida por Fe -
pero inhihidu por di\eros iones metálicos y por cistcina. La enzima fue 

ina i ada en () s a - O X - pero el e¡' CtO de temperaturas uperiores no fue reportado. 

Si bien Kishonti y Sjóstrüm (1970) reportaron que las proteasas de varios psicrótrofos 

resistieroii procesos de UI-IT, el primer aislamiento y caracterización de una proteasa de P. 

f/o/cccjl,v P20 estable al calor fue hecho por Mayerhofer y col., (1973). La enzima purificada 

eii hoinotencay niuv estable al calor, lográndose la inactivación total en 8 h a 71.4°C o en 9 

MIII a l 20eC . La caseína, el suero y especialmente la leche descremada aumentan su 

estabilidad al calor. 

La protcasa termoestable de P. J!uorescei,s MCÚO ha sido ampliamente estudiada por 

arios. autores (Adams y col., 1975; Barach y col.. 1976; Barach y Adams. 1977; Wcst y col., 

La proteasa fue -400() veces mas estable que las esporas de B. steaioihermophilus, con 

una 1) • 90 s 'e una 7. - 325°U. Esta cniiina es totalmente inactivada por EDTA 'e 

pa'culmeme por o-fenantrolina (o-FA) la apoenzima es parcialmente reactivada por Zn 2 o 

( a2 y niis eíicientemente por Zn 2 + Ca2 ; ambos iones son necesarios para una estabilidad 

ma\Ima. La enzima activa contiene 0.4 átomos de Zn 2 y 4 átomos de Ca 2. por molécula pero 

flU culO ene cisicína. 
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La proteasa de P. fluoicscei R- 7 tiene una actividad máxima sobre caseína en el 

m1cr alo de pF-1 6.5 a 10 y no se inhibe por pCMB, pero si por EDTA al dializar contra una 

olucion 5 mM. Por otro lado o-FA lrnM causa inhibición completa, aún en la presencia de 10 

mM de Ca, sugiriendo que tanto Zn o Co 2 son el grupo proslético. C'a 2 y Mn 2 0.5 111  

producen una reactivación leve, Co mas Zn producen ena reactivación cercana al 100%. 

La proteasa es completamente inactivada en ¡0 min a 50°C en presencia o ausencia de Ca 5 

mM; el efecto de temperaturas mayores no es reportado (Juan y Cazzulo. 1976). 

J), /lnoic. cn. AR- 1 1 secreta 4 proteasas, de las cuales solo la más abundante ha sido 

purilicada Alichanidis y An(irews. 1977). La c'"irna es termoestable con una temperatura 

óptima de —35°C, pero mantiene —33% de la actividad máxima a 4°C. K,,, sobre caseína es de 

13 mM; la inhibición por sustrato se produce a concentraciones de 0.22 mM o más. La 

proteasa es fuertemente inhibida por iones metálicos y parcialmente por agentes bloquedores 

tiol pero no por F o por inhibidores de tripsina o quimotripsina, EDTA LO mM causa una leve 

activación, lo cual se considera como el resultado de la quelación de iones metálicos. 

P. ,fluorcscens AR- 11 fue renombrada P. f/uorescens NCDO 201'5 ( Fairhairn y 1.aw. 

19801» y sus proteasas posteriormente fueron purificadas y caracteriiadas. Fi procedimiento 

de aislamiento incluyó cromatoenfoque y FPLC. En contraste con el estudio anterior 

(.•\iichanidis y Andrews, 1977), únicamente se observó una proteasa en el SLC, con 

cai acicrísticas considerablemente diferentes. Esta proteasa es completamente inhibida por 1 

M.' 1 de EDIA. L,(j . .. A o o-FA pero la apocnzinm no es reactivada por 5 mM de Ca 2 . 7.n2. 
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13a 2 o Mg auque estos iones activan a enzimas sin tratar. PM SF (Phenylmethvl su] Rnyl 

fluorid). inhibidor de proteasa serínica, causó solo una inhibición mínima. Los bloqueadores 

un] y aentes reductores de disulfuro causan inactivación parcial. El perfil de aminoácidos 

difiere marcadamente de otros perfiles de protcasas (le P. ¡luorescens; esta contiene cisteína y 

0 . 5	(le Zn y 025 átomos de Ca2 por molécula (Fairhairn y i,av. 1 9(ih) 

La proteasa de P. jluorescens 28 P 12 lambién ha sido parcialmente purificada y 

caracterizada (Millicre y Veillet-Poncet. 1979): hidroliza más rápidamente a 13-caseína que a 

se n 

Las proteasas de 2 cepas de Pseií(loinon(j,v aisladas de leche bronca tuvieron p11 óptimo 

entre 7 y 8.5 mientras que las obtenidas de otras cinco cepas tuvieron pH óptimo entre 8 y 10 

(Richardson y Whaiti, 1978). Las proteasas mostraron diferentes sensibilidad al EDTA lo cual 

parece estar directamente relacionado con la termoestabilidad (Richardson, 1981). También ha 

sido purificada una de estas proteasas de P.fhiorcscens B52 (Richardson. 198]). El análisis de 

aniinoacidos (le estas proteasas presentó ausencia de cisteína, la que mostró un pH óptimo de 7 

y 10 fue inactivada por EDTA o o-FA: Co 2 5 niM reactivó a la apoenzirna mientras Ca, 

7n 2 
o Cu' son menos eficientes en la reactivación. 

1 na cepa de P. ¡luorescenx aislada de agua, secreta cinco proteasas las cuales fueron 

puriOcadas 'i parcialmente caracterizadas (Leinniüller y Chri stop hersen, 1982a y 1982b). La 

proicasa más abundante es inhibida por concentraciones alias de caseína: todas las enzimas 

01:1. 
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on activas en un amplio intervalo de pli con óptimo	todas son inhibidas, en diferentes 

grados, por EI)FA. pCMB, PMSF y iodoacetato; varias proteasas son estables a temperaturas 

alias PCFO presentan baja estabilidad a —50°C cuatro de estas enzimas tienen un peso 

molecular de 44 a 4$ kl)a y una de 39 kDa. 

P. jluorescens AFT 36 secreta 3 proteasas, la más abundante fue purificada y 

caracterizada (Stepaniak, y col., 1982; Stepaniak y Fox, 1983) (Tabla 1). Esta proteasa tiene 

tina temperalui-a óptima de actividad a 45°C pero retiene —30% de la actividad máxima a 7°C. 

1'.] K sobre caseinato de sodio es de 0.27 mM con tina mínima inhibición por sustrato a 3 

mM. La proteasa es completamente inactivada por EDTA 5 mM o o-FA y la aenzinia es 

reactivada completamente por Zn 2 o Co" y escasamente por Mg":, estos iones son 

InhibitorLos a concentraciones superiores a 10 mM. Esta proteína es termolábil en 

amortiguador de fosfatos pero muy estable a temperaturas mayores a 70°C en amortiguador 

cori calcio no perdió actividad en urea 4 M. 

Patel y col ( 1983a) estudiaron las proleasas termoestables de 19 cepas de P 

t/iiorescens, sin embargo no reportaron los datos completos para todas ellas. Las proteasas de 

ieie cepas son óptimamente activas a 40°Cy a pH 7.2-7.4; seis cepas en su mayor parte 

ililcicirtes a las siete previamente estudiadas hidrolizan mas rápidamente a-caseína que í-

caseína pero rio se encontró un patrón para la hidrólisis de K-caseína la albúmina sérica 

aa \13 . ovoalbúrnina y hemo g lobina son levemente hidrolizadas. Las proteasas de las 

cinco cepas son inhibidas por Zn 2 . Co. Cu' y Hg pero Ca 2 . Mg v Mn son POCO 

.racIíj ii ( •i .j .j ij y u	
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efectivos. El intervalo de pesos moleculares de las ocho proteasas es de 38 a 44 kDa: lo 

autores reportan que una proteasa más grande, procedente de una cepa adicional tuvo un peso 

molecular de 75 kDa. un valor excepcionalmente grande para una proteasa de Pseudomonas. 

La proteasa de P. titiorece's T-16 es totalmente inhibida por EDTA 2 mM, o-FA y 8-

hidroxiquinoleina (Patel y col- 1983b). pCMB causa inhibición parcial pero PMSF y el 

inhibidor de tripsina de soya no causa inhibición. La apoenzimas es reactivada completamente 

por una mezcla de Ca 2 y Mn2 pero el efecto de otros metales no se ha reportado. Con Zn. 

Co2 , Cu2 y HP- 1- 2 mM se produce una inhibición considerable de la enzima nativa pero 

Ca M22 o Mn2 tienen poco efecto. Los caseinatos son hidrolizados en el siguiente orden: 

entera > c > 0 > K. la ASB, hemoglobina y ovoalbúmina son hidrolizadas lentamente o no 

toda: el K, para a s-caseína fue de 0.05 mM. 

Las proteasas T25 y TI(,, así como T 20 y T I., fueron estudiadas posteriormente por Patel 

N, col.. (1986). Las cuatro enzimas son inactivadas por EDTA y contienen de 4 a 16 átomos 

Ca'_ por mol pero poco Zn 2 : la proteasa T20 contiene 4 átomos Mg por mol. Los pesos 

moleculares están dentro del intervalo ya reportado para estas enzimas (40-50 kDa) aunque la 

eomposcón dc aminoácidos difiere significativamente de otros valores reportados. El 

aminoácido N-terminal fue treonina en todos los casos. El intervalo de puntos isoeléctricos es 

de 5.7 a 6.2. 
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La puriFicación de ¡a proteasa de P. /1uo,-cscen. cepa 1, aislada de pescado es inhibida 

poi- EDTA pero no por DFP y escasamente por ácido p-cloromercurifenilsulfónico (Damoglou 

\ I)owncv. 193). Estos autores no reportan la termoestahilidad. La proteasa purificada 

parcialmente de P. tluoresccns MS es completamente inactivada a 40°C en 60 min pero es más 

estabk a temperaturas por arriba de 50°C: el Ca2» no estabiliza la proteasa a 40°C (Marsha!1 y 

Marstiller, 1981). Esta tuvo un pH óptimo excepcionalmente bajo (<5.5). 

El mecanismo de inactivación por calor fue estudiado por Dierrnary y col. (1984). La 

inactivacón de la enzima por FDTA a 37°C está acompañada por una autólisis mientras la 

apocuzima producida por tratamiento con EDTA a 22°C puede ser reactivada por varios 

metales, siendo e! Zn fue el más efectivo. La sustitución de Zn 2 por otros metales altera las 

propiedades catalíticas de la enzima. 

Kumui-a y col., (1993) purificaron una proteasa extracelular de P. /luorescens o, 33, 

ci procedimiento inclu yó una precipitación con HCI y (NH4)2 SO4 y croinatografia de 

intercambio iónico. La enzima fue purificada 170 veces dando una producción del 7% de la 

actividad original. El peso molecular fue de 48 kDa y el pH y temperatura óptimos en caseína 

Fueron de 8.0-9.8 y 30-35C respectivamente» La proteasa fue más estable en una solución 

a1ina de leche sintética que en fosfato de sodio 0.1 M. siendo ierniolábil en ambos sistemas 

de amoi-tituadores a 50°C. La actividad fue inhibida por o-FA. H g . Cu 2 . Fe' y en menos 

medida por Ni'. La caseína fue susceptible a la proteasa. pero los patrones de degradación 

dependieron de las formas de la caseína. 
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El efecto de la temperatura sobre la secreción de proteasas en el medio fue estudiado

Por Maigesin 'y Schinner (1992). Estos investigadores purificaron y caracterizaron las

1ro1es:i extracelulares de tres cepas de P. fluorescens (164/03, 177/30 y 165/14), reportaron

une a nrodiicción ma yor se dió a 10°C para la cepa 164/10 mientras que las otras dos tuvieron 

una alta formación de proteasa a 20°C: la más alta actividad proteolítica fue observada en la 

estacionaria de crecimiento de las tres cepas, ninguna de las cuales formó proteasas a 

YC. Las enzimas tuvieron un peso molecular entre 47 y 51 kDa, los valores pI variaron en 

an

 

inte rvalo de 74 a 7.8. El pH óptimo de actividad azocaseinolítica fue entre 6-7 y la 

temperatuta óptima entre 40-45-C. Las proteasas fueron termolábiles, perdiendo su actividad 

iapidainiite al elevar la temperatura por arriba del óptimo pero observándose un incremento 

en la terrnoestabjlidad por adición de! Ca. El EDTA, SDS. urea. Ag. ('u y . Hg	Ni 

inhibieron fuertemente la actividad proteolítica mientras que Fe 2 , Mo5 . Co, Zn2 y Ph 

redujeron la actividad en un 10% en promedio. Las tres proteasas mostraron inhibición por 

sustrato para ciertas concentraciones de caseina (0.4475%). Este patrón también ha sido 

obser\ ado en otras proteasas de P. Jluorescens. para la cual un contenido de caseína del 0.5% 

hic inhibitorio (Alichanid j s y Andrews, 1977) 

Aislamiento y purificación de proteasas (le P.Jluorescens. 

Co;i pocas excepciones los procedimientos de aislamiento han sido poco 

esianda izados. Muchos autores (Noreau y Drapcau, 1979: Richardson, 1981. Yaii y col.. 

1	 • (	 h s f?iofógh-a.	 47 /



!l1 (:	j:in	ui
	 Re ¿,un) Bi t)Jog!ufíca. 

1985) han probado fraccionamiento con (NH 4 )2 SO4 . filtración en gel y crornatografia de 

intercambio jónico. La producción de enzima pura ha sido moderada: la cromatografía de 

afinidad. usada por algunos investigadores (Azcona y col.. 1988). no meloró la producción 

pero simplificó el procedimiento de purificación. Los procedimientos de aislamiento más 

sofisticados. entre los que se encuentran el cromatoenfoque y FPLC. dieron únicamente una 

pi-aducción de --4% (Fairbairn y Law, 1986b). 

Azcona y col. (1988) reportaron un nuevo sistema de cromatografia de afinidad para el 

aislamiento de metaloproteasas termoestables de P. fluorescens AH-70 usando gramicidin S-

Sepharosa 413: encontrando que la bacitracin Senharosa-413 es ineficiente para este fin. La 

proteasa tiene un peso molecular de 33 kDa e hidroliza caseína pero no ASB. 

Al determinar las características de algunas proteasas de P. /luorescens, han surgido 

al gunos puntos específicos que se indican a continuación. 

1. El peso molecular de la mayoría de las proteasas esta dentro del intervalo de 40 a 50 kDa 

(Fox y co]., 1989; Margesin y Schinner. 1992; Kurnura y col.. 1993), la única excepción 

notable es la de P.fluorescens P26 (23 kDa) (Mayerhofer y col.. 1973). 

2. Cuando el peso molecular se determina tanto en solventes no disociantes corno 

disociantes. las enzimas se encuentran como monómeros consistiendo de una sola cadena 

polipeptídica (Fox y col., 1989). 

I) .'' (UI) n (u-ü /a. Bioiíguu..	 48 
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3. La actividad óptima se encuentra en el intervalo de temperatura de 30 a 45C: en todos los 

casos, la actividad disminuye rápidamente a temperaturas por arriba de la óptima (Hu]ey y 

col.. 1963; Margesin y Schinner, 1992) pero todas las proteasas para las cuales hay datos 

disponibles retiene la actividad a 4°C (Huley y col.. 1963). 

4. La actividad óptima se encuentra a pH que se puede definir dentro de dos categorías: 

proteasas neutras con óptimo —7 (Patel y col., 1983b; Azcona y col,, 1988; Margesin y 

Schinner. 1992; Fernández y col., 1999) y proteasas alcalinas con pH óptimo entre 8 a 9 

(Fairbairn y Law, 1986b; Mitchell y col., 1986; Kumura y co!., 1993) y. en pocos casos, 

hasta de 10 (Richardson, 1981). Todas las proteasas son activas a pH 6 y estables a un 

amplio intervalo de pH (Fox y coi., 1989). 

5. Todas las proteasas son metaloenzirnas (Fox y col., 1989) y muchas contienen 1 mol de 

Zn » por mol y de 1 a 8 moles de Ca' por mo! (West y col., 1978; Patel y col., 1986; Fox 

col.. 1989). La apoenzima es parcialmente reactivada por varios metales, el Zn», 

seguido por Ca» que dá mejores resultados en muchos casos: el Zn » + Ca» es 

generalmente necesario para una reactivación óptima (Stepaniak, y col., 1982; Stepaniak 

y Fox, 1983). El Co» es muy efectivo en algunos casos (Richardson. 1981) y Mn 2 ' en 

otros (Jacknian y col., 1983). En todos los casos en los que hay datos disponibles. Zn» y 

Co` y en menos medida Ca» son inhibitorios a concentraciones altas posiblemente 

debido a enmascaramiento de un residuo de histidina (Fox y col.. 1989). En algunos 

casos, los agentes bloquedores de sulfhidrilo causan inactivación parcial a 
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concentraciones altas (Fox y col.. 1989): sin embargo. únicamente una proteasa (P. 

fluorescens NCDO 2085) presentó cisteína (Fairbairn y Law. 1986b). 

6. Los análisis de aminoácidos muestran muy ba ! os niveles de metionina, bajos niveles de 

usina y arginina y altos niveles de aminoácidos ácidos, hidrofóhicos y residuos menores. 

7. Los puntos isoeléctricos varían ampliamente (5.1 a .8) (iox y col., 1989). 

8. Con la excepción de la proteasa 0M227 (MitclielL y col.. 1986). las proteasas de P. 

/liiorescens son extremadamente termoestables pero algunas son inestables alrededor de 

60c C; sin embargo, los datos de estabilidad a temperaturas altas no son reportados para 

todas las proteasas (Fox y col.. 1)89). 

. 1 iji	( ¡t'F'/,'.s Ilu;Jogicas	 SU 

ro IU?2LÇ (



 1.  
1411 —1 ¿)ii 1 ( diiJ(!i'itkiO!J 1k' ¿Oid  

2.8. Plásinidos. 

El término "plásmido" originalmente fue usado por Lederherg (1952) para describir 

todas las determinantes hereditarias extracroinosomaics. Actualmente, ci término está 

restringido propiamente a la replicación del ADN extracrornosórnico. En otras palabras, los 

plásmidos son elementos genéticos encontrados fuera del cromosoma en el interior de la 

célula, se pueden replicar automática e independientemente del cromosoma, y sin embargo son 

considerados no esenciales para la célula, a menudo llevan a cabo funciones secundarias que 

son vitales para la célula bajo ciertas condiciones (Chakrabarty, 1976). 

Los plásmidos están ampliamente distribuidos en los procariontes. su tamaño varia 

desde menos de 1 x 10 Da hasta más de 200 x 106 Da, es decir de 1 hasta más de 200 kpb 

(Cuturier y col. 19) y generalmente son dispensables. Los plásmidos se pueden clasificar 

en dos eruos principales	en conugativos y no conjugativos — según lleven o no un 

conjunto de genes, llamados genes tras que promueven la conjugación bacteriana. También se 

pueden clasificar según se mantengan múltiples copias por célula (plásmidos relajados) o un 

ntimero limitado de copias en cada célula (plásmidos restringidos). La replicación de los 

plásniidos restrin g idos va necesariamente ligada a la replicación cromosómica. de ahí el bajo 

número (le copias. Generalmente, los plásmidos conjugativos tienen un peso molecular 

relativamente alto y existen de 1 a 3 copias por cromosoma, mientras que los plásmidos no 

/ J (Z U)fdi/O ii (ftiii jll /?frii,	L.	
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conjugativos tienen un peso molecular bajo y presentan múltiples copias por célula (Tabla 2) 

(Oid \,, Prinirose. 1 Y7. 

Tabla 2. Propiedades de algunos plásmidos conjugativos y no conjugauvos de organismos 

(rtni-nci1 1

Número de 
copias de 

plásmidos por 

Tamaño	 equivalente 

Plásmido	(MdaI)	Conjugativos	CroFflOSólTlicO 

Col El 4.2 No 10-15 

RSF 1030 6.6 No 20-40 

cloDFl3 6 No 10 

R6K 25 Si 13-38

F	62	Si	 1-2 

Rl	62.5	Si	 3-6 

Em P307	65	Si	 1-3 

iicnc: ( ud \ 

2.8.!. PIás,,zidos en Pseudoinonas sp. 
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Fenotipo 

Producción de colocina E 1. 

Resistencia a la ampicilina. 

Producción de cloacina. 

Resistencia a la ampicilina y a 

la estreptomicina. 

Resistencias múltiples. 

Producción de enterotoxina. 



(. Ir	íIfill/I Í/ un; 

Las especies de Pseudomonas juegan un papel clave en e) ambiente, incluyendo la 

biodegradación de compuestos tóxicos tanto naturales como sintéticos y la interacción planta-

bacteria. Una propiedad adicional de las pseudomonas. particularmente P aeruginosa, es su 

resistencia a antibióticos. Los plasmidos controlan algunas de estas características importantes 

en la célula hacteranas : promueven la transferencia de información genética entre diferentes 

grupos taxonómicos de bacterias (Inouye. 1998). 

Debido a la naturaleza patógena de la P aeruginosa y su resistencia a antibióticos 

comunes, muchos estudios han sido dirigidos hacia el desarrollo de antibióticos que actúan 

contra este microorganismo (Chakrabarty, 1976). Se han encontrado cuatro tipos de olásmidos 

cii Pseudoinonas, el primero conocido como plásmidos resistentes a antibióticos o plásrnidos-

R (Tabla 3), es el responsable de la inactivación de antibióticos como gentanlicina, 

carbenicilina. clorarnfenicol, kanamiciiia y tobramicina (Inouye, 1998), lo cual ha provocado 

el surg imiento de nuevas áreas de estudio que involucran el mecanismo de evolución de 

plásmidos resistentes a drogas (Chakrabarty. 1976; Inouye, 1998). 

Tabla 3. Plisniidos-R en Rvcudo,nonas. 

Grupo d C 

Jtí.I: 
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).'Ii	-/I/iI G,cia.



--

Plásmido	incompatibilidad	 Propiedades` -	Tamaño ( kpb) 

RPI. R114. RK2 

pM(il 

RSFG1010. R]h679 

!)MS ,) SO 

pSa

PI	Cb. Km. Te, Tra 

P2	Sm, Su. Gm, Hg, Mob' 

P4	Sm, Su, Mob 

P9	Cb. Gm. Su. Tra 

Sai clasificar (W)h Sp, Sm, Su, Km. Cm, Grn, Tra

56.6 

-500 

8.7 

49 

39 

1 flOUVC. 1 )()5• 

Abreviaturas: Cb. carbenici1ina Cm, cloramtnicol: Gm. gentanlicina; Hg, ion niercurio Km. kanamicina: Sm. 

estreptomicina: Sp. espectinomicina: Su, sulfonamidas Te, tetraciclina: Tra, representa la habilidad de er 

autotransmisible: Mob, representa la habilidad de ser movilizado por un plásmido conjugalivo. 

Grupo de incompnbihdad de enicrohacterias. 

II secundo tipo de plásmido es el llamado plásmido de transferencia ("sex-factor') 

(hakrahart\'. 19 11 6).  Tules plásmidos han sido caracterizados tanto en P. aeruginosa como en 

L'. putida y han contribuido al entendimiento de la organización del cromosoma de 

/'.çeudnmonas estos son capaces de inicializar la transferencia de genes croniosomales de una 

célula a otra (Chakrabarty, 1976). 

E] tercer tipo encontrado en Pseudo,nonas son los plásmidos que confieren resistencia 

a iones metálicos, pesticidas y luz UV (Tabla 4) (lnouye, 1998.). Si bien la resistencia al 

mci-curio está frecuentemente mediada ya sea por los plásmidos resistentes a los antibióticos o 

a los de transferencia, es posible caracterizar los plásmidos trasmisibles o no trasmisibles cuya 

10/221,	 /2 2	V,. H.)/..	 2,.
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unica función conocida es conferir resistencia a concentraciones tóxicas de sal de mercurio 

(ItaLrabartv. 1 976). 

labIa 4. Plasmidos codilicadores de resistencia a iones nietlicos. pesticidas y luz J\ 

i lasmido f etiotipo Fuente 1 amafio (kpb) 

pMR1 Ng, Pm, As, Cd Pseudonumas sp. cepa MR] 146 

p\IFRPI 1 Ha, mci P. putrefticiens NDh 

pPT23I) Cu P. st'ringae 39 

plR? Cu. Sm P. Svringae pv. svringae 68 

nL\ISI Op P. diminuta MG 70 

1)MG2 Gm. Sm, Su, Ng, Pm. UV. lncP2 Pseudo,nonas sp. 400

1:ii. tnou u. ] 

.\orcvlaturas: Gui, gentamicina; Sm. estreptomicina; Su. sulfonanildas; Hg, cloruro de mercurio: Pm, acetato de 

Icniliiiercurio; Cd. compuestos de cadmio; As, compuestos de arsénico: Cu. compuestos de cobre: Op. 

compuestos oranofosíorados: IN, ultravioleta: lncJ. grupo de incompatibilidad de plsmido	IncP2. grupo 

ucompatibil ¡dad de plásmido 112 

no dceriiiriado. 

LI cuarto tipo de plásmidos que se encuentran en Pseudomonas le confiere una 

versatilidad metabólica única, lo cual las hace acreedoras a una variedad de funciones 

importantes. Algunas actividades catabólicas son especificadas por genes en plÁsmidos, 

dcsignado como plásmidos catabólicos o degradativos (Tabla 5). Estos plásmidos se 

encuentran en forma natural y son tanto transmisibles Como no transmisibles. Los pk½smidos 

I) I ' !-ilIH w ('nuis t?ioíógia.	 55 
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catabólicos especifican un grupo de genes involucrados en la biodegradación de compuestos 

orgánicos, tales como hidrocarburos aromáticos y alifáticos, alcaloides y aromáticos 

clorinados (Chakrabarty, 1976: Saylery col.. 1990; Whyte y col., 1997). 

Tabla	PLismidos catablicos en P,çeudo,nonas. 

Tamaño	 Grupo de 

Plásmido	 Sustrato	(kpb)	Fuente	incompatibilidad Ref.a 

CAM	Alcamfor	 500	P. pulida PpG 1 P2	1 

OCT ,i-Alcanos (C6-C 1 ) 00 P. pulida PpG6 P2	2 

TOL (pWWO) Xileno, tolueno 117 P. putida mt-2 P9	3 

NAI-1 (Nt\F[7) Naftaleno 83 P. ¡mtida PpG7 P9	4

Rheiriwald y col.. 1973: Koga y col. l9,\6. 2: Chakrabart y col.. 1973: Sliapro	col.. 1 9 1 

Worsev y Williams. 1975: Duggleby y col.. 1977. 4: Yen y (iunsalus, 1982-,Yen y col., 1983. 

2.8.2. Técnicas de curado. 

La eliminación de plásmidos ("curado') de una bacteria es la mejor prueba para 

sustentar la relación entre Un carácter gcntico y la carga de un plásmido específico por el 

cultivo (Crosa y col., 1994). Un fenotipo ligado a la presencia de un plásmido puede no 

expresarse en el cultivo curado. Los protocolos para curar consisten básicamente en exponer 

MI cultivo a diferentes concentraciones de un agente químico, tales como naranja de acridina, 

bromuro de etidio, dodecil sulfato de sodio (SDS), antibióticos o a temperaturas mayores a la 

e ': ( lCU UL\ /iioIigII n.	 6 
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normal (Crosa y col., 1980: Hirota, 1960: Toinoeda y col.. 1968.) seguido de un plaqueo y 

análisis de la presencia de un carácter portado por el plásmido. Las colonias que pierden el 

carácter son analizadas por su contenido de plásmidos para confirmar la pérdida de éstos. 

2.8.3. Extiacció#z purificación de p!ásmido'.. 

\iuchas de las técnicas usadas para aislar ADN plasinídico de bacterias, están basadas 

en la coiifiguracíón superenrol lada CCC (circular covalentemente cerrada) de esta 

macromolécula. Todos las técnicas requieren de algún tipo de lisis celular suave, y de esta 

árnia mantener intacto el ADN plasmídico y fisicamente ser separado del ADN cromosóniic. 

Esta separación es más fácil con plásmidos pequeños, el grado de dificultad incrementa 

confornie aumenta el tamaño de ]os plásmidos como es el caso (le los magaplásmidos. Esta 

(hticuitad está fundamentada en el hecho de que plásmidos muy grandes están normalmente 

presentes en un balo número de copias (Oid y Primrose. 1987). 

Good y Nazar (1997), reportan la obtención de ADN plasmídico de alta calidad a partir 

de un simple usado alcalino, por precipitación directa usando polietilenglicol (PEO). El único 

requerimiento para obtener el lisado clarificado es la sustitución del acetato de potasio por el 

acetato de sodio, lo cual da como resultado la obtención de un usado clarificado y provee el 

sodio necesario para una precipitación eficaz. El PEO usado (6.5 es un nivel de umbral que 

resulta en la precipitación prefirencial de ácidos nucleicos de gran tamaño, sobre 
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oilgodesoxiiTibonucleótidos y ribonucleotidos como contaminantes. Bajo estas condiciones es 

predominantemente aislado el ADN plasmídico CCC. 

La técnica reportada por Kado y Liu (1981) permite la detección y aislamiento de 

p lásmidos de varios tamaíios (16 a 350 megadaltons) los cuales se encuentran en especies de 

Agrobacterium. Rhizobacierium, Escherichia, Salmoiiella, Entinia. Pseudomonas 

Áanthoinonas. El método permite la caracterización del ácido desoxirribonucleico (ADN) 

CCC, el cual es liberado por las células bajo condiciones que desnaturalizan al ADN 

cromosómico mediante e] uso de SDS (pH 12.6) a temperaturas elevadas. Las proteínas y 

desechos celulares son eliminados por extracción con fenol-cloroformo. Bajo estas 

condiciones, la concentración del ADN cromosómico se reduce o elimina. De esta forma el 

extracto clarificado es usado directamente para análisis por electroforesis en geles de agarosa. 

El Kit Midipreps (Boletín Técnico No. A7640. Kit WizardR Plus Minipreps, DNA 

Purification System, Promega. Madison, E. U. 1998.) consiste en una extracción por lisis 

alcalina y una posterior purificación del ADN por cromatografia de adsorción o intercambio 

611 CO 
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3. Objetivos. 

3.1. Objetivos Generales. 

Purificación y caracterización de proteasas de Pseudoinonas sp. C61 y P.fluorescens B52. 

• Determinación de la presencia de p]srnidos en las cepas de Pseudomonas y su correlación 

con la síntesis de proteasas. 

identificación de las cas de Pseudoinonas sp. por medio de la determinación del 

porcentaje de homología de la secuencia del gen ARNr 16S con secuencias patrón del 

genei•o Pseudoinonu.s. 

3.2. Objetivos Particulares. 

Optimización de la producción de proteasas de P.seudo,nona.v sp.C61 y P. fluorc'scens B52 

mediante la adición de compuestos inductores al medio de cultivo base. 

Separación y purificación a las proteasas mediante métodos croniatográlicos (gel de 

intercambio hidrofóbico y filtración en gel e intercambio jónico) y isoelectroenfique. 

\! ¡2!. 
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o Determinación dci et1cto de pli. temperatura, iones metálicos divalentes e inhibidores 

sobre la actividad proteolila. :.	crno la deierniinación de las constantes de reacción 

enzi mát 1 ca (K,, y 1 

• Eliminación de plásmidos curdo) de las dos cepas de Pseudonzonas mediante el 

tratamiento con agentes químicos narana de acridina y S1TS), y tratamiento fisico 

(crecimiento a altas temperaiura 

• Extracción y purificación de piásmidos de las dos cepas de Pseudomonas. 

• Amplificación y secuenciar del gen ARNr 16S de las dos cepas de Pseudoinonas mediante 

ci uso de oligonucleótidos selectivos para /'seudonionas sp. 

• Determinación del porcentaje de homología de la secuenciación del gen ARNr 16S cor 

respecto a secuencias patrón de cepas tipo del banco de secuencias de la EMRL. 

1 ),)(	a	pu al \ /?u)lp,':ca.p	 6() 
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4. Metodoloç!ia. 

117:7_OId!	 .7'.	 li!,' L:l	Li	iIL117L7I1 

Optimización de la produccion de proteasas de Pseudomonus sp. 

Purificación de proteasas. 

Caracterización de proteasas. 

o Llimin.._ ión de plásmidos (curado). 

e ldcnntcacióii (le las cepas de Pseudomonas por determinación del porcentaje de 

ioiiilii del uen .\R\r 1 (- con cepas upu. 

Las cepas utilizadas para este estudio fueron Pseudomonas sp. C61, aislada de carne de 

res en el laboratorio de Bioquímica de Macromoléculas de la UAM-Iztapalapa (México. D. F.) 

y Pseucloinonas fluoresceii, 1352 proporcionada por el Departamento de Microbiología de la 

de lcI f'asi (1 rinnda del	or1e). L ni ciidad dc Ç)ucen
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(fe proteasas: A cada una de las muestras se [e eliminó la fracción celular poi 

ceiitriliigacóii a 12000 rpm por 4 miii y se determinó la actividad enzimática por duplicado 

por el método reportado por Kuniti (1947), se utilizó como sustrato caseína (Hanimarsten: 

Rcscardi ()reanlcs bic. Cleveland, Ohio) al 1% con CaCl 2 2 mM en amortiguador Tris-HCI 5)) 

m\l pH . Lii el Anexo II Tabla 4t se muestra la rclacón de volúmce para cada muesn-a. 

se incubaron en un baño con temperatura controlada a 37 °C durante 2 h. La reacción se 

detuvo al añadir 750 li.l de ácido tricloroacético (TCA) (Baker) al 5% y se centrifugó a 12000 

g por 8 rrun a 4°C para eliminar la proteína insoluble en ácido. Los péptidos solubles en TCA 

c dctcrinindion a 250 am. Se determinó concentración de proteína por el método del ácido 

bic incon ínico (Smith y col.. 105) empleando liii sistema BCA Protei n Assay Reagent (Pierce 

an(1 \Varriner. (hester. Inulaterra. bolctin No. 23225) de acuerdo con las especilicacionc 

ciahlecidas por el proveedor, se utilizó albúmina  sérica como estándar (Redinhaugh y Turlcy. 

1 05
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c.\1iacto cniimót icos con ma yor actividad proteolitica fueron preparados para sti ana i	poi 

ciccirotbresis. La muestra se diluyó 1:4 con amorti guador muestra sin 13 - niercaptoetanol (13- 

\10E). Se prepararon geles verticales discontinuos de 5 x 10 x 0.07 cm, de 10 1/1,1, de acrilarnida 

para el gel de separac;ón y de 4% para el gel de concentración, se empleó un equipo de 

electroüiresms Mini-Protean 11 Slab ccli de Bio-Rad (Reichmond, California. E. Ui. No se 

aplicó a la muestra ningún tratamiento térnhico. Se in ectó un volumen de 20 pl_ de cada 

muestra \	1) it) del iiiaicador de licsos niolcc utaic. fi anúlisis se lle\ o a cabo a cnTicnic 

¡'ini	(	!< a ¡ii/u n,t	 (4
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constante de 13 rnA por gel. aproximadamente por 1.5 h. Para mantener la temperatura baja, la 

cámara se colocó en el interior de un refrigerador a una temperatura de 4C. Después del 

desarrollo de la electroforesis los geles se desmontaron y se sometieron a una etapa de 

impregnación de sustrato mediante la inmersión en una solución de caseína al 2% en 

amorti guador Tris-HCI 50 mM pH 7.5 previamente enfriada, donde se mantuvieron por un 

periodo de 30 minutos a 4°C permitiendo la difusión de la caseína al interior del gel, 

posteriormente se realizó la etapa de incubación elevando la teniperatui-a a 30°C para 

aumentar la actividad de las proteasas. Este período de incubación fue de hasta 2 h. 

Posteriormente los geles se enjuagaron con agua destilada para eliminar el exceso de sustrato 

en un solo paso se fijaron y tiñeron con una solución de azul de Coomassie R-250 (LKB 

l3romrna. Francia) 0.1% durante 2 h, se destiñeron durante 1 h con solución de metano] 

(Baker) 40%—ácido acético (Baker) 10%. Este tiempo de revelado fue el necesario para 

obtener un buen contraste de las zonas hioactivas. 

Una vez revelados los geles se colocaron en agua destilada para evitar que se siguieran 

destiñendo. Los geles fueron barridos en un densitómetro. Se calcularon los pesos moleculares 

de las bandas claras con respecto a la curva patrón del Log PM contra R 1 se empleó un 

densitómetro Ultrascan XL (Pharmacia LKB, Bromma, Suiza). 
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4.2. Purificación de proteasas. 

Basándose en los resultados obtenidos de la etapa de optimización de la producción de 

proteasas, se puosguió a la producción, separación y purificación de las proteasas. En esta 

etapa se propusieron métodos croniatográficos de baja presión como de intercambio iónico, 

filtración en gel y isoelectroenfoque. previa una purificación parcial del extracto crudo por 

precipitación con sulfato de amonio RNH 4 ) 2 SO4 1 O a 65% de saturación a 0-4°C (Lara 

Calderon, comunicación personal). Las etapas de purificación se analizaron por electroforesis 

para sustra e en geles de poliacrilamida-SDS en condiciones no desnaturalizantes (García-

Carreño vcol.. 1993). 

Para cada producción de proteasas apartir de cada cepa se preparó 1 L de TSB con 

CaCl 5 mM. se repartió en alícuotas de 100 mL en matraces bafleados de 500 mL los cuales 

fueron inoculados al 1% con un inóculo con densidad óptica de 1 (Jnii) y se incubó por 48 h 

a 19+ 1°C y 200 rpm. posteriormente se eliminó la fracción celular por centrifugación a 16300 

g por 23 minutos a 4°C en una centrífuga Beckman J2-Ml con rotor JA- 14 (Palo Alto. 

California, E. U.), el sobrenadante obtenido se sometió a una se gunda centrifu gación a 16300 

g p01 21) minutos. Para la precipitación de las proteasas se midió el volumen del sobrenadante 

obtenido y se calculó la cantidad de sulfato de amonio para saturar al 65 1 11, o, esta etapa se 

realizó entre 0-4°C con a g itación suave y constante, la adición de la sal se realizó lentamente 

para evitar la lormación de espuma y de zonas de alta saturación. Una vez terminado la 

1 
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aoición de sal se agitó por 2() minutos y se almacenó en refrigeración durante la noche para su 

equilibrio. La fracción insoluble fue colectada por centrifugación a 17600 g durante 20 minuto 

4	IHI .L\-2,	ILJpcndlda ca 4'.) iaL oc 21111)1: i < 1 Hildor Tris-110 50 mM pl] 7.5 

Para la p urificación por isoe!eclroenlo(]ue. se partió de caldo libre de celulas el cual se 

a liofilización para su secado en un equipo FreeZone 4.5 L (Labconco Kansas City. 

\hssouri. E. U.) posterionhiente el liofilizado se colocó en bolsas selladas al vacío y 

al nc:cciradas a -71 .LC' para su posterior allá] isis. 

42 /• ('!'oii1(1toçra/íi Iiidi'ofóhica 

i'iiia 11C\ al- a cabo la separac ion porcron1atograia hidrofrihica. se empleo iiia columna 

oc 4 \ 1.5 cm empacada con una maln/ de Phenyl-Sep]iarosa CL-4B (Pharmacia-LKB. 

Iromma. Suiza), la cual se equilibró con 2 volúmenes de cama de una solución de Tris-E-ECl 

So mM con (N 11 4 ESO4 0.8 NI y CaCL 2 mM pH 7. previamente filtrado por una membrana 

l)OFC (Bedfiid. Massachussets, E. EJ.) de 0.45 um y desgasiflcado por 15 minutos. Una 

de 1 2 111 1 - (id e\tractO enzimálico. obtenido por precipitación, se dializó contra la 

iii de cqnilibi'io por 24 II a 4' con an recanidio de la so1nción. La muestra, una vez 

1/i..	Ii fm por una iiciiNr;iir;r \i iii ip re de () 45 1011	P) li d - del fl lirado se inyectaron 

a la c o lumna. el uvendo con 1 50 mL de la soltie ion de equilibrio (adsorción) y despud con 1 50 

ni ~ de agua desionizada filtrada y desgasi ficada (desorción) a una velocidad de ft3  

iec 1ecando fracciones de 3 niL. A los picos obten idos en la etapa de adsorción y (lesorcIón 

l.1



se les determinó proteína y actividad proteolítica. por los meiouos de RCA y Kunitz. 

respectivamente. se gún se indicó anteriormente. 

4.2.2. Croinatogi-afía de filtración en gel. 

Para llevar a cabo la filtración en ge] se utilizó una columna de 95 x 2.5 cm con una 

matriz de Sephacryl S-100-HR (Sigma Chemical. Co.. Saini Luis. Missouri) con un intervalo 

de fraccionamiento de 1000-100000 Da. se equilibró con 2 volúmenes de cama con una 

solución de Tris-HC] 50 mM con CaCl 2 5 mM pH 7.5 el cual fue filtrado por membrana 

Ntillipore de 0.45 um y desgasificado por 15 minutos. Previamente. 11 mL del extracto 

enzinlático obtenido por precipitación. fueron dializados contra la misma solución de 

equilibrio a 4°C durante 24 h con un recambio de la solución. posteriormente el dializado fue 

filtrado a través de una membrana Millipore de 0.45 tni, se in yectaron 10 mL y se clu yó con 

SU() mL de la solución de equilibrio a una velocidad de 0.45 mUrnin colectando fracciones de 

3.5 mL. A los picos recolectados se les determinó proteína por BCA y actividad proteolítica 

por Kunitz. 

4.2.3. Cromatografía de intercambio jónico. 

La separación por cromatoirafia de intercambio iónico se ¡levó a cabo mediante un 

gradiente salino lineal con NaC1 0.5 M. Para el extracto cnziniático de C61 se generó un 

uradicntc de U a 0.33 Ni con una velocidad de 0.46 mM/niin y de () a 0.4 M para RS 2 con una 

1-:
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Ad 056 mM/mm. Se empleó una columna de 45 x 1.5 cm empacada con una matriz de 

DFAL A (Sigma Chemical, E o.. Samnt Luis. Missouri) con un volumen de cama de 65.3 mL. 

c	am libró la columna con 4 volúmenes de cama (261.2 rnL) con una solución 

I.I Oo:i e [ris-1 It 1 50 nii con (u('I 5 mM pl! 7.5, el cual previamente fue flltrado 

ntn	:n1, ".1	irc ie 'e 4" un e a'-nnucado por 15 mininos. 1 iia muo1ra (Ii' -1 ml de 

c\acto c'eini,teo fue dnii:iada C'uilie la nkma solución de equilibrio a 4C durante 24 h 

con un recambio de la solución, posteriormente el dializado fue flhtrado a través de una 

membrana Millipore de 0.45 1am, se inyectaron 3 mL y se eluyó con el gradiente salino en la 

solución amortiguadora de equilibrio a una velocidad de 0.4 mUmin colectándose fracciones 

LIC 4 mL. El gradiente lineal se inició a partir de la segunda fracción. A las fracciones 

colecto	de los picos se les deterni nó oroleína por I3CA y actividad protcolítica por Kunit,. 

4.2.4. J.':o('/('íroen/r)a/!'. 

I'/ / ' iL ; (f /(• 
ifl/(Çf)	e pesaron	e de inuesint Ij	liiada r se dIol\ lema en St) niL de 

soiacon de	a( '1- 2 ni\l. Irmiol \- III) ().4.	e ded aenando durante ki noche co 

ie 1 rimeracmon. Posteriormente se (ha! izó durante 24 h a PC contra la misma solución de 

resuspension con dos recambios de 0.5 L cada 12 h. 

1 mi ve/ acondicionaoa la	lesira. c proso a p'° la inc/cIa oc invecemon cii 

Lo	:encIne nri ncionc: mSS mi de la noicna c le	 11T de solucion 1c 

!-U de 3 a Ib y 2.5 mt de olicemi (el oleerol evita la precipilacion de Proteínas) 

U :.........L.'
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vez homogenizada la muestra en su totalidad fue in yectada en la cámara de 

1	 :r-ocn	previamente en li]ada a -5°C mediante Liii Sistema (le enfriamiento COil 

1 c	u	 enipleando COflh	solucioli de enfriamiento anticone1ante comercial 

pr C\ ramente cli fiado) manten cndo la temperatura ci Ci sistema entre -15  a -5°C. El análisis 

culizó a 14 watts (constante) y a una temperatura de salida del refrigerante de la Cániaa 

entre -2 a 8'C. El tiempo de análisis estuvo en función del voltaje y miliamperaje, es decir. 

una vez que se estabilizaron estos dos parámetros por 10 min. se analizó por otros 30 niin Ni 

posteriormente se detuvo (aproximadamente entre 3 y 4 h), inmediatamente después se 

colcuamn Fas fracciones. :\ cada una de las fracciones obtenidas se les determinó actividad 

proicolitica por el método de Ki mili y rl!. Las fracciones sin actividad fueron mezcladas para 

obtener un \olumen total. Solamente 1 mL de éste volumen fue dializado en conjunto con las 

Iracciones que presentaron actividad eiizimátiea por 24 Ii a 4C contra una solución de Tris-

1 ftl ( mM con CaCL 2 riiM pl! 7.5 con do recamb ¡ de ft 5 1 

\ 111 It .iccroiie dial iadas se le ,, determino ¡a concentracion de proleina por el método 

de 1 . \. u,1 como aci 1 idad proicol idea por el método de K rinitz (1947). Fueron también 

anulrtadas en teles (le POI iacrilamida-SDS en condiciones desnaiui-alizantes y no 

(li1T	i!1	(eniinr'jda.
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4.3. (	iacteri/acioi (ic' Itca;. 

LIS lrc 1 M!1C COM actl\ idd Cfl/I i1M ca IMCi'&)M meicladas obteniendo un volumen iota 

de LftLi Ct jj C j( eII/Ilitftt.	e	 ccHr	 CtI/MIa'; en funcion u 

p;1k	ue e ceiiEen u e(uuH:1iI:ci 

4.3. 1. 1211 /)ti1/10 y e.srabi/idaf a p11. 

11 cIcto del pH sobre la actividad enzimtica fue evaluado por incubación de cada 

cnium 0.5 m g niL) a 37°C por 30 mm, a difirentes valores de p11 Con soluciones 

iirinuadoras conteniendo hemoglobina o caseína corno sustratos, de acuerdo a la Tabla 15 

1 La reacción fue detenida por la adición de 750 PIL de solución de TCA 5 1
 

. 

e de ii cci riliuueimi de u uc/cu u40J I, Vfl 7 1i por 10 mm. el sohrcnadante obtenido 

C 'MCH( 1 Mi. cuitiiJu ectiiriluuucnm de cetiflcaeun en viales de 1.5 ml—. Posteriormente 

Is pptidos solubles en ICA, como resultado de la proteólisis, fueron deterniinados a 2() ¡ini 

CM Mil csflce11'ofotófllL'1 ro Beckman 1)1'-65() Liii Ictiol). (a ji Iwnia. E 1.). 

le	lehcuj.Rj de u cil/'lnlu u	 ' :re: dc pl 1	ntcrvalo de 2.8 a 1 2.). (de 

C\ iiiadu iediietc la inctifticion de 2'))) iii de ca/ima (06 mg/rnL) más 400 iL de las 

u 1 C 	Ic.'I:. ant r1nuad1H	\1que cu	cIu'aii en cl labIa 16 (Anexo II) a 4C 

,;... 1
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rnn 24 11, obteniendo una concentración final de enzima de 0.2 m g/mL. Posteriormente, se 

dctcrminó la actividad cu y , ni/ii it..-:.1 de los diferentes lrataniientos. 

4. 3.2. Iei,zjeratiiraóptinuí 3 ter!1ZOe.1uI)iIid(IíI. 

!.a ienlperaiura op nm de las protcaas se deerininó incubando cada una de la 

en/unas ler una concenlraelor de 0.5 mni L) en caseina (0.5'1> en Tris-1 l(- 1 St) niM con 

( aC1 3 niM pH 7.5) a diferentes temperaturas (5. 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90°C) por 30 

uH

La tem ocsahi 1 idad de la eniinia 1ie determinada por incubación de al icuotas de 20)) 

de en/ 1 u.i en s iales de 1.5 ni¡.. a d t'(:i-ciitos temperaturas (20. 30, 40. 50. 60, 70. 80. 90 y 

II) ( : di incuhacion a 10)) (	e realizó en baño de acelte) por 30 min. Inmediatamente 

cfliiC. del nauminiento lerlineo ¡as intieira	tueron eníriada	en aeua de nelo 

:crirei:ie e determino la :1en\ JaII eli/imimailea Cii Caeiini 05", en 1 ri-1 l( 1	H ii1i eni 

(aCl 3 mn\1 p11 5) a 37(' por 3)) mm. 

43 3. LJt't'ro de ¡oiie.s e urI:í/)uIore.. 

luia conocer el eLecto	ione nietalicos di alenies e inhibidores. se dializaron 4 mi— 

de cada e\wielo en/lin/IHeo (('.0 ni :111.) vs. 05 1. de Tría-1 1(1 0.1 \i p11 75 durante 24 h a 

.4 ( - con el 11:1 dc cliniimiai	i)¡ie	de c:ilcio einiieiiidas cii	;i	lii1ieiia	eIi/:n1atica	1 

•	it-!: 
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iones metálicos empleados fueron compuestos dorados (CaCl 2 . MgC] 2 . FeCl 2 , ZnC]2 . H(,CL y 

NiCl) a concentraciones de 1. 5 y 10 mM y únicamente el ión cobre fue usado como sulft o 

((LISO,) a coilcciliraciones de 1. 2	3 mM. Los inhibidores de proteasas prohades 

ácido en ctilendiamintctracetleo (sal disódica de E DTA). o- fenantrol md y fi - mercaptoetanol 

(/5 - MCE) a e o ncc rcucs de 1 51 y Jo niM, as como dodccl s u(fato de sodio (SDS 

concentraciones de 0.025. 0.05. 0.1 y 0.25% y urea a concentraciones de 1. 2. 3 y 4 M. 

Posteriormente, a 100 tL de extracto enzimático se le añadieron los volúmenes calculadv 

para obtener las diferentes concentraciones finales de iones e inhibidores a probar (Tabla 1 

Tabla 18, Tabla 19 del Anexo II). Inmediatamente los diferentes tratamientos fueron 

incubados a 20C por 30 miii. se determinó la actividad enzimática re ,,. .. neme tanto del: 

control como de los tratamientos. Las soluciones de caseína 0.5% a las diferentes 

concentraciones de iones e inhibidores fueron previamente preparadas a partir de soluciones 

patrón como se indica en las Tabla 17, Tabla 18 y Tabla 19 (Anexo II). 

4.3.4. Deternij,,acjóji de la COflSttllIte de MicliaeIis-Me,,teí, (K,,, ). 

Se preparo una solución de caseína 05 % (5 rnr/niL) en Tris-HCI 50 mM, CaUI 2 3 mM 

pl 1 7 . 5 . con la cual se obtuvieron las concentraciones de 0. 1 a l miz/mL. La concentración de 

la cntima se mantuvo constante a 0.5 niz 'mL. La actividad se dctermind a 2, 4. 6. 8 y 10 111111 a 

las diferentes concentraciones. Las constantes K, y I', se calcularon a partir del doble 

reciproco de la grátca de Lincveavei y Btirk. 
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4.4. Eliminaci0n de pbsniidos (Curado). 

l . I erado Lic Ia do cepa de I'.cuL/omo/a/ se ilcvo a cabo como lo describen (rosa y 

!99 - 1 ) con algunas modificaciones, que consistieron cii aplicar temperatura alta. 

iralaiujc:ii() Con naranja de acridina y SDS. 

4.4. 1. Incubación (1 temperatura alta. 

c inocularon 2 mL de medio TSB - NaCI 1% con 20 iL de un cultivo fresco, 

incubandose a 42 °C y 200 rpm por 24 h.. El cultivo fresco se obtuvo por inoculación de 5 mL 

de medio TSR con una asada de una colonia aislada de la cepa a propagar, posteriormente se 

:ncuh, a	a 20)) rpm por 1 5 Ii (condiciones e\pernnentales). Se usaron (),0l ni!. (le éste 

CLYII\ como iiiociilo para 1 ml, del mismo caldo. se incuhó a 7 C y 20)) rpm Por otra 24 

h. l sic procedimiento se repitió por lO veces. Se realizaron diluciones (le 1 ()-. It)	y 1 0 

ci,n medio TSR y se extendió 100 tl en placas con medio TSA suplementado con Na(l al 1 

incubando a 25°C. Las colonias aisladas se inocularon por contacto en placas de leche 

deci ciiiada en poR o al 2". incuhaijdose a 25°C por 4 h o hasta la íorniacin (le un halo de 

Ii 

1 	1 1/ 
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4.4.2. I111'i-ca fado fr u r d , :oi:,s	 ííc Uij/Íí1 . 

la inanipuLicini oci cehLin[e e	iron LLa1uc	nialerial ucsc.chable (puntas. 

eU	y \ ialci 

Se inoculó 0.5 mL de caldo L iAnc\o 1) en y iaIe de 1.5 mL con 20 nL de un cultivo 

0esco. Se añadió a cada vial el colorante naranja de acridina, incrementando la concentración 

en mi ntervalo de 10 a 3(0 tic mL co pio c indica en la fabla 2() (Anexo 11). 

L.Os v iales se incubaron por 24 h a 20 U a 200 rpm, y se seleccionó el cultivo con 

ma\ or concentración de colorante en el cual se observó el crecimiento, Se dilu yó el cultivo a 

¡ U -	con caldo L v se aplicaron 100 pL en placas de agar L, incubando a 25 °C para 

obtcnc n]onIas isladas. lasc itineularon flor conac1ñ en pacas de ccIc en polvo al 20 

do a 25 ( poi- 4 Ii o iasa la lorniacapi de un Hilo de hídikir. 

4.4.3. lizculuició,, eii pre'ncia de dodecil uI/uto de sodio ('SDS). 

Se inoculó con 2() pL de un inoculo fresco un volumen de 2 mL de TSB conteniendo 

0Y 0 de SI )S. Posterjoi-nientc se incubaron por 24 Ii a 37 °C 'e 200 rpm. Jerm nado el tiempo 

de incubación se realizaron di 1 ucionc de 1 U y ¡ (Y 'e se aplicaron 1 00 pL de cada di lución en 

pla	tic mcdtn USA para obtener cdoiiias aisladas. Se incubaron a 25 'U 

- '('	 75



(:/Ii,:ll,m h uta 

Las colonias aisladas se inocularon por contacto cii placas de leche en polvo al 2 

incubando a 25C por 48 h o hasta la formación de un halo de hidmi isis. 

4.4.4. Pruebas con antibióticos (antibim,'rum(í). 

Para dccrininar la efectividad de los iratanilen os de curado se probaron 5 ant i hiol icO 

a ios cuales las PciIoi;inw son resistentes (Chacrabart. 1	tiao y \lc( al 1 us. 199-1. Se 

prepararon placas de ISA con diferentes concentraciones de anti hiói co por separado C1,abla 

6). una placa testigo sin antibiótico y una placa de caseína al 2% para determinar la 

producción de proteasas. Se seleccionaron 9 colonias aisladas obtenidas tanto por ci 

tratamiento con naranja de acridina como con SI)S 10% y 8 colonias obtenidas por altas 

temperaturas y una colonia de cada cepa sin tratamiento de curado. En cada placa se inoculó 

por contacto cada colonia seleccionada (le los diferentes tratamientos mediante palillos 

des p untados y estériles (se utilizó un palillo para cada colonia). En la Figura 6 se muestran las 

arca de inoculación de las colonias para las dikrentes concentraciones de antibiótico y sin 

antibióti co. 

¡	1: '2 •	 76 
(7,',,



Tabla 6. Lista de antibióticos cmp!cu	us concciicu. 

Antibiótico	 Concentración (p.gJrnL) 

Tetraciclina 25 

C'Ioi-ainfenicol 30 

Ampicilina 100 

Kanamicina 

Ritinipicina 100

Tratani icfl tos 

Naranja u 

Pse,domonas sp. Cj 1	
SDS lO 

Ita temperatura t7 (1 

\:anja de acnduta 

SDS 
/- /a)J'	

Alta temperatura	( 

tigo 

Fieura 6. \reas de inoculación en placas de los diferentes tratamientos (le curado y testigo. 
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.15 Extracción y purificación (le pIstiiIdos. 

a la a.\i! caony, pan cación (le plasinidos. tanto de las cepas ori g inales como de las 

éCi1icas: un sistema M idipreps (Wzard Plus M idipreps DNA 

Puriflcation	ste11, Prome ga. Madison. E U.) que consistió en una extracción por lisis 

alcalina y una Ponedor par flcación del AI)N por resma de intercambio jónico. una 

4inipreparación de ADN plasniídico (Samhrook y col., 1989) y un procedimiento rápido para 

an \ aislamiento de phsniido grandes y pequeños (Kado y Liii. 1 9S 1 ) COfl algunas 

a

naiupcparación (IL. :\l)N i']aiiídco \ e	is1cna Midipreps, c ]c\amn a cabo 

1!Ci cil el \nc	11 I. 

1 ww ti	 -, 
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..I.. 1. Procedimiento rápido para detección r ai.'Iwnieiito de p1ásinido graiides y 

JH.'(fUl.I'FiO\. 

te procedimiento. descrito por Kado y Liu (1	1), permite la detección y aislamiento 

de pcsnidos de varios tamaños (2.6 a 350 niegadaltons) los cuales se encuentran en especies 

nc .1 Lrobuc(er/1(/n, Rhizobacic'rjun,, L 'scherich ja, Sahnoiiella. Eni jo ¡a, Pseuc/wnonas. y 

LI uiiodo permite l í,1 camelen/nc ión del c do deo i rribonue ltico (A W\) 

( (	el cual es liberado por a cc u las haio condiciones que desilat ural unu de] :\ l)\ 

cuoullosounjco. mediante el uso de SDS (pH 12.6) a temperaturas elevadas. Las proteínas y 

desechos celulares son eliminados por extracción con fenol-cloroformo. Bajo estas 

condiciones la concentración del AL)N cromosonhico es minimizada o eliminada. De esta 

firn:: e] e\traclu clarificado e usado durccuamente para análisis por electroforesis. LI 

p r i çl j fl CutO c (1ccric en ci Anemi III. 

Extracción de Al) cronosóin ico. 

1 a, ccpw, se inocularon en 1	nL de nucdn) lSB, a 25 'C por 2() h en neulación 2U() 

1 .a raeruon ce]uIa	c cpam p01 cern rlul'ación a 13000 rpm por 10 mm. y el 

precipitad de ct.ltilas se resuspendn cii 1 mL de una solución de sacarosa 0.5 M y Tris 50 

ir \1 pl 1 Kl. Posteriormente se transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 mí— y se ceritri íu6 a 

2(0	fli	IP] LI pIO(ipHldII	I1I]InI1	C cslisflcul(ii(l en 1 vil. de una P1I11:rin Jc 
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II )TA 5 mM y Tris 50 mM H .0. se añadieron 5 tl de RNasa de una solución patron de O

y 70 iL de proteinasa K de una solución patrón de 300 m g /111L en sarkosyl 1 6%. Se

mezcló suavemente y se incubó a 45°C por 40 mm; se adicionaron lOO iL de SDS al 10%, se

mezclo suavemente. Se realizaron 2 extracciones con fenol saturado. mezclando un vokinien 

umal de tenol entrla(lo en lucio seguido de ccrnrifugaeión a 12000 rpm por 5 mm. Se recolectó 

la tdc uperior usando una lmeta Patcur de po] icti eno csiril de boca ancha, 1 A i )N c 

a -20"C iiita Sil U7,O. 
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4.6. 1dentiticacj('í1 de las dos cepas de Psez,domo,,as por determinación 

M porcentaje de homología del gen ARNr 16S con cepas tipo. 

pi ci ración dci cu 1 i\	real izo en (los etapas, cada una de las cepas c 

pi acai-on ca 10 mL de medio TSB a 20°C' por 18 h a 150 rpm: posteriormente se preparó 

unu diución del cultivo 1/20 en 10 mL de TSR fresco a 20°C y se incubó por 3 h a las mismas 

condiciones. El cultivo obtenido se sometió a la etapa de extracción de ADN. 

1.6.]. .Í.sI1/;!/('Jlr() (I(' ilD\. 

¡ as celulas lueron obtenidas por centrifugación a 12000 rpm por lO mm. La fracción 

cciuIa tie la ada y resuspendida en 1 mL de Tris-HCI 50 mM (pH 8.0)-sacarosa 0,5 M. Las 

ceiuIj ucioii tianferidas a un tubo Eppcndorf y centrifugadas a 12 000 rpm por 1 min. 

Pote1-tornieii1e, las células se resuspendieron en la misma solución amortiguadora 

conteniendo lisozima (25 pL de una solución de 50 mg/rnL), La solución fue incubada a 37°C 

por 30 miii en un baño con temperatura controlada y posteriormente centrifu gada a 12 000 

mni por 1 min. Las células fueron resuspendidas en 0.5 niL de Tris . HCI 50 mM (pH 8)-EDTA 

5 mM, .e añadieron 2.5 tL de una solución de 10 mg/mL de ARNasa y 35 pL de una solución 

de prolcinasa K (solución de lO mg/mL en sarkos y l al 1.6940). La solución se incubó a 45°C 

por SO nita. cguRlo de la adición de 50 pL (le una solución al 10% de sarkosyl, mezclando 

suave Cl-() niuiluciosaniente en este punto se detectó la clariOcación de la preparacion. Se 

( i4í-J:i. 
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realizaron dos extracciones con fenol por mezclado con un volumen igual de fenol a -20°C 

U.5 niL) y se agitó hasta la obtención de una emulsión, la cual fue centrifu gada a 13000 rpm 

por 10 mii Postcriormcnic, mediante una pipeta Pasteur desechable de polietileno de boca 

ancha se tomó la Íise acuosa superior, evitando tomar la interfase y el l)recipitado, y se 

transfirió a un tubo Fppendorf. La muestra de ADN se dializó por 24 h a 4°C Contra 500 mí-

de Tris-1 ¡Cl10 mM (pH 8.0)-5 mM EDTA. Las muestras se analizaron mediante la aplicación 

de 10 tL de producto en geles de agarosa al 1% (condiciones de análisis: 75 volts por 2 h 30 

mm). Las muestras de ADN se almacenaron a -20°C. 

4. 6.2. /1 niplificació,, del -enA D.Vr 16S. 

Para la amplificación del gen ADNr 1 6S que codifica para ARNr 1 ÚS de Pxeudomonas 

e usaron un par de oligonucleótidos iniciadores (primers) selectivos para Pseudomonas (Ps-

PCi RiHco I3RL. Life Technologies Inc., Paisley. Inglaterra) (Widmer y col., 1998). Las 

ccIciicI:i de los oli gonucicótidos se niucstran en Tabla 7. 

Tabla 7 , SCCUC11CIa de oligonucicótidos selectivos para e] género Pseu1wuo,iux. 

Oligonucleótido	 Secuencia 

Ps-lbr (2()-lner)
	

5' GGT CTG AGA GGA TGA TCA GT 3' 

Ps-rcv (1 8-mer)
	

5' TTA GCT CCA CCT CGC (i(jC 3 

/ ), :( ,' : Jcl,,	) ( 1e,,(,a /Ji'/OMi •U'	 82 
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Los reactivos para la rcacc1on de amplificación se aiadieron a tubos Eppendorí 

estériles de 0.5 mL en el orden t n ie se mucsti-a en la Tabla 2 (Anexo II). 

La	 a	un lcrmOCiCIador DA hcrniaI (\cler (Perkin 

Eimc Ceiti. Nor\alk. U	j. la	 nin a	°C para 

desnaturalizar completamente el AI)	condiciones de las etapas de desnaturalización. 

alineación y polimerización de los ciclos se muestran en la Tabla 22 (Anexo II . 

Las muestras fueron mantenidas a 4C. El producto de la amplificación (amplicon) fue 

purificado mediante un sistenia \Vizard PCR Preps (Promega. Madison, E. U.) de acuerdo a] 

procedimiento recomendado por el flibricante para desalinizar y eliminar oligonucleótidos en 

exceso. Las muestras (10 fiL) se analizaron por e]cctroforesis. en gel de aarosa a! 1 U 

volts constante por 2 h i' niin y teid co- w1, 1 nl'Hn	cnar de eii!H ga 

(S:inibrñok \ Ct.. 

L1(f ) u1C(W II!	FI  

Laecue11c1aciúnueicen.\i	 11 

ADN (DNA-Sequencing Kit. Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Biosystenis, Warrington, Inglaterra). Los 4 oligonucleótidos iniciadores usados para una toa 

secuenciación del fra gmento, aproximadamente una lon gitud de 990 pb, se enlistan en la Tab 

8 y en la Figura 7 se esquematiza las zonas complementarias de unión de las cadenas sencilla
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de ADN 16S con los oli gonucicótdos y las direcciones de amplificación. Los ciclos de 

secucncjacjón fueron llevados a cabo en un Termociclador DNA Therrnal Cycler (Perkin 

Elnier Cetus, Norwalk, E. U.) de acuerdo a las condiciones reconiendadas por el fabricante. La 

alineación de las secuencias obtenidas se realizaron con el paquete Sequence Navigator 

Versión 1.0 (Applied Biosystems. Foster City. Ca]iforna. Posteriormente las secuencias 

obtenidas fueron comparadas con las secuencias del fra gmento ARNr 16S de I'seudomonas 

del banco de secuencias del Laboratorio de Biología Molecular Europeo (European Molecular 

Biol'o ,,)Y Laboratory: EMBL) para obtener el porcentaje de homología. 

Tabla 8. Secuencia de oli gonucleotido usados en la secuenciación del gen ADNr 16S. 

Oligonucleótido	 Secuencia 

Ps-for (20-mer)	 5' GGT CTG AGA GGA TGA TCA GT 3' 

Ps-re (1 8-mer)	 5 TTA GCT CCA CCT CGC GGC 3' 

Ps-tr-2 (1 9-mer)	 5' GAT ACC CTG GTA GTC CAC G 3' 

Ps-rev-2 (1 9-mer)	 5' CGT GG.\ CTA CCA GGG TAT C 3'



	

( l/ -U	 ¿1lll	
't l(1()(I(.'/)L(CJ. 

Ps-Iiu

-- -. 

	

\lI.)Nr 16S	 .	tI (•(	 J( (i;(.	 . ((C(;((;	I((.	.( 1 

_____________	
- - 

I-rev-2	 Ps-re 

Figura 7. Zonas de unión de los oligonucleótidos iniciadores y dirección de amplificación del 

segmento de ADRr 16S. 
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5. Resultados y Discusión. 

i 'rización de la producción de proteasas de Pseudomonas sp. 

5.1.1. Efecto de medio base Y suplementado sobre el crecimiento. 

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado. Para optimizar la producción de 

proteasas por las cepas de pseudonionas se utilizaron 3 medios base: caldo tripticaseína y soya 

(TSB), caldo infusión cerebro corazón (BHJ) y caldo nutritivo (CN). los dos primeros medios 

son efectivos en la síntesis de proteasas de Pseudo,nonas (McKellar. 1982), mientras que en 

CN la producción de proteasas puede ser estimulada si se adiciona al medio leche descremada 

en polvo (LD) (McKellar. 1982 McKellar y Chol]etie. 1985b). y como inductores CaCI7 (1. 3 

y 5 mM) y LD (0.2 y 0.41/Ó). Para cada microorganismo se realizó una cinética de crecimiento 

y se determinó la actividad proteolítica en los diferentes tratamientos por 48 h. Las cinéticas 

de crecimiento de las dos cepas de pseudomonas presentaron el mayor crecimiento  en TSR y 

BHI (tanto en medio base como suplementado) (Figura 8, 9, 12 y 14 respectivamente). El 

análisis de varianza (Anexo II [Tabla 23]) con prueba múltiple de Duncan indicó que el 

tratamiento con mayor crecimiento se dió en TSB con 1 mM de CaCl2 para ambas cepas (P > 

0.0001). siendo e] medio CN con y sin indu'tor el de menor crecimiento (Fi gura ] y 1 ). 

1 )i. iitlihi./í) t, (	tus 11
.t
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obseno tamblell in cnoi creci iii Cfltt) en iodo o medios suplementados con leche 

descremada en polvo 0.4%, probablemente provocado por la turbidez impartida por LD a esta 

concentración es decir, al utilizar e] medio con Li) (blanco .) no se puede establecer la 

densidad óptica precisa del crecimiento microbiano, dado que esta opacidad va disminuyendo 

durante e! Cft'C1I1flCfl1) cOmo rc;u!iado de su utilización 

H'i/tt
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Pscudoinonos C6 1. a 1 9C, 200 rpm en 
s ,,,\>	•/,/	

- 

-	 tripticaseina	y	Soya	(TSB)	(: 

suplementado con: CaC'I mM ( ): Ca( 1 

3 mM (A) CaC1 2 5 mM (:): Leche en pO\ O 

0.2° (*): y Leche en polvo 

t ic,	u

Figura 9. Cinética de crecimiento de 

Pseua'omonas C61, a 19'C, 200 rpm en 

caldo infusión cerebro corazón (BHI) (0): 

suplementado con: CaCl 2 1 mM ( ); CaCl 

3 niM (A): CaCl 7 5 mM (x): Leche en polvo 

y Leche en pol) 0.4 (0). 

Figura 10. Cinética de crecimiento de 

Pseudoinonas C6], a 19°C. 200 rpm en 

caldo nutritivo (CN) (0): suplementado con: 

CaC]2 1 mM ( ): CaCI, 3 mM (A): CaCL 5 

mM (x); Leche en polvo 0.2% (*); y Leche 

en polvo 0.4% (0).



-	-----	Ficura 1  . Cinética de crecimiento de P 

EE1:	
200 ; en caldo 

3 mM (A); CaCl 2 5 mM (x): Leche en polvo 

0.2% (*): y Leche en polvo 0.4% (0). 

- Hgura 12. Cinética de crecimiento de ». 

fluorescens B52, a 19°C, 200 rpm en caldo 

infusión cerebro corazón (BHI) ((); 

suplementado con: CaCl 2 1 mM ( ): CaCl2 

3 mM (A); CaCl 2 5 niM (x); Leche en polvo 

0.2% (*): y Leche en polvo 0.4% (0). 

iura 1 3. Cinética de Lrecimienlo de P. 

fluorescens B52. a 19°C, 200 rpm en caldo 

nutritivo (CN) (0); suplementado con: CaCl2 

1 mM ( :): CaCl 2 3 mM (A); CaC]2 5 mM 

(x); Leche en polvo 0,2% (*); y Leche en 

polvo 0.4% (0). 

L	si. i/vi,s
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5.1.2. Ef cero (le i,,eiljo base ' suJJ/emenrad() sobre la actividad proteoIí1i(l 

f)ehkio a que la produccion de proteasas Cxtracelu]ares en las pseudomonas está 

asociada al crecimiento esta ocurre en la pa pe final de la tse exponencial y principios de la 

lisc 
cSlac!onanI de¡ c!ecl:niento como resultado de la limitación de nutrientes, siendo una 

' cntaja para esl()s i iI icroorganisnO 5 (Kohlmann y col., 1991). Este comportamiento fue 

obseado en las dos cepas estudiadas en esta tesis con una mínima actividad proteolítica a las 

l( h (final de la Íse exponencial) y una máxima actividad a las 24 h (principio de la fase 

estacionaria). Este comportanhjento ha sido reportado para otras cepas de 
Pseudonions 

(Pctcrson y Gunderson 1960; McKeIlar, 1982; Murray , y col.. 1983: Fox y Stepaniak, 1983: 

Y col.. 1 97: Fairbain y Law. 1987: Myhara y Skura. 1989). 

La acti \ Idaj protcol itica, COfl]o una medida indirecta de la producción de proleasas. e 

Incicmentó por la presencia de los inductores, teniendo los valores más altos en el medio TSB 

con CaCl 5 mM para ambas cepas de pseudornonas (P < 0.0001: Tabla 23 del Anexo 11) 

( l : iI ra 14 y 17), siendo la Pseudoniona C61 Ja que presentó la ma yor actividad proteolítica (P 

ci el-celo Inductor de la [1) sobre la producción de proteasas se observó en mayor 

medida en ci medo HHI con LD 0.4% (Figura 15 y 18) pero siendo éste menor que el 

tratamiento del medio TSB con CaCI7 5 mM. En e! medio CN se observó el efcto inductor 

del CaCF LI) (Figura 16 y 19), Siendo fivorccida a pr(,ducci(n por LI) niás que con La( 1 

Pa reportado que la presencia Ca - ' es requerida para la actividad óptima de la p o Te;is,
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para la producción de ni"ee aios de a enzima. Por otro lado. en la producción de la proteasa 

ci requerimiento de calcio es específico y depende de su concentración (Lia y McCallus, 

/:;
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14	;\clividad	prteoliiica	de

Psdudom(nlas C6 1, a 19'C, 200 1-pm en 

	

tripticaseína	y	soya	(TSB)	(0):

suplementado con: CaCl 2 1 mM ( ): CaCl 

3 mM (A): CaCh 5 mM (x); Leche en polvo 

(*); y Leche en polvo 0.4% (0). 

25 

Figura 15. Actividad proteolítica de 

Pseuclonionas C6], a 19°C, 200 rpm en 

caldo infusión cerebro corazón (E3H1) (0); 

suplementado con: CaC1 1 mM ( ): CaC1 

3 mM (A); CaC1 2 5 mM (x): Leche en polvo 

0-2% (*); y Leche en polvo 0.4% (0). 

—A—I 

n'1

Figura 16. Actividad proteolítica de 

Pseudoinonas C61, a 19°C, 200 rpm en 

caldo nutritivo (CN) (0); suplementado con: 

CaC], 1 mM ( ): CaCI, 3 mM (A); CaCL 5 

mM (x); Leche en polvo 0.2% (*); y Leche 

en polvo 0.4% (0). 

f' J1J(J	( J.11J/,1s
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--	 1 iura 1 7	Acn  

/Juorcsce;is B52 C61, a 19 0 C  200 rpm en 

caldo tripticascína y so a tFSB) (0); 

suplementado con: CaCl 2 1 mM	); CaCi 

3 mM (A); CaCl 2 5 mM (x); Leche en polvo  

0.2-0	Y Leche	o i.). 4'.' (0). 

/

Fiiura 1 .Ac tividad proco1 iuica de P. 

•t?uorescens B52, a 19'C. 200 rpm en caldo 

infusión cerebro corazón (BI-il) (0): 

suplementado con: CaCF 1 mM ( ); Ca(l2 

3 mM (A) CaCl 2 5 mM (x): Leche en polvo 

0.2°0 (*); y Leche en polvo  

Figura 19. Actividad proteolítica de P. 

fluorescens B52, a 19'C, 200 rpm en caldo 

nutritivo (CN) (0); suplementado con: 

CaCJ7 1 mM ( ); CaCl 2 3 mM (A); CaCl 5 

mM (x); Leche en polvo 0.2% (*); y Leche 

en polvo 0.4% (0).

() -



Resultados r Discos ion. 

Fu las Fi gura 20 2 1 sc muestran los geles de po]iacrilarnida-SDS para sustrato que 

presentaron la ma yor aeFvidad proleolitica. Todos los extractos de Pseudonio,ia C6 1 (Figura 

20 presentaron una sola banda t)ioaetiva con un peso molecular de 45 kDa lo que permitió 

sLlp011er que se estaba produciendo una sola proteasa. Sin embargo en etapas posteriores de 

fl	cae	UIaJi/dfl(io con esta nisnia técnica, se observó la presencia de más bandas 

hioactivas de menor peso molecular. En cuanto a la electroforesjs de los extractos de P 

11 71
	B52 (Figura 21). ésta mostró la presencia de otras proteasas además de la 

principal, con un peso molecular de 48 kDa. En investigaciones realizadas sobre la producción 

de una proteasa de una cepa psicrofilica de P Jluorescens. Margesin y Schinner (1992) 

encontraron que- la proteasa producida por esta cepa formó múltiples bandas en geles de 

isoeiectrocnFque i ¡El-'). Estos autores sugieren que estas bandas representan diferentes formas 

o degradación de una sola proteasa. Reportes similares los formularon Liao y McCallus (1998) 

para una proteasa producida por I- /l1ures en (.Y 09 1

ft'\1
(K Da) 

205 

116 
97.4 
66 

45 

29 

1 uia 2u. l.leetroforesis en gel de poliacrilamida-SDS para sustrato de extractos enhinláticos 

de J('/IjomQ,/\
 

COI prtuJiicido en los dift-entes medio: íj medio EH]: Ii) medio B111 

(14



1)1 ( 

con (a( '1 5 nv\1: (-) medio Rl 11 con leche descremada en polvo ().4 : /) Vlaftadoi- de 

peso molecular: e) Medio TSB: fl Medio TSB con CaCl 2 3 mM: g) Medio TSR con 

5 mM.

PM
(KDa) 

205 

116 
97.4 
66 

45 

29 

¡iguia 21. Electrofoi-esis en gel de poliacrilamida-DS para sustrato de extractos eni.iniáticos 

de P. /luorescens B52 producidos en los diferentes medios: a) medio BHI; h) medio Blil 

con leche descremada en polvo 0.2 1/o; c) Marcador de peso molecular: (1) Medio BHI 

con leche descremada en polvo 0.4%: e) Medio TSR: /) Medio TSR con CaCl 2 5 mM: g) 

Medio T513 con leche descremada en polvo 0.4%. 

5.2. Producción y purificación de proteasas. 

n.[uccón de protcasa para	 se llevó a cabo en e! medio TSR con 

( a( l 3 mM, ya que en este medio suplementado se observó mayor actividad proteolitica. 

Para la purificación se utilizaron técnicas de cromato grafia de interacción hidrofóbica y 

fi l?ración en gel, así COO también crornato grafia de intercambio iónico y isoelcctrocnflquc.

3 
F'	l/iirs



. 2. 1. ( 'ronzatograia de interacció,, /zidro/óbic. 

1 u la 1-1gw-a 22 se muestra el perfil de elucon en Phenvl-Sepharosa CL-413 

(Pharmacia-LKf, l3romma, Suiza) de la muestra impura del extracto enzimático de 

IL1í(i'H)lO/1. sp. ( - 61 obtenida por saturación al 65% con sulfato de amonio. El pico con 

acli \ Riad proteo] 1 tea obtenido en el ensa yo sobre caseína se local izó entre las fracciones 30 a 

la 38 de la etapa de desorción, por lo cual la aplicación del gradiente en la primera etapa 

(adsorción) permitió la eliminación de proteína contaminante. La columna Phenyl-Scpharosa 

CL-4B (Pharmacia-LKB, Bromnia, Suiza) incrementó solo 4.7 veces (Tabla 9) la pureza sobre 

la obtenida por precipitación con sulfato de amonio y con un rendimiento menor al 1% lo que 

indicó una perdida de actividad durante la elución, debido a la sensibilidad (le la enzima a la 

aucncia de calcio durante la elucion ( \icKellar. 1989). El perfil de elución del extracto 

enzirnático impuro de J f/uorescens 1352 obtenido por saturación al 65% con sulfato de 

amonio se muestra en la Figura 23. Presentó un perfil similar al del extracto enzimático de 

P,e,ido,nas C61, localizando el pico de actividad entre las fracciones 27 y 37 de la etapa de 

dcoiciui eLida con agua desionizada con un máximo en la fracción 35, mostrando un 

incremento en la puri Íicación de 31.6 veces (Tabla 10) con respecto a la muestra original y 

solo 3 veces sobre la obtenida por precipitación con sulfato de amonio. 

/ )( i'i,nk, it ( iii( tjs



luí;	,'.(;	1	 .'H	
i!jtí•	:i», 

:s	2	2	U	33	35	37  

-^J ti 

 3') 

de fracción 

1iu-a 2, PunflLión parcial de proteasas de Pseudo,nonas sp. C61 en Phenyl-Sepharosa 

(1 --4 13. nig Prot/nil. (A) unidades enzimáticas ( ). 

0.25

33	.;, 

1 iiva 2.. Puii iicaciii parcial dc pruicaas de P. fluo;L'sc,i. 12 en iiicnvI cpharu.a CI 

413. mg Prot/mL (A): unidades enzimúticas ( ). 
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5.2. '>. 	erafia de/iltraeióii en 

La Ficura 24 muestra el perfil de elución en Sephacryl S-100-HR (Sigma Chemical, 

Co-.'aint Luis. Missouri. E. U.) del extracto enzimático impuro de Pseudoinonas sp. C61, el 

nico con actividad proteolitica fue localizado entre las fracciones 62 y 71 con un máximo en la 

afl cluir con Tris-HE! So m\i con CaCl 5 m\I pl 1 7.5 Esta columna incremento la 

ptire/;i	. 4 vecesCl aNa ') con respecto ala muestra o] ]L	 22 vcces con respecto al 

muestra obtenida por saturación con sulfato de amonio y 7 • 4 veces mayor al obtenido por 

intercambio hídrofóbico. La Figura 25 muestra el perfil de elusión de la muestra de P. 

t/i,ore'cc,is B52, localizando un pico con actividad proteolítica entre las fracciones de 62 a 70, 

C011 un nia i mo en la fracción 04. Se obtuvo un nicrenicnto en la pureza de 29 veces con 

respecto a la nuestra oricinal \ )() veces con respecto a la muestra obtenida por 

tracconamien10 col] stiliaio de amonio (fabla 1(1). 

/	 C UFU WL'
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1 0 

-	 1 
-	

61	(	65	67	69 

No. de fracción 

4. Purificación parcial de proteasas de Pseudoinonas sp. C61 en Sephacryl S-100-HR. 

mu, Prof/mL (A): unidades enzimáticas ( ). 

-	— —vePro i ml.

1 - 

1	r:-

?	(,l	 65	(7	6) 

1 i cura 2. Puri ticacion parcial de prteaas de P. t/uHrcvt c/1X B52 cii	cpiaeivI	1)1 )l 1 k - 

n1i Pmt tuL ( A): unidades cnzin1ticas 
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Tabla 9. Pu n	w de proleasa de	ioI':iuo!a p. ( 

I'[CCJH i'i Vol .AcOv ;dad otai Proteina Ao. [sp. RenWmiento Puriiicacion 

rnL) (U/oil.) t nig;niL) ( Li/mg Piol) 1%) (vccc 

ISB-('aCi	5 mM 925 19,851 1836-2 ,5 3.583 5.541 100.0 1.0 

pp. 40 26.! 64 1	".o 2.932 8.923 5 699 1 610 

}-6°•'	( NHSO 

roinatoiiratia de 24 ).5u6 s:.	1 0.132 26.566 ().45X 4	84 

icraccin hidroróbica 

('romatozrafia de 31 24,964 773.9 0.127 196.346 4.214 35.436 

flltracion en tzeI 

labIa I(). Pan Iicacion de pruteasa de k. !7iwrc'. e,is 1352. 

Ir ccii mcat

 

Vol. Acti\ Idad '1 ola! Protcina Aci. Esp. Rcndirnicnt 1 1 111 . 1 t_1caci1,111 

mL ) (U - ml	1 0.. ) (na/mL) (U;ina Prot) o 1' cccs) 

144/
) 

T13-UaCl/ 5 mM 860 14.9272 1283739 4.1962 3.557 lOO 

Resuspensión ppt. 40 28.776 1151.04 2.73 10541 8.966 

(15	(Nl i4)/SO 

rinlalo g rafia de 36 17.583 632.97 0.156 112.603 4.931 31(54 

Interacción hidrofóhica 

' r clliiaioorafia de 35 32.167 1125.83 0.312 1(13. j55 5,771.1 

tiIir.e i on en -,el

- 
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97.4 

4 

29 

( h'lUIl	.'.	 1	2



i.2.-I. ( I(,1,(l(Oj(Iti?4 (it' ¡1íf.' cn !no ¡ó,,ico. 

La Figura 26 muestra el perfi! de elución del extracto enzimático de C61 en DEAE A. 

Lsta matriz, la dietilaniinoetil (DEAE), es un intercambiador aniónico débil empleado para 

purificar proteínas cargadas negaulvamente (anión). La enzima de C61, con carga ncta 

negativa. fue adsorbida por los gru pos onogénicos de la matriz, cargados positivamente, a 

concentraciones de sal de 0.0 a ( 'i . l 5 NI. mientras que la etapa de desorción fue a 

concentraciones de NaCI entre 0.16 Y 0.2 \l. La enzima eluyó entre las fracciones 36 a la 42. 

Aun cuando no se obtuvieron picos separados, se obtuvo un pico de actividad simétrico. En 

cuanto al extracto enzimático de B52 (Figura 27), la etapa de adsorción de la enzima fue entre 

0() v 0.14 M de NaCI y eluvó a concentración entre 0.] y 0.18 M. La enzima se obtuvo entre 

las fracciones 26 29. 
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Fiura 27. Purificación parcial de proteasas de P. .tluorescens 1352 en DEAE A. Absorbancia a 

nm ( ): unidades enziniáticas (.\): radieiit de NaCI (----
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5.3. Caracterización de proteaas. 

,. 3. 1. pI! LWtiIJl() 1 L'S(((l)ili(Iü(I l/ /)í!. 

LI pH óptimo de las proteasas se obtuvo deicrmmarido la actividad enzimática en un 

intervalo de p11 entre 4 y 11 a 37°C por 30 miii en presencia de caseína como sustrato. La 

proteasa de C61 presentó un máximo de actividad a pH 8.0 (Figura 28), siendo esta actividad 

del 95'• a pl-! 7.5 con respecto a la acti\ dad máxima y una pérdida de actividad del 99% a pH 

10. La proteasa de B52 presentó más del 93' (le su actividad máxima dentro del intervalo de 

pl-I entre 7 y 9 (Figura 28). con un máximo a pl-! 9 y manteniendo el 70% de actividad a 
131  

10. disminuyendo su actividad en un 65% a p11 11 con respecto al máximo de actividad. 

Richardson (1981) reportó que la proteasa de P. /luorL'scens B52 presentó una actividad 

máxima a pH 7 pero mantuvo el 70i`o de su actividad en un amplio rango de pH (6.0-10.5), 

elasi Ocaridola como proteasa alcalina: este autor explica que este amplio intervalo se debe 

probihIcineiite a que la caseína a pl 1 neutro puede estar presente en forma de Ufl agregado de 

alio peso molecular y puede disociarse en monómeros al incrementarse el pH, aumentando asi 

la disponibilidad del sustrato a pH ma yores. Se han reportado proteasas de pseudornonas que 

tienen una actividad máxima alrededor del pH neutro (Alichanidis y Andrews. 1977: 

iepaniak y co!.. 192: Pajel y col.. 1983b: Azcona Ni col., 1988: Mar gesin y Schinner, 1992: 

Kohlmann y col.. 109 : [u y Chan. 1996). así como prolcasas alcalinas (Rocthline. 1975. 

1	 U	 1 
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ehardson. 1981: Kohavashi y col.. 1985: Stepaniak y Fox. 1985: Fairhairii y L.aw, 1986b: 

\!tchH( :

 

coi.. 1 Qo: Ku;nura \ col.. 19: Oh. y col.. 20000 Las proteasas de las dos cepas 

ctUold	ls c'(fli Llfl e nportanliento de proteasas alcalinas. 

-.	 II	II 

Pi p ura 2. 1- facio del pH sobre la actividad eni.imática de la proteasa de Pseudomonax sp. C61 

y P. tiiioic.çccnx F3 52 

La estabilidad tic las dos PT)teas csiudiaas a =remes valores de pl-! ( 2 ,8 a 12.2 

ohlU\ o mediante la inclibación de la eniina a 4U por 24 h en di íei-entes soluc ionc 

amorti guadoras y posterior determinación de la actividad. Las dos proteasas presentaron alta 

estabilidad en un amplio intervalo de pl 1 de 3.6 a 10 (Figura 29). La proteasa de C61 a p 11 de 

11.3 perdió ci 95% (le SU actividad, mientras la proteasa de 852 fue más estable. manteniendo 

un 5 1	de actividad aun a pH 11 (1 col: respecto a la actividad máxima. Las dos prOteasas c 

n:icl 1 \ artul a pl 1 ¡ 22. l:stos rcsu 1 iado coinciden con los rcporiados para la protcaa de 1' 

-	-	 -----	-	-	-
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.	(p 1 1510 () a 7 ( por 24 h) (Kumuia y col.. 1993), para la prolcasa 

prodicida p,)1- !'lI/omQnus PL4 aislada de intestino de pescado (Hocino y col.. 1997) y para 

pi Icasas produedas por diferentes cepas de P. /luorescens aisladas de ambientes frios 

(Margesin y Schinner. 1992) (pH 1149.0 a 20°C por 1 h). Richardson ( 1981 ) no determinó la 

estabilidad al pH de la proteasa de P. ¡luorescens 1352. 

ti 

Lstabt 1 idad de 1)11 de a proteasa de Pseudonumas sp. C61 ( ) y ». JIie)/c ceiz, L352 

\) a di lcrcnics valores. 

5.3.2. Jeiiijeratiira OptiIfllJ 1 , I('r,,,()e.s'tabilidad. 

La actividad óptima de la proteasa de C61 fue de 40C (Figura 30) cuando se tiato por 

$11 11111 a temperaturas entre 5°C y 90°C en presencia de caseína corno sustrato. Se obtuvo el 

1'. ¡dad a 37	. per :n ha de 41i 1 a al iviad de la en ' ma deei'eeñ 

P7
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marcadamente hasta 5 0'C. siendo de soJo ci 3% de la aciividad máxima. Con respecto a la 

proteasa de 1352 c obtuvo una aul ivd;d 4pt iia cn:c	t. aao las mismas condiciones 

(le envivo	lI1Ira	).	C	RiO	i 1ecrcn-.:atr. de	Ci\ dad por arriba de So t 

dlsrnlnhI\ cndo l'ia un 4	a (( C: a 3T E' se obtuvo el :'3 o de la actividad obtenida a la 

lerriOeratura óptima. Estos resultados coinciden con io reportado po r R.ichardson (1981) para la 

misma proteasa de P. fluoresceu.v B52 (45-50°C). Muchos investigadores coinciden en que las 

proteasas de pseudomonas tienen actividad Óptima entre 35-50°C (Tabla 1), con excepción de 

la proteasa producida por 1'.aenosa CRC 15541 (60°C) (Lu y Chang. 1996) y P. 

iiwhophilia (S20- 1 A  (55C) Kohavashi y col., 1 95 . Ja pérdida rápida de actividad a 

tempe r'ras > 10 G C para la proteasa de U1-1 1 y SO 'C para la proteasa de 1352, se puede deber 

a tiria ivactivaci6n por deratuia 1 zacnn d('i)IdO al largo periodo de incubación (30 mm). 

lirrura 30. 1. lecto de la temperatura sobre la actividad enzimática de I'.ueudwiwiici. sp. (. 0 1 

1	) "y' P. ¡i1U)/'(.SCt/),' B52 (.\). 
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!i\Ii]	i	C1) de 1:1 11]atura sobre la lci ioetabi lidad de las 

P p ic (' y 100"C por 30 miii de incubación y posterior determinación (le la actividad a 37t 

-nr 30 mio en presencia de caseína como sustrato, se observó que su comportamiento fue 

:nLiaJ'atc (Finm 31 b La nmteçi de C61 nrcsentó una estabilidad máxima entre 5°C y 

1;rrmiv drancanicnte hasta el	a 40 C con respecto a la actividad máxima y se mantuvo 

con baa acll\ d:id hasta 60°( So de la ac1i idad máxima) presentando una recuperación 

enire MM y 100 - C  con un máximo a $0 1- C de 28% con respecto a la actividad máxima. A 

diferencia de la proteasa de C61, la proteasa de 1352 presentó un mayor intervalo de 

estabilidad manteniendo una máxima actividad entre 5°C y 40°C seg''do de un decremento 

brusco hasta 3% entre 40-50°C con respecto al máximo: se observó un posterior incremento a 

14% de la actividad máxima) llegando a un máximo de actividad a 80°C (42% de la 

actl\idad nvxinia ) y disminuyendo a 1 00'3 C. Ambas proteasas presentaron todavía acti ¡dad 

hala peio importante a 1 00 C considerando que el tiempo de incubación fue prolongado (31) 

aun	icndo del 41, para C61 y del 8% para B52 de sus respecli vas actividades máximas. 

/-ij .	-	-	----	-	-	-	-----	-	-	--- .--	- 
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l"nura 1 Estabilidad a diferentes valores de temperatura de la proteasa de Rs'eudo,noiws sp. 

CO] (	y P. f/uoesccns 132 ( \). 

liste comportamiento ha sido descrito ampliamente para el mecanismo de inactivación 

de l:i proteasa de P. fluorescens 22F por Schokker y van I3oekel (1998 y 1999), quienes 

ican que la inactivación se da en dos etapas: una primera etapa de inacti\ ¿te ida por 

(lesdoblanuento de la pi-oteasa a baja temperatura, entre 4U-70 C': en esta etapa la niok'cula de 

la enzima nativa puede ser transformada en una forma desnaturalizada inactiva. 'sta i'eieción 

de desdoblamiento reversible puede ser seguida por una reacción irreversible. Una de las 

posibles explicaciones es la ocurrencia de autoproteólisis intermolecular, que consiste en la 

liidrúl isis de iiiolcu]as de proteasa llevada a cabo por moléculas nati\'as aun no desdoblada. 

Otro mcc:n sitio posible (le inaelivaeion inclu ye la autopl'oie()l isis iiiti'aiiiolecular, donde una 

parte d Iu mnlcculas desdobladas se autoinact 1 vaii y e wn'cmin ( Stepariiak y [ o\, 19'<-"3 1.



5.3.3. ii7eíro ¡le iic' nzcta!d;, 

e1ca de unes u	e u ibiduies se	actividad de Ia piotea.a se 

determinó al incubar cada l)roteasa ea presencia de diferentes concentraciones de iones 

metálicos e inhibidores por 30 miii a 20C. ' posterior determinación de la actividad residual 

-obre cascina 0.5% a las diferentes concentraciones de iones metálicos e inhibidores. La 

acn\ RIad de las proteasas sin oncs e nhib;dcves iic c	iuciuda como 1 

on resoecto al Lftctu o los a -nes niel al icu	labIa 1 1) sobre la actividad de la 

pnteasa de C61, los iones que mostraron ci menor electo inhibitorio fueron Ca 2- 
y Mg2 a 1 

mM (6 y 1011 respectivamente) y del 2$ y 14% respectivamente a it) mM. Los iones que 

tuvieron mayor inhibición sobre la actividad fueron Fc, Zn	Ni 2 ', Cu1 y 1-lg a 1 mM (3. 

(4 . 2. T± y 8711 respectivamente) incrementándose la inhibición a concentraciones de 5 y IP 

mNl u 2 1, - mM para Cu 2 '. El ion Hg2 inhibió completamente a 5 y 1 1) mM. Con respecto a la 

actividad de la proteasa de 1352, los iones Ca 
2., 

Mg 
2- 

y Fe 2 tie eron el menor electo 

nliihitono sobre la actividad (7, 6 y S°/o) a 1 mM. Esta inhibición aumentó a concentraciones 

de 5 u 10 mM. Los iones Ni, Cu 2 . 7n 2 y H ' presentaron una ma yor inhibición (34. 53. 59 

u 62% respectivamentel siendo el Hg el que inhibió por completo a concentraciones de 5 y 

W ni-M. La fuerte inhibición de proteasas de pscudornonas por los Iones >' i . Cu . Zn \: 

orineitlmenie 1 I	ha Sido reportada para: P. //1/Q/e.0 n.A i $o :HlIRia de leche 

-,, (	¡-''j	 1 1



reíri ,-, e radii cn rin	icpiniak \ c L 1)L P I!lH)/Ni t ti u 1 . Ti. 1 i. F1. T2( \ IS 

iila	de lec¡),: hione	Iaft' \ coi .	&)a) . I.	';	\o . 	aislada, de leche 

pteuri.ada ( Kumura y col., 1993), Pseudomonas sp. AFT-36 aislada de leche bronca (Malta 

col.. 1994)  y P. /1uo!'.vc('nx INIA 745 aislada de leche de oveja (Feniándei y col — 1999). 

!,!	/	 'ti ( e,, t/' /'í,	 LS



labia 1 1 1lct &lc anc iilcial icos so0l . e la acli \ idad	a ca. 

Sin ión

Concentración (nitvt) 

-

!c'udomo,ai.	('61	J'. /uor?scens B52 

Actividad residual (%) 

100	 100 

( J( L 94	 93 

5 84	 73 

113 77	 73 

\1*L i 90	 94 

5 92	 82 

10 86	 80 

1 62	 95 

5 59	 83 

0 9	 57 

/'(I E 3	 41 

5 9	 23 

0 lO	 2! 

13	 38 

5

o

0	 (1 

5 II)	 34 

0 4 

24 

2 1	 42 

3 1r

Con respecto al electo de inhibidores sobre la aci iv LIad de las pluteasas (Tabla 1	lo 

acn1cs qucla11tc' IDI A e (;lcnantrollila EH-lA), pTcscntaron una ma yor nhhicn sohre a 

i	 1	1 
í• /))'V1	1 lu#,,s (alr( I 
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(1 kp
y o)5% respectivamente a 1 mM). El agente reductor con grupos disulfiiro, 

/-!aer'cartoCtanol (/-MCE). presentó una inhibición de la actividad de un máximo de 13%, 

airu que S[)S y urea inhiben en mayor porcentaje, probablemente por la susceptibilidad 

u a a a desnaturalización en presencia de estos agentes. 

Li actl\ dad m'nnaIica de la prolcasa de 1352 i ue aú.ctada, en ma yor medida. por o-

renantrolina 1 mM en 93% y se presentó inhibición completamente a 5 y 10 mM .A diferencia 

de la actividad de la proteasa C61, el EDTA tuvo un menor efecto sobre la actividad, siendo 

de 44 y 56% a concentraciones de 1 y 5 mM respectivamente y disminuyendo hasta en un 

a 10 mM. debido posiblemente a la acción quelante (le estos dos compuestos sobre los 

iOl1C nieril ros. Richardson (1	1) ha reportado que P. tluorescens B52 produce una 

iicta 1 protrasa que contiene 1 aloni de tn y aionios de (a 2 por molécula, el Zn jueca 

un papel catali uro esenellal cii la proteasa B52 y es Inacti 'ada por o-FA. Se sabe que este 

q ucante se une fuertemente a ciertos iones tales como 7n 2 . mientras que el Ca` se une 

débilmente. Este hecho explica que la proteasa de B52 se haya inhibido en mayor medida por 

o-FA que con EDTA. Por otro lado Liao y McCallus (1998) han demostrado, mediante 

analiis de secuenciacion. que rl gen que codifica para la síntesis de una nietaloproteasa de P. 

( )_( )1 presenta dos dominios especi cos conservados para la unión Ca' 

Previamente, se ha demostrado que el Ca	es necesario para mantener la estabilidad e

integridad del sitio activo (McKellar y Cholette. 1986) pero aún no es claro si el Ca 2  esta 

directamente relacionado con la producción o es solamente requerido para estabilizar la 

enzima despucs (le la síntesis. Es muy probable que la proteasa de C61  requiera en igual 

ten JJ1 t',t C 'ie	 1



ncdida inio	como Zn 2 para activar yo estabilizar la enzima. Jo que se refleja en su alto 

ado de i!IIIdn:idn tin10 por H)] A cunio por 

fiHa 12. 1 iia (le ubildows sobre Li acii idad protcoliiica. 

InI iib ido i 

Sin inhibidor 

[I)T\ 

n:i,itr<iiii

/)ç?/fly)j7qç Sp ('t	 1' fli,ore.çcen.', B52 

oncciilracion	 Actividad residual (%) 

100	 ¡00 

1 m	 1	 56 

	

5 mM	 7	 44 

	

10 mm	 6	 9 

	

1 mM	 5	 6.7 

	

inM	 5.5	 O 

	

10 rn\1	 0	 0 

1 mM 

SmM 

10 mM

97 

87 

90

¡II 

¡12 

117 

''1)25 < 36 76 

ftO5 23 65 

5 73 

0.250; 4 3 

1 M 45 230 

2 si 3 81 

0 (1 

1) 1)

10 rO O •fl(OJ,' 8< ,luu',	 1 15 
¡	.11<101-	1/114
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5.3. 4. [)eier,ni,,ucióiz de la eÜ1ista;te de .'!iclia.ii.ç-:!eizten (Kj. 

Se uti lito caseína como sustrato en un intervalo de concentración de 0.1 a ] mgmL 

(0.01 a 0.1%), en la determinación de la constante de Michaelis-Menten (K,,) para las dos 

proteasas. Se obtuvieron las velocidades de reacción (e) a las di idicntcs concentraciones de 

sustrato al graficar ig de Tirosina equivalentes/ml- vs. Tiempo ( mm). posleriornienle los 

valores de las pendientes de las regiones lineales de cada concentración de susirato se 

iaflearon para obtener el gritico de la ecuación (le \l iehae) s- Mentcn. y calcular con mayor 

exactitud K, y	1 os valores de las pendientes fueron graficados para obtener la ecuación 

de Lincveaver-Burk. El K, de la proteasa de C61 fue de 0.20 mg/mL (Figura 32a), lo cual 

indicó la afinidad de la proteasa por el sustrato (caseína), así corno la concentración de 

ustrato necesaria para alcanzar la mitad de la velocidad máxima. En el caso de la prolcasa de 

2 se obtuvo un ' a br de K de 1 ).1 .d9 nniL (Figura 32b). Las (los proteaas 111051 iairoii 

uin a!inidad por la caseina conio sustrato. Por otro lado. la lineal itac ión de las \ cinc i dudes 

por la ecuaciun (le Lineveaver-Burk mostraron una inhibición por sustrato a cnl1ecnlracIone 

por arriba (le 0.6 mn./m[. (0.06% de caseína) para ambas proteasas. La inhibición por sustrato 

puedo deberse a que a altas concentraciones se promovió la agregacion del sustrato. 

prn neand un decremento (le SU dispon i bi 1 idad (Al ichanidis y Andrcws. 197: \ 1 irgcsin 

1 nucr. 1992). Por otro lado. la iii h bic dii pudo tieherse a la remoción de la posen	de 

a['a	entre cn.'nnu \.	tuino en c sitio activo (\1a gesin e Schinner. 

/)	:	;.	 1 1 0
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00 

-	 max 

- 1K,,, 

-4	-2	1)	 2	 4 

1 S] (nil.. flb.Z de Caseína)

0499x 1 2.492 1 

= 0.4013 pig Tyr/mLrnin 

K,,, = 0.20 mg de caseína ¡mL 

6	 8	 lO 

b

l\ 

ml -miii)

4

i / 
I/Vmáx 

1	 --

. 4	-2	 0	 2	 4	 6 

L, [S] (mlínio de Caseina)

10(12 

= 0.4016 jig Tyr/mL.min 

K, = 0.3509 mg de caseína ¡mL 

8	 lO	 12 

Fi gura 32. Gráfico de Lineweavcr-Burk de la reacción de velocidad contra la concentración de 

caseína corno sustrato de: (a) proteasa de Pseudoinonas sp. C61; (b) proteasa de P. 

¡luore.s'cens 1352.

. 

Dijc tocado en Ciencias Biológicas.	 11 7  
1/anis Gi,cít



J.	 Cfl(O' le cUrad'). 

C. U 1 iLiRU	taiiientos	Trecnfl1CfltO a altas tcntperaturas, crecimiento en 

prcicia le tania	oc ridina (NAc) y SDS. El crecimiento a altas temperaturas se lles 6 

dccnio oncración a 42C, posteriormente se obtuvieron colonias aisladas, las cuales 

onicuCOfl a pruebas de hidrólisis en placas de leche, observando que el 100% de las 

inoculadas en este medio presentaron halo de hidrólisis para las dos cepas de Pseudo,nonas. 

Fa cuanto al curado con naranja de acridina, un compuesto mutagénico, después del 

cree un ana d as dos cepas de //1I•'/J1Vfl(íX durante 24 h. fueron diluidas y plaqueadas en 

mcdto 1 1 (!bteniel]do colonUis aisladas. que se sometieron a prueba de hidról isis. observando 

que ci 100% presentaron un halo definido después de 48 h de incubación a 25°C:. El mismo 

resultado se obtuvo con el tratamiento con SDS. Se obtuvo una variabilidad en el tamaño de 

los halos de hidrólisis debido probablemente a la cantidad de células inoculadas en las placas 

de leche y no así a la disminución de la capacidad de producción de proteasas 

1 u vista de estos resultados se optó por comprobar Si los iratanlientos (le curado 

eliminaron a los plúsmidos de las cepas de Pseudomonas mediante uso de antibióticos. Se 

e uplearon 5 antibióticos, a todos los cuales las Pseudomonas son resistentes por portar 

plúsmidos que confieren esta propiedad (Chacrabarty, 1976; Liao y McCallus, 1997). Los 

resultados se muestran en la Tabla 13 'y Figura 33. Se obtuvo una inhibición del 10()  en el 

. r e cj inici lo de las eolon Las obtenidas por el trivamienlo a altas ti'niperaturas en lis diferentes 

ant it nól icos con respecto al lesliO() (cepa sin curar), lo qi e indicó que fueron curadas por el 

.1.0-1:.. 
/ .) ''WI (Ii/O /i	Ii:,)(h) 1/iu/íi 
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raiiu icnlo. no así para cloramftnicol donde solo disminuyó su crecimiento. Para los otros (los 

ralanuentos no se presentaron efectos de curado sobre las dos cepas de Pseudo,nonas. Para 

omprohar el curado por el tratamiento a altas temperaturas fue necesario corroborar la 

presencia o ausencia de estos plásmidos en las cepas tratadas. 

fabla 13. Resultados de la aplicación de antibióticos. 

Antibiótico Cól	NAc	SDS	T 1'	B52	NAc	SDS	T 1' 

Blanco B B B B B B B B 

Te MP E MP N MP MP MP N 

Cm B B B 62%P B B B 62%P 

2%MP 13% MP 

13%E 25%E 

B 13 13 N B B B N 

Km P P 87% P N MP P MP N 

13%N 

Rm B 87% P B N B B 75% B N 

13% N 25%P

1Ieviaíu,i.: Te: tetraciclina (25 pg!niL): Cm eloramfenicol (30 g!ml ): Ap: anipicilina (100 ng/mL): Km 

kanamicina (50 tg/mL) Rm: rifampicina ( 1 00 pg'mL). 
Valores de crecimiento con respecto al blanco: B: bueno: P: poco: MP: muy poco: E: escaso: N: nulo. 

NAc: Naranja de acridina. 

1 1': Alta temperatura. 
I)S: Dodecil sulfato de sodio. 

Of?:,'. 
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1 lidi 01 i	(Itt 
Testigo

Tetracic lina 

U'	- iiieilina (. loranitcnicol Ka ti ani i cina 

¡	 ()'i'ri:cició,i C/c U/UI

Tratan ientç 

Nir&ja ±

Talip 
(UI

StlO% 

Alta tcnpnra 

ja de acUa 

SDS l/ 

L Alta 

--^: T ^tl_w

1 uia	Crecimiento de cepas curadas y nativas en placas de TSi\ Con diferentes antibióticos y caseína al 2%. 
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5.5. Extracción y purificación ¿ plasuiidus. 

Todas las 1cnicas de exlraccióii . puri Ocación de plásmidos requieren de una ¡]si,, 

celular suac. ca ita cual el ADN piasmidicc. se mantiene intacto y puede ser físicamente 

separado (le] ADN cromosómico masivo. Llevar a cabo esta separación resulta más fácil con 

plásmidos pequeños, el grado de diticultad incrementa a medida que el tamaño del plásmido 

aumenta, particularmente con algunosmegapLsmidos. Esta complicación es debida al hecho 

de que plásniidos muy grandes están generalmente presentes en un bajo número de copias. 

Se utilizó inicialmente un Sistema Midipreps (Wizard Plus Midipreps, DNA 

Pui-iflcaiiun S ysteni, Promega), partiendo de un cultivo de 100 mL de TSB, obteniendo un 

precipitado celular por edn i'uac (nl que psteniormentc e sonictió a una resuspension. Ufll 

HI celular. liculrW/:lcion	oc:r pirccioc incdi;imc una reina de inteicainhio ulluCo. 

1 a muestras obtenidas se corrieron en un gel de auarosa ()% a voltaje constante de 23 volts. 

c utilizó como marcador de peso molecular una preparación del plásmido X cortado con Himi 

III (carril a Fnura 34). 

La 1	una 4 inuestia los pal nones ciccinolorel 1 CO de la c\tracclon de plásnudi	de 

I:cuJomonci. sp. CÚ 1 (carril h) y P/hwrescens ¡352 (carril c). se observan barridos en los dos 

carriles, debido probablemente a la degradación de los plásmidos, ya sea por una degradación 

duraiitc la lisis o por un ronipimiento por la permanencia del plásmido cii la columna, debido a 

I-I:r 
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son pIniidos Ma \ 0 ' -e s de 20 Lhp. Por otro lado. ci balo número de copias presentes con 

rcnecio a substancias con taminantes durante la lisis, disminu ye la probabilidad de que el 

ADN se asocie a la resma (Boletín fcnieo No. A7640. Promeea. Madison, E. U.. 1998). 

1 

P \t 

23.H 

9.41 
6.55 

4.36 

1- imita .4. Resolución de extracción de plúsmidos en gel de agarosa 0.8% a 25 volts constante. 

(a)	1 luid 111: (h) Rçeiujo,nonaç sp. C61. (e) P. ¡lUÜJ'CxCeFiS B52. 

Otro de los métodos de extracción de plúsmidos utilizado, con mejores resultados. fue 

el descrito por Kado y Liu (1981). este método es aplicado para detectar y aislar tanto 

plásniidos grandes como pequeios. Se sometieron, tanto a extracción de ADN CrOrnosÓmico 

como piasmídico. ¡as dos cepas originales Pse doinonas ('61 y P. fluorescens 1352, así como 2 

cCpa de cada tina, curadas a alta temperatura. Se analizaron en un gel de agarosa 0.8% a 

\oltajc constante de 80 volts. En la Figura 35, se muestran los patrones de las diferentes 

c\tracclones. El ADN total de P eudo,nona C6] (carril b) se observó una sola banda densa 

ulleiltras que su extracción de plásmido mostró dos bandas (carril e), probablemente una de 

fl ( ¡(-flCIu. B,gi t	 22 1/11FÍ (a,a1
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durante el tratamiento térmico de la lISIS alcalina, ya que sólo se calentó durante 15 minutos y 

se ha reportado que algunas preparaciones requieren hasta 72 minutos a 65 °C para elimina;- ci 

ADN cromosómico contaminante (Kado y Liu 1981). Las preparaciones de las dos cepas 

r!lutantcs de JeJcwumas CO 1	1 M2) mostraron una sola banda de ADN cada una carril 

1 ) mientras que sus correspondientes preparaciones de plásmidos no mostraron bandas 

visibles (carril e y g). 

[u cuanto a las preparaciones de P. fluorescens B52, la preparación de ADN total 

niostro una sola banda (carril i) mientras que la preparación de plásmido mostró tamhin una 

sola banda de menor tamaño (calTii 1). Las extracciones de ADN total para las dos cepas 

lutailtes ( i 1 ' N42) revelaron una sola banda de \l)\ (carril  1. y 11) y en sus 

curresp mt] cates preparaciones de pasml(It)s no lic visible ninuna banda (curules / y u 

Por lo anterior se concluye que las cepas tratadas fuero]1 curadas, sin embar go no se 

puede concluir que los plásniidos contengan los genes necesarios para la síntesis de las 

pro a.as. va uc aun cuando Cl crecim!cIlIo de las cepas curadas en las placas de caseína Íue 

iia	nO c1:!s. p:ccnaron ia halo poco \ Is

a
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Resolución de ADN cronlosómlco (Cro) y plasmidico (Pla) de Psciiiloni	i.. u) 

FI nd 111 (h) PseitJonionas C6 1 -Cro; (e) Pseudoniona.ç C6 1 -Pla: «/) NI]  

Pu'jjc/oiioiiax CO 1 -Cro: (e) M 1 PeucIoinoiias ('61 -Pla:	v12 15'iiJ, )//U. (()l -

C61

  

Ci'o: () M2 Pxeiu/o,m,iir,,  	-P]a (Ji) ?.. / Xho 1; (i) P. /luo,'sce,i. 135 2-( ro: (f) 

enx R52-PIa: (Iv) NI 1 P. ¡luoi'escens B 5 2-Ci-o: (1) Nl 1 P. i/U()/t	 1352-



ni N12 J)• tlHOi'L'.ÇCC'17.V 132-Cro (u) \42 P. fluo,'excen,s B52-111-,i.
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5.6. Determinación (lel porcentaje de homología del gen ARNr 16S de las 

(105 cepas (le Pei,do,,io,,as con cepas tipo. 

Los oiigonucledtidos usados para ia amplificación de! fragmento ARNr 1 OS por RC1 

nupIificaron un fragmento de aproximadamente 990 ph para las dos cepas, lo cual indica su 

seleci i' dad para pseudoinonas como lo indica Widrner y col. (1998). La búsqueda de 

similitud en el banco de secuencias de la EMBL reveló que la secuencia Pseudo,nonas sp. C61 

tu\o un 100% de similitud con la secuencia parcial del gen ARN ribosornal 16S de 

Pseu/o,nonasfluiorec'ens bv. C (número de acceso AF228367) fue idcutico en 924 bases (1-

)24:3l3-l235) y del 99.9% con la secuencia total del gen ARN ribosomal 16S de 

P.scií/omonas gessardii (número de acceso AF074384) idénticos en 923 bases (1-924:337-

1262). l:ii el caso de P. ¡Juo/-cxcen.s B52. el porcentaje de homología con la secuencia parcial 

del ccii \ R r ¡ oS de J L1i/1/O/1/ thorecens bv. C fue del 92.6%, similares cii un total de 

)US bases (1-980:248-1246) y del 92.5% de similitud con la secuencia total del ecu \Rr ¡ ( 

de Pseudomonas gessardii (1-980:272-1261). La alineación múltiple (le las secuencias de ¡cts 

suhunidad ARNr 16S se muestran en la Figura 36. 

1 sios resultados ubican a la It'lu/omo,ia.s (61 dentro del género de PseuJi.'u. 

etileihit1 una alto porcentaje (le similitud con Pseiu/o,nonu. ÍluorL'vcen.s bv. E. Para podei 

denti6cir a la cepa ('61 hasta nivel de especie, es necesario complementar este trabajo con 

wupliflcacióii y secuenciación completa del gen ARNr 16S (— 1500 nucicótidos). también se
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pcdiia aplicar un aii isis de po ivtñ	 udes de fragmentos de restricción 

testiact ion l'IIL.rncn 1 eneh P( \',11'l'j'!11 vsis: l 1 JJ) 

')0. .\lincacion multiple de oucieótdos de las secuencias de ARNr 16S de 

Pseu(/olno;las sp. C6 ¡	C6i -Ps), ?seudoinonasfluorescens hv. C (Ps flu bv. C), 

Psetido,nonis gessardi/ (Ps gess) and Pseudo,,,onas fluorescens B52 (B52-Ps). 

flu bv. C	 GCGGCA GGCCTAACAC ATGCAAGTCG	26 
Ps gess	GATCCTGGCT CAGAT0G AAC CCTGGCGGCA GGCCTAACAC ATGCA1GTCG	50 
552-Ps 

1 - Ps 
Ps flu bv. C	AGCGGTAGAG AGAAGCTTGC TTCTCTTGAG AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA	76 
Ps gess	AGCGGTAGAG AGAAGCTTGC TTCTCTTGAG AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA	100 
-2-Ps 

Ps 

s flu bv. C	TGCCTAGGAA TCTGCCTc-GT AGTGGGGAT AACGTTCGGA AACGGACGCT	126 
Ps gess	?2CCTAGGAA TCTGCCTGGT AGTGCCGGAT	ACGTTCGGA AACGGACCCT	150 
P52 - Ps 

Ps fi iLu bv. C	MTACCCCAT ACGTCCTACG GGAGAAAGC]'. ;GGGACCTTC GGGCCTTGCG	176 
Ps gess	AATACCGCAT ACGTCCTACG E;GAGAAGCA CCGGACCTTC GGGCCTTGCG	2CC 
552-Ps 

61-Ps 
Ps flu bv	C	CT?TCAGATG AGCCTAGGTC GGATTAGCTA GTTGGTGGGG TAATGGCTCA	226 
Ps gess	CTATCAGATG AGCCTAGGTC GGATTAGCTA GTTGGTGc-GG TAJTGGCTCA	250 

2 - Ps 

- ?s 
Ps flu bv. C	CCA1GGCGAC GATCCGTAAC TGGTCTGAGA GGATGATCAG TCACACTGGA	276 
Ps gess	CCAAGGCGAC GATCCGTAAC TGGTCTGAGA GGATGATCAG TCACACTGGA	300 
552-Ps	 GGTCTGAGA GGATGATCAG TGGT-CTG- . -	26 

,**	**

Fiura 

jÍ

( lefl1Ju. BiL.	lS. 126 
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-Ps GTG GGGAATATTG 13 
i±1i	hv -	C .ACTGAGACAC GGTCCAGACT CCTAC-GGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG 325 

1s gess ACTGAGACAC GGTCCAGACT CCTAC-GGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG 350 
B52-Ps A- - GA -GAT GATCAGTGGT CTGAGGAGCA TG-ATCAGTC3 G ---- T-CTG 68 

.*	**	* *	**** **	*** *	*	* ****	** 

GACAATGGGC GAAAGCCTGA TCCAGCCTG CCGCGTGTGT GAAGAAGGTC 63 D s f Li hv.	C GACAATGGGC GAAAGCCTCA TCCAGCCATG CCGCGTGTGT GAAGAAGGTC 375 
Is	s GACAATGJ3GC GAAAGCCTGA TCCAGCCATG CCGCGTGTGT GAAGAAGGTC 400 

ACGATGATC CATCATTSGT CTGAG-CAGG ATG-ATGTGA GGA-TCTGTC 116 
___*___**_ *_******_* ***__*__*_ **_**____* *_***__ 

161-Ps TTCGGATTG- TAA-AG--CA CTTTAAGTTG GGAGGAAGGG TTGTAGATTA 109 
Is flu hv -	C TTCGGATTG- TAA-AG- -CA CTTTAAGTTG GGAGGAAGGG TTGTAGATTA 421 
Ps gess TTCGGATTG- TAA-AG--CA CTTTAGTTG GGAGGAAGGG TTGTAGATTA 446 -

TACGGATAGc TAATAGGCTA CTTTAAGTTG GGAGGAAGGG CATTAACCTA 166 
***__***_ 

161-Ps ATACTCTGCA ATTTTGACGT TACCGAC] ATAAGCACCG GCTAACTCTG 159 
Ps	flu bv.	C ATACTCTGCA ATTTTGACGT TACCGACAGA ATAAGCACCG GCTAACTCTG 471 
Ps aess ATACTCTGCA ATTTTGACGT TACCGACAGA ATAAGCACCG GCTAACTCTG 496 
O 11 - PTACGTTAGT GTTTTGACGT TACCGACAGA ATAAGCACCG CCTAACTCTG 216 

* --------------------------------------

161- Ps TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CAGAGGGTGC AAGCGTTAAT CGGAATTACT 209 
Is flu bv.	C TGCCACCAGC CGCGGTTA CAGAGGGTGC AAGCGTTAAT CGGTTACT 521 
Ps gess TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CAGAGGGTGC AAGCGTTAAT CGGAATTACT 546 
11	1 JO CCAGCAGC CGCGGTPTA CAGAGGGTGC AAGCGTTAAT CGGTTACT 256 

.161-Ps GGGCGTWG CGCGCGTAGG TGGTTAGTTA AGTTGGATGT GATCCCCG 259 
Ps flu bv.	O GGGCGTWG CGCGCGTAGG TGGTTAGTTA AGTTGGATGT GATCCCCG 571 
PS aess CGGCGTAAG CGCGCGTAGG TGGTTAGTTA AGTTGGATGT GAAATCC000 596 

IOCICGTWG CGCGCGTAGG TGGTTTGTTA AGTTGGATGT GAAATCCCCG 316 

GGCTCAACCT GGGAACTGCA TTCAAAACTG ACTGACTACA GTATGGTAGA 309 Ps flu bv.	O GGCTACCT GGGAACTGCA TTCAAAACTG ACTGACTAGA GTATGGTAGA 621 
gess GGCTCAACCT GGGAACTGCA TTCAAAACTG ACTGACTAGA GTATGGTAGA 646 

652-Ps GGCTCAACCT GGGAACTGCA TTCAAOTG ACTGACTAGA GTATGGTAGA 366

-	.	- 

7 (.	 I/(/()gI.	
1 2 ¡	1	 ;fl ¡j 
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f 1G7:-GGTGGA A7T'11C?GTG T PA. GCGTGAJ ATGCC;'!AJAI 7TCA 
Ps gess GGGTGGTGGA ATTTCC'TGTG TAGCGGTGAA ATGCGTAGAT ATAGGAAGGA 96 

GTGGTGGA ATTTCCTGTG TAGCGGTGAJ\ ITGCGTAGAT ATAGGAAGGJ'. 416 

1 - Ps ACACCAGTGG CGAAGGCGAC CACCTGGACT GATACTGACA CTGAGGTGCG 409 
Ps	flu b\'.	C ACACCAGTGG CGAAGGCGAC CACCTGGACT GATACTGACA CTGAGGTGCG 721 

ges ACA2CAG1'GG CGAAGGCGAC CACCTGGACT GATACTGACA CTGAGGTGCG 746 
ACACCAGTGG CGAAGGCGAC CACC'TGGACT 

----------
AJTACTGACA 

*	-----
CTGAGGTGCG 
---------

466 

6l-Ps AAAGCGTGGG GAGCAA]ACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTA]. 459 
Ps flu hv.	C AAAGCGTGGG GAGCAAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA 771 
Ps gess AAAGCGTGGG GAGCAAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTc CACGCCGTAA 796 
i32	P AAAGCGTGGC GAGCACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA 516 

ACGATGTCAA CTAGCCGTTG GGAGCCTTGA GCTCTTAGTG GCGcAGCTAA 509 
Ps flu bv.	C ACGATGTCAA CTAGCCGTTG GGAGCCTTGA GCTCTTAGTG GCGCAGCTAA 821 
PS qess ACGATGTCAA CTAGCCGTTG GGAGCCTTGA GCTCTTAGTG GCGCAGCW\. 846 

Ps ACGATGTCAA CTAGCcGTTG GAAGCCTTGA GCTTTTAGTG 
*

GCGCAGCTAA 566 

CGCATTAAGT TGACCGOCTG GGGAGTACGG CCGCAAGGTT AAAACTCAA 559 
Ps flu bv.	C CGCATTAAGT TGACCGCCTG GGGAGTACGG CCGCAAGGTT AAAACTCAAA 871 
Ps qess CGCATTAAGT TGACCGCCTG GGGAGTACGG CCCCAAGGTT AAAACTCAI 896 pr 1GCATTGT TGACCGCCTG GGGAGTACGG CCGCGGTT AAAACTCAAA 616 

TPJ-Ps TGAATTGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAA 609 
flu bv.	C TGAATTGACG GGGGCCCGCA CAAGc'GGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAA 921 

s qess TGAATTGACG GGGGCCCGCA CGCGGTGG AGCATGTGGT TTATTCGAA 946 
rH	P TGAATTGACG GGGGCCCGCA CAPGCGGTGG AGCATGTGGT TTAPTTCGAA 666 

--	- PS CCAACC-CCAA GAACCTTACC AGGCCTTGAC ATCCAPTGAA CTTTCTAGAG 659
flu bv. C GCAACGCGAA GAACCTTACC AGGCCTTGAC ATCCAATGAA CTTTCTGAG 971 

Ps aess	GCAACGCGAA GAAC'CTTACC AGGCCTTGAC ATCCAATGAA CTTTCTAC-AG 996 
GCAACGCC-AA GAACCTTACC AGGCCTTGAC ATCCAATGJV. CTTTCTAGAG 716 

( .-, 	
12 ,8 
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C ATAGATTGGT C-CCTCGG2A ACA	CAC;/743G1CCTCCA ?GGCTGTCGT 1021 
Os gess ATAGATTGGT GCCTTCGCGA ACATTGAGAC AGGTGCTGCA TGGCTGTCGT 1046 
o 2 - ATAGATTGGT GCCTTCGGCA ACATTGAGAC AGGTGCTGCA TGGCTGTCGT 766 

161-Ps CAGCTCGTGT CGTGACATGT TGGGTTAAGT CCCCTAACGA GCGCAACCCT 759 
Ps flu bv. C CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTACT CCCGTAACGA GCGCAACCCT 1071 
:s gess CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGTACGA GCGCJACCCT 1096 
E 2 -7 CA'GCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGTAACGA GCGCAACCCT 816 

761-Ps TGTCCTTAGT TACCPIGCACG TAATGGTGGG CACTCTAAGG AGACTGCCGG 809 
?s flu bv. C TO-TCCTTAGT TACCAGCACG TTGGTGGG CACTCTAAc-G AGACTGCCGG 1121 
Ps gess TGTCCTTAGT TACCAGCACG TTATGGTGGG CACTCTAAGG AGACTGCCGG 1146 
052-Ps TGTCCTTAGT TACCAGCACG TPIATGGTGGG CACTCTAAGG AGACTGCCGG 866 
- --------- ---------- ------------------------- -------- --

Ej-Ps TGACAAACCG GAG-GAACGTG GGGATGAC'GT CAAGTCATCA TGGCCCTTAC 859 
Os flu bv. C TGACAAACCG GAGCAACG GGGATGACCT CAAGTCATCA TGGCCCTTAC 117: 
Os qess TGAOAAACCG GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAGTCATCA TGGCCCTTAC 1196 
O E - Os TCACAAACCG GAGG?IAGGTG GGGATGACGT CAAGTCATCA TGGCCCTTAC 916 

GGCCTGGGCT ACACACGTGC TACAATGGTC GGTACAGAGG GTTGCCAAGC 909 
Os flu bv. C GGCCTGGGCT ACACACGTGC TACAATGGTC GGTACAGAGG GTTGCCAAGC 1221 
Os qess GGCCTGGGCT ACACACCTGC TACAATGGTC GGTACAGAGG GTTGCCOC 1246 

GGCCTGGGCT ACACACGTGC TACTGGTC GGTACAGAGG GTTGCCAAO;E 066. 

CE 1-Ps CGCGAGGTGG AGCTA 924 
[-s flu bv. C CGCGAGGTGG AGCWTCCC ACAACCGA TCGTAGTCCG -ATCGCAGTC 127: 
ls ess CGCGAGGTGG AGCTAATCCC ANAAAJCCGA TCGTAGTCCG GATCGCAGTC 1296 

CGCGAGGTGG 

---------- -
AGCTAA 
---------- - - -------- ----------- ----------

f lii bv. C TGCAACTCGA CTOCGTGJG TCGCAATCGC TAGTAATCGC G'CCA0T :32: 
S aess TGCAACTCCPE CTCC	CAIfl TCGGA O0T(' 7?_TCAflA-:5

101-Ps 

-'s flu bv. C GTCGCGGTGA ATACGTTCCC GGGCC'TTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT i3 
gess	GTCGCGGTGA ATACGTTCCC GGGCCTTT:;, CI AOCI 'CC '3TCACAfl':'J	lE 

E 12-Ps 

/	IJIkI	( U'IH 1(1.1 I6I,lI;'tctiv	
1 29 
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1- P 

Ps f lu bv. C GGGAGTCGGT TGCACCAG? GTAGCTAGTG TAACCTTCGG GAGGACGGTT 142] 
qE	 GGGAGTGGGT TGCACCAGAA GTAGCTAGTC TAACCTTCGG GAGGACGGTT 1 4 E 

C51 -P 
Ps t2: tv. C ACCACGGTG- qAC(7AC CACGqTC	 i4-n 
Ps ass	ACCACGGTGT G-A --- TT-C -A- - - TG— , L(2GGTGAAG CGAACAAgG 1467 

1 - 
Ps f1i bv. 6 
Ps gess	TAGCCGTAGG GGAACCTGCG GCTGGATCAC	 1517

52 - Ps 

•	-
en (,c',i iO BiuP#guu.v.	 130
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6. Conclusiones. 

11 C1cCL(t inductor dci (a('i \ OC la leche de certada Ci pol\(t -L	)	 c!: a! 

incremento en la producción de proteasa siendo mayor en TSB con ('a(1 2 al 5 in\1. Li 

máxima producción de proteasa para las dos cepas se dió al final de ]a fase lotaríiniica 

(16 h) y principios de la fase estacionaria (24 h) (idiofase). 

2. la proteasa de	:uIonnma (11  es sensible a la ausencia de calcio por lo que c 

necesario que durante las etapas de purificación SC mantengan en soluciones con ca lc ni. 

no así la proteasa de P. fluo,ecen.v B52 la cual es menos sensible. Se obtuvo un peso 

molecular de la proteasa de Psau/u,nonc.r sp. C6l de 46.1 KDa y de 4 KDa para la 

proteasa de P. ¡Jiurec,is [352. 

3. La proteasa de C61 presento m) i111\ imo de actividad entre pH 7.5 y	mientras la 

pruteasa (le B52 entre p 11 7 a O. Uno las clarifica. como proleasas alcalinas. En cnanio a la 

estabilidad al pl-i, las dos intacasa5 pi cseiitaioii alta estabilidad en un amplio n1et a lo de 

p 1 i.6 101 

4.	la temperatura máxima de ii'ti\ aid tic la proleasa (11  Inc (le 4(1 . C. mientras que la 

proteasa de B52 presentó una actividad mas tina entre 40 y 50 ( . las dos pr yiea:is 

/	!#(Z(I!) e,! ( •/(< U/	 y 

/	 l/a?i¡ (;
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comportamiento similar con respecto a la estabilidad a diferentes 

= =1 ;5 'r'-:ci1Indo una nlaclivaeion maxiinn a Si t. y una posterior recuperación 

rvcii I: u ac1vdad entre 60 y 1 (iU'C. indicando su termorresistencia así como también 

su c :' uc:dud de iftir un i-earreglo conformacional una probable autoproteólisis. 

5. La proteasa C6 1 es mas sensible a la presencia de fe, Ln Ni'. Cu y l-1g 2 , SDS y 

urea mientras que la proteasa de B52 a Ni - '..Cu 2 . Zn 2 . Hg, SDS y urea a 

concentraciones mayores de 1 \'l. La proteasa C61 requiere la presencia de calcio para 

mantener su acu \idad mientras que la proteasa de 1352 requiere tanto calcio como ¡inc. La 

dos enzimas se clasifican como metaloproteasas. 

6. La dos proteasas presentaron una afinidad por la caseina como sustrato, dando valores de 

K11 de 0.20 mg/mL para la proteasa de C61 y de 0.3509 mg/mL para B52. Presentaron 

inhibicion por sustrato a concentraciones por arriba oc 0.6 mg/mL. 

7. Las dos cepas portan plásmidos grandes que le confieren resistencia a antibióticos. El 

tratamiento de curado más efectivo fue a alta temperatura (42°C) para ambas cepas. 

. La cepa ( 61 . basandose en la determinación del porcentaje de homología del gen ARNr 

]OS con secuencias de cepas tipo, indica que pertenece al género Pseudomonas. Se 

recomienda realizar la amplificación y secuenciación completa de] gen ARNr 16S para 

determinar el u ¡ve 1 de especie de esta cepa. 

'u ('j, ,s í?f,s1	a,',
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Anexo I. 
Medios de cultivo. 

Medio F 

Peptona de caseína 10 g 

Peptona de carne 10 g 

MgSO 4 7H 20 1.5g 

K2HPO4 

Agar bacteriológico 12 g 

Glicerol 10 g 

Agua destilada 1000 mL 

Medio Tripticaseína y sova (TSA). 

Tripticaseíria y soya (Difco)	 30 g 

Peptona de caseína 17 g 

Peptona de soya 3 g 

D( ±)—Glucosa 2.5g 

NaC1 5 i 

K2 HPO4 2.5g

Agar bacteriológico	 15 g 

Aiva destilada	 1000 nil-
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Caldo Tripticaseína y soya (TSB). 

Tripucaseína y sova (Di1o)	 30 

Peptona de caseína 17 g 

Peptona de soya	3 g 

D(+)—Glucosa	2.5g 

a(I'I	 5 

K 2 HPO4	 2.5 g 

Agua destilada	 1000 nL 

Caldo L 

Triptona 10.0 1, 

Extracto de levadura 5.02 

NaCI 5.Og 

Glucosa 1.0 g 

Agua destilada 10001111- 

Ajuste del pH a 7.0

Caldo Nutritivo (CN). 

Extracto de levadura	 3.0 g 

Peptona	 5.0 g 

Agua destilada	 1000 mL 

Ajuste del pH a 7.0 

en Cic,zcic
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Una 

Medio de caseii Molin y T ntriiu. 1 2 

Leche descremada en polvo	 10 g 

Azar bacteriológico	 1 5 g 

Agua destilada	 1000 m 

Anexo 1. 
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Anexo II. 
Soluciones y Reactivos. 

Solución de caseína 1%. 

Para la preparación de 100 mL de solución de caseína al 1%. se pesó 1 g de caseína y 

se añadió a un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenía 100 ml- de solución amortiguadora 

de Tris-HCI 50 mM-CaC17 3 mM pH 7.. se homogenizó en frío mediante una barra 

magnética y agitación suave por 10 mm. Posteriormente, el matraz tapado se colocó en baño 

maría en ebullición por 20 min con agitación suave. Una vez disuelta la caseína, la solución se 

enfrió sumergiendo el matraz en agua a temperatura ambiente para clarificar la solución. La 

solución se conservó bien en refrigeración por una semana. 

Tabla 14. Relación de volúmenes para cada muestra experimental. 

Muestra	 Caseína 1 1/0	 Extracto enzimático 

(.iL)	 (tL) 

Blanco	 500	 0 

Testigo'	 475	 25 

Muestra	 475	 25 

La adición de la alícuota de extracto enzirnático se hizo al final del tiempo de reacción. 

('u (,c',u-ia	......., -..',.,	y	 1
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Tabla 15. Relación de valores de pH. sustrato y amortiguadores para la determinación de p11 

máximo de actividad enzimática. 

pH Sustrato Amortiguador 50 mM - CaCI: 3 mM 

4 y 5 Hemoglobina Acido acético — NaOH 

6 y 7 Caseína NaH2PO4 - NaOH 

7.5 y 8 Caseína Tris	HC1 

9. 10 y	1 Caseína Glicina - NaOH

Tabla 16. Relación de soluciones amortiguadoras empleadas en la determinación de pH 

máximo de actividad enzimática. 

Valor de pH	 Sol. amortiguadora patrón 0.1 M 

	

2. 2.5 y 3
	

Glicina - HCI 

4 y 5
	

ácido acético - NaOlI 

6 y 7
	

NaH2PO4 NaOH 

	

7.5 y 8
	

Tris - NaOH 

	

9. 10 y 11
	

Glicina - NaOH 

	

12 y ]2.5
	

Na2 HPO4 - NaOH 

1 1 t/-/:/.
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fabla 1 7 . Volúmenes de soluciones patrón necesarias para obtener las diferentes 

concentraciones de ionc	e inhibidores. 

Conc. Onal	Vol de EL Vol. de soin parrón Vol. H 2 () Vol. total 

mM) (fiL) 20 mM (tL) (fiL) (pi) 

100 10 90 200 

2 100 20 80 200 

3 100 30 70 200 

5 100 50 50 200 

10 100 100 0 200 

EF: Extracto Enzimútico. 

Tabla 18. Volúmenes de soluciones patrón necesarias para obtener las diferentes 

concentraciones de SDS. 

(onc. final	Vol de EF	Vol. de soin patrón	Vol. H 20	Vol. total 

(%)	 (j.il)	 0.5% (NI)	 (d)	 ('iI) 

0.025	 lOO	 lO	 90	 200 

0.05	 100	 20	 80	 200 

0.1	 100	 40	 60	 200 

0.25	 100	 100	 0	 200

1) n i tin en ( ¡enein Builoguas. 160 
E,nest .4(1)!	GarcicI. 



lillil
	

Anexo Ij' 

Tabla 19. Volúmenes de soluciones patrón necesarias para obtener las diferentes 

concentraciones de urea. 

C'onc. Onal	Vol de FF. Vol. de soin patrón Vol. 1-1 20 \'o. total 

(M)	 (pi) 20 mM (jal) (pl) (pi) 

¡	100 25 75 200 

2	 lOO 50 50 200 

3	 lOO 75 25 200 

4	 100 100 0 200 

Tabla 20. Relación de volúmenes para el tratamiento con naranja de acndina 

Caldo L Sola patrón del Concentración final del 

No. Vial (mL) colorante (niL)' colorante (p.g/rnL) 

0 0.5 0 0 

1 0.4918 0.0082 10 

2 0.458 0.042 50 

3 0.417 0.083 100 

4 0.375 0.125 150 

5 0.335 0.165 200 

6 0.297 0.207 250 

7 0.25 0.25 300 

Se preparó una solución patrón de 600 tg/mL. Debido a que el experimento se realizó por duplicado para cada 

punto y para dos cepas se requirió un volumen de 5 mL y 3 mg del colorante. 
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fabla 2 1 . Reactivos para la etapa de amplificación del gen ADNr 16S. 

Reactivo	 Cantidad 

Mezcla maestra de RCP.	 45 tL 

Oligonucleótido Ps-for (en 2.5 mL de H 20).	 200 nM 

Oiigonueleótido Fs-iev (en 2.5 mL de H 2 0),	 200 nM 

AD (1/50).	 2.5 .iL 

.\leícla maestra de RCP (ABgene, Advanced Bioiechnologies Ltd, Epsorn, Gran Bretaía), contiene: 

- Taq ADN Polimerasa 1.25 unidades. 

- Tris-HC1 75 mM (pH 8.8 at 25cC). 

- (N11 4 )2SO4 20 mM. 

MgO,1.5 mM. 

- Tween 20 0.01% (y/y). 

- dATP. dCTP. dGTP y dTTP, 0.2 mM de cada uno. 

Tabla 22. Condiciones de amplificación con oligonucleótidos Ps-for y Ps-re\ 

Ciclos Desnaturalización Alineación Polimerización 

Primer ciclo 5 mm 8 s a 66°C después 10 s a 74°C después 

a 95°C 1 min a 68°C 1 min a 72°C 

Ciclos subsecuentes 11 s a 94°C después 8 s a 66°C después 10 s a 74°C después 

15 s a 92°C 1 niin a 68°C 1 niina 72°C 

1 , 1111110 ciclo 11 s a 94°C después 8 s a 66°C después 10 mil] 

15sa92°C 1 mina68°C a 72°C

Fuente: \\idmer y col.. 1998 
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Tabla 23. ANOVA con prueba múltiple de Duncan para los diferentes tratamientos. 

Crecimiento
	

Actividad 

Medio Inductor	B52	 C61	 B52	 C61 

TSB 8.86 / A, B 8.61 ./ B, C 0.755 / D, E, F 0.074 / K 

1 niM 8.98 /A 9.02 / A 0.702 / E, F 0.889/E, F, G 

3mm 8.53,/B,C 8.41 'C.D 1.22/A.B 1.532 ",'B 

5rnM 8.12.' D,E.F 7.86/F,G 1.31/A 1.78/A 

0.2% 8.32 / C, D. E 8.42 .1 C. D 0.85 / C, D, E 0.493 / 1. J 

0.4% 6.97 ¡ H 6.87/ H 0.98 /C 1.315 /C, D 

BH1 8.56 ¡ B. C 8.45 / C, D 0.08/1 0.032 / K 

1 mm 8.54 / B. C 7.99 / E, F, G 0.193/1 0.397 / J 

3 mM 7.791F,G 7.67/G 0.077/1 0.90/E,F 

5m  6.79/1-1 6.71/H 0.176/1 1.18/D 

8.37 / C, D, E 7.71 /G 0.476 / G, II 0.637 / H, 1 

0.4% 4-43/1 4.45 .7 1 0.936 / C, D 1.46 / B. C 

CN 1 .9 / J. K 1.25 / M 0.032 / 1 0.022 / K 

1 mM 2.14 /J, K 1.36 .' 0.044 / 1 0.037 / K 

3 mM 1.77 ¡ K, L 1.39 ." M 0.039/1 0.066 / K 

Sm M 2.185 / J 1.86 " K. .1 0.052/1 0.096 / K 

0.2% 1.461LM 0.46!N 0.087/1 0.111 /K 

0.4% 0.65 / N 0.0 / 0 0.15 / 1 0.1737K
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nexo III 

Anexo III. 

istenia \i iiiiplt.is \\ iiard Fus Ni idipreps. D\A Puritication S stea. Pr mega. Níadison, 

Se inoculó una colonia aislada en 100 mL de medio TSB y se incubó a 20 oc y 150 

rpm por 16 h. Se obtuvo un precipitado celular por centrifugación a 12000 g por 10 min y se 

la\ó 2 veces con atua ultrapura. El precipitado celular se . suspendió con 3 mL de la solución 

resuspendedoii de células, proporcionada en el sistema, seguido de la adición de 3 mL de la 

olucion de lisis celular. igualmente proporcionada en el sistema, y se agitó suavemente hasta 

obtener una solución viscosa y transparente. 

Se añadieron 3 mL de la solución neutralizante y se centrifigó por 5 i —nin hasta obtener 

un lisado claro, el cual se transfirió a un microtuho nuevo y se mezcló con 10 mL de resma 

purificadora de ADN, la mezcla se transfirió a una columna, la cual estaba conectada a un 

contenedor con una capacidad de 20 ml—. Mediante una bomba peristáltica se hizo ci vaciado 

de la columna. Se lavó la columna con 2 mL de solución amortiguadora de lavado, 

proporcionada en el sistema. Posteriormente, la columna se separó del contenedor y se 

cetrifiieó por 20 scg a 12000 g para eliminar el excedente de lavado, obten indosc una resma 

seca. Para eluir el ADN plasmídico se añadieron 300 al de amortiguador TE (1 ns 25 mM pH 

01-1:1 
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8.0. EDTA 10 mM, Glucosa 5 mM), previamente calentado a 65°C a la columna y se dejó en 

reposo por 1 mm. posteriormente se centrifugó por 20 seg a 12000 g eluyendo de esta forma 

los plásmidos. EL ADN plasmídico se almacenó a -20°C. 

Minipreparación de ADN plasmídico (Samhrook y col., 1989). 

Cosecha. 

Se transfirió una colonia aislada, de cada una de las cepas, a 2 mL de medio LB en un tubo de 

15 mL. Se incubaron los cultivos por la noche a 20°C con agitación vigorosa. Posteriormente 

se colocaron 1.5 mL del cultivo en un tubo de microcentrífuga, y se centrifugó a 12000 g por 

30 sea a 4°C. El sobrenadante se eliminó y se dejó el tubo en una posición invertida sobre una 

toalla de papel permitiendo que el fluido drenara. 

Li.sis alcalina. 

El precipitado celular se resuspendió en 100 iL de la Solución 1 previamente enfriada 

en hielo por agitación vigorosa (vortex). Posteriormente se añadieron 200 jiL de Solución 11 

(preparación fresca). Se cerraron los tubos. N i se mezcló el contenido por inversión rápida de 

los tubos cinco veces. 

A la preparación obtenida se le añadieron 150 tL de Solución III, previamente enfriada 

en hielo (la solución resultante t'ue 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato). 

Se cerró el tubo y mezcló suavemente mediante movimientos de inversión para dispersar la 
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solución ¡JI en el usado viscoso. E l, tubo se almacenó en hclo por 5 mm, seguido de una 

centrifugación a 12000 g por 5 m1n a 4 °C. Se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio y se 

añadió un volumen igual de fenol-clorofócino. Se mezcú en vortex. Después de centrifugar a 

12000 g por 2 miii a 4 oc, se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. 

La doble cadena de ADN se precipitó con 2 volúmenes de etanol a temperatura 

ambiente y se mezcló por vortex. Se dejó la mezcla en reposo por 2 niin a temperatura 

ambiente y se centrifugó a 12000 g por 5 min a 4 °C. 

Se eliminó el sobrenadante y se r . jó el tubo en una posición invertida sobre una toalla 

de papel permitiendo que el fluido drenara. Se eliminaron las gotas adheridas a la pared del 

tubo. El precipitado obtenido se lavó con 1 mL de etanol al 70% a 4 °C, se eliminé el 

sobrenadante como se describió anteriormente, y se seco el precipitado al aire por 10 mm. 

Los ácidos nucleicos se resuspendieron en 50 L de TE pH 8.0) conteniendo RNAasa 

pancreática (20 g/rnL) libre de ADNasas. Se mezclé brevemente por vortex y se almacenaron 

a -20 °C 

Solución 1: Tris-HCI 25 mM con glucosa 5 mM Ni EDTA 10 mM, pH 8.0 

Solución II: NaOH 0.2 N (Dilución fresca de un patrón ION) con SDS 1%. 

Solución III: .Acetato de potasio. ácido acético glacial y agua desionizada (60 mL. 11.5 ml- y 

28.5 mL respectivamente). 

1 tI-]::. 

L)oewridu .1/ Ciencias ]](OIOg(/_OS. 

L//ltit() 4 hin is García.

]66



Procedimiento rápido para detección \ aislamiento de plásmidos grandes y pequeños. 

(KRio \ 1 .0 1	1. 

Las células se propagaron en 10 mL de caldo triptiaseína y soya (TSB) durante la 

noche (1 7 h) a 25°C y 200 rpm. hasta alcanzar una densidad óptica de 0.8 ( = 600 nm), se 

colectaron las células por centrifugación a 4000 rpm, a temperatura ambiente por 5 mm. El 

precipitado celular se resuspcndió en 3 mL de la Solución 1. 

1 a cclu1a se usaron por adición de 0 mL de Solución II. se mezcló por agitan 

breve y se calentó a 55°C por 20 mili en baño maría, seguido de la adición de 3 mL de una 

S'olución fi.?nol-clorofbclno (1: 1 y/y ). La solución se emulsificó al agitar y posteriormente se 

centrifugó a 6000 rpm por 15 min a 4 T. La fase acuosa superior se transfirió a un tubo con 

lapa de rosca usando una pipeta Pasteur de polietileno estéril de boca ancha o su equivalente, 

evitando tomar la interíase y el precipitado. 

Se adicionaron 300 pi de la Solución 3 (1/10 parte de la solución de/eno/-cloralórnio)

y 75 mL de etanol frío a -20 °C (2 volúmenes de la solución obtenida). La solución se dejó en

reposo a -20 "C durante la noche. Se centrifugó a 18 400 g por lO mm a 4 °C en una centrífuga 

reíriecrada Ncckman Alle gra 64R con rotor FIOlO (Palo Alto, California. E. U.). Se desechó 

sobrciadaiitc \ ci precipitado c iavú con 1 iii L (le etanol al 70%, evitando que se desprenda 
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el precipitado, el cual fue muy compacto. Se eliminó el alcohol hasta sequedad (se puede 

utilizar aire caliente). 

El precipitado se resuspendió en 200 VLI de TE y se dejó en reposo 1 Ii a 4 Y. La 

muestra puede, en forma forma inmediata, ser usada para anahzarL por ciectroforesis. 

Solución 1: 100 mL de Tris-acetato 40 mM. pH 7.9, EDTA sódica 2 mM, ajustado el pH con 

ácido acético glacial. 

Solución JI: Tris 50 mM, pI-I 12.6, SDS 3%. ajustado el pH con NaOH 2 N (aproximádamente 

3.5 in  para 1 00 mL de solución). 

Solución 111: Acetato sódico 3 M pH 5.2 (CASAS). 

Solución /nol-cJoro/brnjo (1:1 r/v). La Solución de cloroformo (CIA) se preparó con 1 parte 

de alcohol isoamílico y 24 partes de cloroformo, se conservó a temperatura 

ambiente. La solución de tenol se preparó en equilibrio con Tris-acetatos 0.1 M. 

pH 8. EDTA 0.5 M y se conservó a -20 °C. 
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