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RESUMEN

La busqueda de nuevas fuentes de proteasas es un
area de investigacion de gran actividad por su uso potencial
en procesos biotecnolégicos en éareas de la medicina, ali-
mentos e industria de los detergentes. En alimentos, las pro-
teasas extraidas de plantas han sido consideradas sustitutos
adecuados del cuajo natural para la elaboraciéon de quesos,
asi como en la produccién de hidrolizados, ablandadores
de carne, agentes digestivos, etc. El presente estudio tiene
como objetivo evaluar la actividad de extractos de flores
de narango agrio para coagular la leche y su accién sobre
distintos sustratos proteicos, como hemoglobina, albumina
y caseina. La actividad proteolitica que presentaron estos
extractos en un amplio rango de pH, indican la presencia
de diferentes tipos de proteasas (e.g., asparticas, serinas y
cisteinas). La actividad proteolitica en condiciones acidas y
el patréon de degradacidn de caseinas, sugieren la presencia
de proteasas tipo quimosina y ofrece una fuente de enzimas
coagulante. La alta actividad proteolitica en un amplio rango
de temperaturay pH, hacen de las flores de citricos una nueva
fuente de proteasas con uso potencial en distintos procesos
biotecnoldgicos (e.g., produccion de quesos).
Palabras clave: proteasas, coagulacion de la leche, flor de
azahar, quesos, coagulantes vegetales

ABSTRACT

Plant proteases have been considered as good ren-
net substitutes for milk coagulation during cheese making
process. This has motivated the screening and study of new
sources of proteases due to the potential use in biotechno-
logical processes such as in medicine, food and detergent
industry. Milk-clotting activity in orange sour flower extracts
was determined and its action on protein substrates such as
hemoglobin, albumin and caseins was evaluated. The high
concentration, broad pH range for activity, and possible
different type of proteases suggests that citrus flower offer
a high potential as a new source of plant proteases for use in
different biotechnological processes. In addition, the degra-
dation pattern of caseins and the proteolytic activity found

*Autor para correspondencia: Miguel A. Mazorra-Manzano

at low pH, suggests the presence of putative chymosin-like
proteases with potential use as milk-clotting agents for chee-
se making.

Keywords: proteases, milk-clotting, azahar, cheese, plant
coagulants, chymosin

INTRODUCCION

La quimosina (EC 3.4.23.4) es una proteasa aspdrtica
de gran importancia para la industria quesera. Tradicional-
mente, esta enzima se extrae del estémago de bovinos don-
de se encuentra en alta concentraciéon durante los primeros
meses de vida, siendo en bovinos adultos remplazada por
pepsina (EC 3.4.23.1) (Andren, 2011). Este extracto enzimati-
co, conocido como cuajo o rennina, es un coagulante natural
que tradicionalmente se utiliza para coagular la leche duran-
te el proceso de elaboracién de quesos. Quimosina cataliza
la hidrolisis especifica del enlace peptidico Phe, -Met,  de
la k-caseina, provocando la desestabilizaciéon de las micelas
caseicas y su subsecuente agregacion para la formacién del
gel lacteo (Dalgleish, 1992; Home y Banks, 2004; Harboe et
al., 2010).

La produccién/consumo de quesos a nivel mundial es
alrededor de los 20 millones de toneladas y se espere que
esta cifra se incremente a 21 millones de toneladas para el
2015 (OECD/FAO, 2011). La creciente demanda de quesos a
nivel mundial aunado a la disminucién de la fuente natural
del cuajo, ha incentivado la busqueda de nuevas fuentes
de proteasas con caracteristicas de especificidad adecuada
(alta actividad coagulante y baja actividad proteolitica) para
la elaboracién de quesos (Jacob et al., 2011). En los ultimos
anos, el uso de quimosina natural se ha ido remplazando
paulatinamente por la quimosina producida por fermenta-
cién (FPC, por sus siglas en inglés) utilizando hongos y bacte-
rias a los cuales se les ha introducido el gen de la quimosina
bovina. Actualmente, la FPC o quimosina recombinante es la
preparacién enzimatica mas utilizada a nivel mundial ya que
cerca del 90 % de los quesos producidos en Estados Unidos
y la Gran Bretafna utilizan este tipo de coagulante (Andren,
2011; GMO-Compass, 2012). No obstante, algunos sectores
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de la poblacién aun rechazan su consumo por razones
éticas, religiosas y/o tradicién (Roseiro et al., 2003; Kumar et
al., 2010), asi como por prohibiciones legales en el uso de
organismos genéticamente modificados (GMOs) en algunos
paises europeos (Jacob et al., 2011).

Todo lo anterior, ha estimulado la investigacién sobre
las enzimas coagulantes extraidas de plantas y han sido
consideradas una opcidn viable para ayudar a satisfacer esta
demanda. Ademas, el interés de la industria farmacéutica
y biotecnoldgica sobre el uso de estas fuentes se ha incre-
mentado, no solo por la actividad proteolitica que presentan
hacia diferentes sustratos proteicos sino también a que pre-
sentan actividad en un amplio rango de pH y temperatura,
ofreciendo oportunidades para innovar en nuevos procesos.

El uso de proteasas de origen vegetal en alimentos y
procesos industriales no es reciente. Las proteasas papaina,
bromelina, ficina y cucumisina, aisladas de papaya (Carica
papaya), pifia (Ananas comosus), higo (Ficus carica) y meldn
(Cucumis melo), respectivamente ( Yamagata et al., 1994; Fei-
joo y Villa, 2011), han sido utilizadas para el ablandamiento
de carnes y modificadores de la textura de algunos alimen-
tos, ademas de otras aplicaciones biotecnoldgicas ( Sullivan
y Calkins, 2010; Ha et al., 2012).

En paises como Espafa, Portugal, Oeste de Africa,
India y China, el uso de proteasas de plantas es una practica
tradicional para la elaboracién de quesos y otros productos
lacteos (Lopes et al., 1998; Roseiro et al., 2003; Adetunji y Sa-
lawu, 2008; Su et al., 2009). Un ejemplo tipico lo representa el
uso de extractos de flores de cardo Cynara cardunculus para
la elaboracion de quesos artesanales en la Peninsula Ibérica,
productos que por su caracteristicas exquisitas de sabor y
textura, son altamente valorados y algunos hasta protegidos
por una denominacion de origen (PDO) (Freitas et al., 2000;
Roseiro et al., 2003).

Por otro lado, existen recursos agricolas y desechos
agroindustriales que pudiesen poseer compuestos de alto
valor que no son aprovechados por el desconocimiento de
sus constituyentes. El cultivo de citricos de naranjo, limén,
mandarina y toronja para el aprovechamiento de sus frutos
es una actividad agricola que se ha intensificado en los ul-
timos anos. Citrus aurantum, conocido como naranjo agrio
0 amargo, es considerado por su tamafno y calidad de sus
frutos como uno de los mejores porta injertos de cultivares
comerciales de citricos. Ademas, por el color de sus frutos y
aroma de sus flores es un arbol ornamental tipico de parques
y jardines del Estado de Sonora. Sin embargo, la mayor parte
de sus frutos y flores no se aprovechan pudiendo presentar
una fuente potencial de compuestos de alto valor, como
proteasas.

La busqueda de nuevas fuentes vegetales de protea-
sas para la produccién de quesos y otros procesos biotec-
nolégicos, es un area de investigacién de gran interés que
requiere un mayor dinamismo a nivel bésico y tecnoldgico.
La elaboracion de productos lacteos con aromas, sabores y
texturas novedosas, asi como nuevas propiedades funciona-
les, es un area de investigacién que requiere ser explorada a
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profundidad. La busqueda y aplicaciones de nuevas fuentes
de proteasas en el procesamiento de alimentos coadyuva-
rian al desarrollo de nuevas innovaciones biotecnoldgicas
constantemente demandadas por el sector industrial.

El presente estudio reporta el potencial que represen-
ta la flor de naranjo agrio como una nueva fuente de protea-
sas mediante la evaluaciéon de las caracteristicas proteoliticas
de extractos enzimaticos crudos hacia diferentes sustratos
proteicos, asi como su potencial para coagular de la leche.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de Extractos Enzimaticos y Determi-

nacion de Proteina

Se obtuvieron flores frescas de naranjo agrio del arbol
Citrus aurantum, mediante agitacion, en el periodo de flora-
ciéon (Febrero-Marzo 2012). Se colectaron aproximadamente
500 g de flor proveniente de 3 arboles seleccionados al azar.
Las flores fueron homogenizadas con solucion Tris-HCl 0,02M
(pH 7) en una relacion 1:5 (p:v). El homogenizado fue filtrado
y centrifugado a 7000 x g por 20 min a 4 °C. Los extractos de
flor de naranjo (EFN) se mantuvieron en hielo y analizados el
mismo dia de su preparacion.

El contenido de proteina en los extractos se determi-
né mediante el ensayo Dc de Bio-Rad (Biorad Laboratories,
Hercules, CA ), utilizando albumina de suero bovino (BSA)
como estandar.

Actividad Coagulante de la Leche (ACL)

La actividad coagulante de la leche de extractos de
flor de naranjo (EFN) se determind en el rango de tempera-
tura de 35-80 °C, utilizando leche pasteurizada descremada
(1 %) con 0,02% de CaCl, de acuerdo a Arima et al. (1970).
El tiempo transcurrido desde la adicion del extracto hasta la
primera aparicion de signos de coagulacion fue registrado
como tiempo de coagulaciéon. El tiempo de coagulacién a
cada una de las temperaturas fue determinado por triplica-
do y el experimento realizado en 3 ocasiones. Una unidad
coagulante de leche (UCL) se define como la cantidad de
extracto requerido para coagular 100 mL de leche en 40 min
bajo las condiciones del ensayo.

Actividad Proteolitica

La actividad proteolitica fue determinada utilizando
como sustratos albumina de suero bovino (BSA) o hemog-
lobina al 1 %. La mezcla de ensayo (0,5 mL) contenia 50 pL
del extracto de flor de naranjo y 0,45 mL de BSA disuelta en
fosfato de sodio 0,1M a pH 7,0 o hemoglobina en acetato de
sodio 0,1M a pH 4,0. Las muestras fueron incubadas a 50 °C
por 1 h para posteriormente detener la reaccién mediante
la adicion de 0,5 mL of acido tricloroacético (TCA) al 5 %. Las
muestras inactivadas fueron incubadas sobre hielo por 30
min y posteriormente centrifugadas a 15000 x g por 20 min a
4 °C. El incremento en absorbancia del sobrenadante respec-
to a su muestra control fue determinado a 280 nm utilizando
un espectrofotdémetro UV/Vis Varian Kary 50 Bio (Varian, Palo
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Alto, CA, USA). La actividad fue expresada en unidades de
actividad proteolitica, definidas como la cantidad de enzima
requerida para causar un incremento de una unidad de ab-
sorbancia bajo condiciones del ensayo.

Hidrolisis de Sustratos Proteicos por Extractos

Enzimaticos de Flor de Naranjo

El perfil de degradacion de hemoglobina, BSA y ca-
seinas por el extracto de flor de naranjo se evalué mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desna-
turalizantes y reductoras (SDS-PAGE) de acuerdo al método
Laemmli (1970). La reaccion se llevd a cabo mediante la
adicion de 50 uL del EFN a 450 pL de BSA o caseina al 1 %
en una solucién de fosfatos de sodio 0,1M a pH 7,0 o con
hemoglobina al 1 % en citrato de sodio 0,1 M a pH 3,4. Pos-
teriormente las muestras fueron incubadas a 50 °C por 0, 20,
40, 60, 120, 240, 360, y 480 min. Inmediatamente después de
laincubacion, 100 uL de la mezcla fue inactivada mediante la
adicidon de un mismo volumen de solucién muestra de SDS,
calentada a 100 °C por 5 min para su posterior andlisis por
SDS-PAGE. La separacion electroforética se realizd en una
camara de electroforesis Mini-Protean |l (BioRad, Hercules,
CA) a 100 V por 90 min utilizando geles de poliacrilamida
al 15 %. La tincion de los geles se realizé utilizando azul de
coomassie.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos enzimaticos de flor de naranjo (azahar)
presentaron un contenido de proteina entre 25y 36 mg.mL".
Se ha reportado que la concentracién de proteina en flor de
naranjo se encuentra en unrango de 8a 15 mg.g™ de flor fres-
cay que ésta disminuye con el estado floral (Sagee y Lovatt,
1991). La capacidad que tienen los extractos enzimaticos de
plantas para coagular leche, depende de factores tales como
concentracion y tipo de proteasas. Los resultados mostraron
que las proteasas presentes en los extractos crudos de ex-
tractos de flor de naranjo se encuentran en concentraciones
adecuadas para coagular la leche. La actividad coagulante
de los mostré un efecto marcado en la dependencia de la
temperatura (Figura 1). La mayor actividad coagulante (0,31
UCL mL") se presenté en el rango de temperatura de 60 a 70
°C, con actividades relativas mayor al 70 % a temperatura por
encima de los 40 °C (Figura 1). Esto indica que dependiendo
de la temperatura, se requieren entre 3 y 5 mL de extracto
fresco de flor de naranjo para coagular 100 mL de leche en
40 min. El extracto perdié actividad a temperaturas mayores
de 70 °C debido posiblemente a la inactivaciéon térmica de
la enzima. Resultados similares del efecto de la temperatura
sobre la actividad de proteasas ha sido reportado para ex-
tractos de especies de Solanum (trompillo) de Euphorbia mili
(corona de espinas ), Scorzonera hispdnica (churrimana) con
zonas de maxima actividad en el rango de temperaturas de
40 a 65 °Cy su inactivacion a temperaturas mayores de 70 °C
(Mohamed-Ahmed et al., 2009; Fonseca et al., 2010; Yadav et
al., 2012).
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Una unidad coagulante de la leche (UCL) corresponde a la cantidad de
EFN requerido para coagular 100 mL de leche en 40 min

Figura 1. Efecto de la temperatura sobre la actividad coagu-
lante y tiempo de coagulacion de extractos crudos de flor de
naranjo

Figure 1. Temperature effect on milk-clotting activity and
coagulation time of raw citrus flower extracts

Las proteasas presentes en los EFN fueron capaces
de hidrolizar diferentes substratos proteicos, tales como
albumina de suero bovino (BSA), hemoglobina y caseinas
(Figura 2). Los EFN mostraron actividad a diferentes valores
de pH. La actividad detectada a pH acido (pH 3,5) podria
reflejar la actividad de proteasas tipo asparticas (Dunn, 2002;
Mazorra-Manzano et al., 2010) mientras que la actividad en
la region neutra y alcalina evidencian la posible presencia de
proteasas tipo serina y cisteina, ya que la mayoria de estas
enzimas muestran actividad en un amplio rango de pH (Gaur
y Wadhwa, 2008; Yadav et al., 2012). Lo anterior indica que
los extractos crudos de flor de naranjo podrian ser utiliza-
dos para la modificacién enzimatica de diversos sustratos
proteicos en procesos como la produccién de hidrolizados
proteicos. Ademas, la actividad proteolitica en la regién
acida y la accién sobre caseinas es de gran relevancia en la
coagulacién de la leche durante el proceso de elaboracion
de quesos. Esta actividad podria indicar la presencia de pro-
teasas tipo quimosina (asparticas), grupo al cual pertenecen
la mayoria de las enzimas que han resultado ser exitosas para
la elaboracién de quesos (Silva et al., 2002; Vairo et al., 2008).

La accion de las proteasas presentes en extractos de
naranjo sobre caseinas, se puede observar en la Figura 3 con
la aparicion de un fragmento peptidico de aproximadamente
14 kDa. Este fragmento corresponde a la para-kappa-caseina
(para-k-CN, f,-, ) generado por la hidrolisis especifica del en-
lace Phe, -Met,  de la k-caseina durante la fase primaria del
proceso enzimatico de coagulacion de la leche (Dalgleish,
1992). La accion de las proteasas de extractos de flor de
naranjo sobre caseinas ofrece un potencial como enzimas
coagulantes para la elaboracion de quesos; sin embargo, se
requieren mayores estudios sobre su composicién enzimati-
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Figura 2. Degradacién de albumina de suero bovino (BSA),
hemoglobinay caseinas por proteasas presentes en extrac-
tos crudos de flor de naranjo

Figure 2. Degradation pattern of bovine serum albumin
(BSA), hemoglobin, and caseins by proteases present in raw
citrus flower extract

Lineas 2y 3 corresponde a BSA control y después de su incubacién
con extractos de flor de naranjo (EFN), respectivamente. Lineas 4

y 5 corresponde a hemoglobina antes (control) y después de su
incubacion con EFN, respectivamente. Lineas 6 y 7 corresponde

a las caseinas antes y después de su incubacion con EFN, respec-
tivamente. La BSA y caseinas se incubaron con EFN en fosfato de
sodio 0.1M, pH 7.0 a 50°C por 60 min. Hemoglobina se incubé en
citrato de sodio pH 3.4 a 50°C por 60 min. Linea 1 corresponde

a los marcadores de peso molecular de amplio rango (BioRad).

La separacion se realizé en un gel de poliacrilamida-SDS al 15%
cargando 60 pg de proteina por pozo. Asteriscos (¥), corchete ({) y
flecha (—) sefalan los productos representativos de la degradacion
de BSA, hemoglobina y caseinas por extractos de flor de naranjo,
respectivamente.

ca (tipos de enzimas), propiedades, asi como las caracteristi-
cas del gel y queso producido.

CONCLUSIONES

Los extractos de flor de naranjo agrio poseen diferen-
tes tipos de proteasas activas y su actividad hacia diferentes
sustratos proteicos, sugiere su uso para la producciéon de
hidrolizados proteicos a partir de diversas fuentes de protei-
nas. Esta nueva fuente de enzimas abre un campo de inves-
tigacion para el estudio basico de las proteasas en citricos,
representando un potencial para su obtencion y futuras
aplicaciones biotecnolégicas como la produccién de quesos
e hidrolizados proteicos.
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Figura 3. Patron de degradacion de caseinas por las protea-
sas presentes en el extracto crudo de flor de naranjo.

Figura 3. Degradation pattern of caseins by proteases pre-
sent in raw citrus flower extract
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