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RESUMEN

PRODUCCION DE TRANSGLUTAMINASA EMPLEANDO Streptomyces
ladakanum CON TRES DIFERENTES SUSTRATOS EN UN MEDIO
FERMENTATIVO LIQUIDO

Idalia Dominguez Miguel
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro

Dr. Antonio Francisco Aguilera Carbé

El objetivo de esta investigacion fue producir la enzima transglutaminasa empleando
Streptomyces ladakanum por fermentacion liquida, con diferentes sustratos. Se
obtuvo la cepa, se procedié a la reactivacion de la misma, posteriormente se
realizaron pruebas cualitativas utilizando trozos de carne de cerdo y de res a las
cuales se les aplico extracto enzimatico, después se llevo a cabo la cuantificacién
de células utilizando el método McFarland, se realizaron las fermentaciones con
glucosa, almidon y glicerol, monitoreando cada 12 horas por 120 horas a 200, 300
y 400 rpm a 26 °C, obteniéndose una mayor produccion de biomasa a 400 rpm en
los medios que contenian glicerol como sustrato, el consumo de sustrato empez6 a
decaer a las 48 horas, se realizaron pruebas cuantitativas como azlcares totales y
reductores y proteinas. Y en cuanto a la prueba cualitativa, la carne de cerdo
presento adherencia a las 8 horas en refrigeracion a 4 °C posteriores a la aplicacion
del extracto enzimético. Para el analisis estadistico se emple6 un disefio de cuadro

latino, utilizando el paquete estadistico SAS 9.0.

Palabras clave: Enzima, fermentacion, reestructurados carnicos, transglutaminasa.



ABSTRACT

TRANSGLUTAMINASE PRODUCTION BY Streptomyces Ladakanum USING
THREE SUBSTRATES IN SUBMERGED FERMENTATION

Idalia Dominguez Miguel
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

Dr. Antonio Francisco Aguilera Carbo

The target of this proyect was to produce the enzyme transglutaminase using
Streptomyces ladakanum by liquid fermentation with different substrates. The strain
was obtained and reactivated, then qualitative tests were performed using pieces of
pork and beef to which enzymatic extract was applied, then the cell quantification
was carried out using the McFarland method, the fermentations were carried out with
glucose, starch and glycerol, monitoring every 12 hours for 120 hours at 200, 300
and 400 rpm at 26 ° C, obtaining a higher production of biomass at 400 rpm in media
containing glycerol as substrate, the consumption of substrate began to decay at 48
hours, quantitative tests as total sugars and reducers and proteins were carried out.
As for the qualitative test, the pork presented adhesion at 8 hours in refrigeration at
4 ° C after the application of the enzymatic extract. For the statistical analysis, a latin

box design was used, using the statistical package SAS 9.0.

Key words: Enzyme, fermentation, meat restructured, transglutaminase

Xi



l. INTRODUCCION

Cada vez es mayor la demanda de productos variados de gran innovacion que
sean sanos, favorezcan la nutricion, inocuos y de excelente calidad. EL reto de
la industria de alimentos es mejorar el aspecto, textura, color; en general, de las
caracteristicas organolépticas sin poner en riesgo la calidad nutrimental de los

nuevos prod uctos.

Las compafiias de productos carnicos reestructurados, moldeados, precocidos,
tales como, jamon, mortadela, salchichas, chorizos y otros elaborados con cerdo,
pollo, pavo, productos acuicolas y vacuno, presentan una buena demanda debido

a su practicidad y facil preparacion.

Diferentes alternativas se han desarrollado para corregir la estabilidad de los que
se comercializan en crudo, como la aplicacion de sales, carragenina, celulosa y
otros polimeros, sin embargo, la utilizacion de la enzima transglutaminasa mejora

la estabilidad de los reconstituidos. (Marquez et al., 2006).

Se han hecho estudios con la enzima transglutaminasa, y su efecto en algunos
alimentos. Hoy en dia esta enzima es de gran ayuda en la generacion de
tecnologias para la formulacion y produccién de alimentos a base de proteinas
de origen animal, asi como, vegetal. La principal aplicacion de la
transglutaminasa es como agente gelificante de alta estabilidad, a bajas
temperatura (refrigeraciéon), gelificacion sin aplicacion de coccién, mejora la

textura y tiene funciones de espesante (Palafox y Garcia, 2016).



La transglutaminasa microbiana (MTGase) de acuerdo con la comision de
numeracion de enzimas (The enzy Comimission Number) se clasifica como EC
2.3.2, transferasa conocida por modificar las propiedades funcionales de

proteinas de los alimentos (Camolezi y Pedroso, 2014).

La transglutaminasa se produce en diversos organismos. Pero la mejor
caracterizada es la que fue aislada de mamiferos. Para facilitar la produccién en
masa de esta enzima, se ha encontrado, purificado y caracterizado la

transglutaminasa microbiana (Washizu et al., 2014).

La transglutaminasa microbiana se ha producido por el género Streptoverticillium,
el cual es no Ca* dependiente. Streptomyces ladakanum, es el mejor productor

de la enzima (Aguilar et al., 2012).

El tratamiento con la transglutaminasa microbiana (MTG) mejora la textura y la
fuerza de gel de carne y proteinas en muchos productos formando un lazo entre
la glutamina y lisina, que mejora la rigidez y elasticidad de gel de los productos

carnicos, evitando algunos atributos indeseables (Abdulatef et al., 2007)

Debido al uso de la transglutaminasa en la reestructuracion de productos
carnicos, ha sido objeto de estudio por varios afios. Sin embargo, su produccién
€S un proceso caro. Por esta razon en el presente proyecto se desea producir
esta enzima que es de alta demanda para la industria de productos carnicos

reestructurados a partir de diferentes sustratos.



1.1. Objetivo general
Producir la enzima transglutaminasa empleando la cepa Streptomyces

ladakanum en diferentes sustratos.

1.2. Objetivos especificos

e Obtencion de la cepa Streptomyces ladakanum y reactivacion de la
misma.

e Realizar un analisis cualitativo de la enzima, utilizando diferentes tipos de
carne.

e Seleccionar el mejor medio modelo para la produccién de la enzima
transglutaminasa.

e Determinar las condiciones de la produccion de las enzimas
transglutaminasa.

¢ Realizar andlisis fisico-quimicos de la enzima.



1.3. Hipotesis

Es posible producir la enzima transglutaminasa a partir de la cepa Streptomyces

ladakanum utilizando diferentes sustratos.



. REVISION DE LITERATURA

2.1. Fermentacion

La fermentacion se define como un proceso catabolico oxidativo y el resultado es
un compuesto organico degradado parcialmente. Los productos finales dependen

del sustrato (Serrano, 2015).

La fermentacién de alimentos surgié en diferentes épocas y culturas como un
proceso empirico que se pasaba de generacibn en generacion para la
conservacion de alimentos, dependiendo del tipo de alimento y técnica de
fermentacidn se producen productos intermedios y/o finales de esta, como son
acidos organicos, alcalis, alcoholes, ademas se modifica el sabor de diferentes
alimentos haciéndolos méas agradables y de mejor aprovechamiento nutrimental

(Shirai y Malpica, 2013).

Estos alimentos procesados por fermentacién son parte importante de la dieta de
una gran diversidad de grupos étnicos, ya que se le atribuyen propiedades
benéficas para la salud, tales como actividad antioxidante, antimicrobiana,
antifangica, antiinflamatoria, antidiabética y antiaterosclerética entre otras.
Debido a estas propiedades del proceso de fermentacién y los subproductos que

se obtienen, han despertado el interés de cientificos (Sanlier et al., 2017).



2.1.1. Tipos de fermentaciones

2.1.1.1. Fermentacion discontinua
Es también conocida como fermentacion en batch o lote, es un sistema cerrado,
en donde se adicionan los nutrientes y sustratos, posteriormente se inocula con
el microorganismo de interés, se deja por un tiempo de incubacion, bajo las
mejores condiciones fisicoquimicas para el proceso de fermentacion (Coronel,

2015).

La fermentacion en lote es una tecnologia ampliamente utilizada, ya que es de
facil operacion, debido al proceso sencillo de adicionar el medio de cultivo,
esterilizar y la sencillez del control de los pardmetros, desde un principio se
establece la composicién del caldo de cultivo, pH, concentracién de inoculo y las
variables constantes de tiempo, agitacion y concentracion de oxigeno. Sin
embargo, con este tipo de proceso las producciones han sido bajas con respecto
al lote continuo alimentado, este Ultimo necesita de controlar los parametros
constantemente y de destreza para conseguir lotes constantes en la produccion

(Cruz, 2007).

2.1.1.2. Fermentacion alimentada

En este tipo de fermentacion los sustratos son afiadidos poco a poco, de manera
en que el proceso de fermentacion va progresando. La formacion de metabolitos

secundarios se reduce por la alta concentracion de glucosa en el medio, conocido



también como efecto glucosa, a esto se debe que en este tipo de fermentacion
se le afiade en pequefas concentraciones los nutrientes al principio del proceso

continuando asi hasta la fase final de la produccién (Serrano, 2015).

2.1.1.3. Fermentacion continla

La fermentacidon continua consiste de un sistema abierto, es decir el caldo
nutritivo estéril se adiciona constantemente al fermentador y una volumen igual
de solucién fermentada (biomasa y caldo fermentado) se retira al mismo tiempo

del sistema. (Coronel, 2015).

2.1.1.4. Fermentacion sélida

La fermentacién en medio sélido se define como un bioproceso, en el cual se
promueve el crecimiento de microorganismos en diferentes tipos de soporte,
tanto inertes como organicos, los cuales son humedecidos con soluciones
nutritivas y en el caso de los organicos participan como parte del sustrato, se
pueden usar bacterias, hongos y levaduras. Una gran cantidad de
investigaciones utilizan hongos filamentosos. El proceso de fermentacion en
medio solido ordinariamente no es necesario adicionar agua si el sustrato
contiene buena humedad y en algunos casos no es necesaria la inoculacion de

microorganismos ya que los autoctonos o nativos encuentran en el sustrato, ya



gue estos tienen una gran diversidad de microorganismos heterogéneos, (Diaz,

2009).

La fermentacion o cultivo en medio solido se ha utilizado ampliamente para
producir enzimas tales como la pectinasa, celulasas y lipasas. Ademas, tiene
mucgas ventajas sobre la fermentacion sumergida, las cuales son que tiene
mayor productividad, medios de bajo costo, mejor transferencia de oxigeno,
tecnologia simplificada, requisitos de energia y costo reducidos (Pliego et al.,

2016).

2.1.1.5. Fermentacion liquida

También conocida como fermentacion sumergida o cultivo sumergido consiste en
el crecimiento de células de microorganismos en un reactor agitado que puede,
al cual se le puede aplicar aireacién por medios mecanicos. En escala laboratorio
se suele usar en matraces en placas agitadoras. La mejora e implementacion de
este tipo de fermentacion ha sido de gran importancia ya que ha facilitado el
cultivo de microorganismos aerobicos en condiciones de variables dependientes
fijas, que promueven una densidad regular de biomasa, la que ha facilitado el

estudio de la fisiologia de los microrganismos (Vasquez, 2013).

En este tipo de proceso, se emplean diferentes formas mecanicas de aplicar la

agitacion para incrementar la transferencia de gases en cultivo de manera



homogénea e incrementar la biomasa en el cultivo, en principo permite la
dispersion del gas en pequefas burbujas, incrementando la interfase gas-liquido,
ademas aumenta el tiempo de reaccion del gas con el liquido y adicionalmente
se disminuye el espesor de la capa de biomasa por efecto de la agitacién, la cual

rompe la “nata” de microorganismos formada (Vasquez, 2013).

2.2. Enzimas

Las enzimas son biomoléculas de origen proteico, capaces de catalizar
reacciones en sistemas biolégicos y ambientes controlados, son de alta
especificidad a velocidades de reaccion muy extraordinarias (Rivera y Garcia,
2007). Un catalizador es una sustancia que ayuda a que una reaccion quimica

ocurra de manera rapida (Molina, 2016).

Las enzimas ofrecen una gran gama de aplicaciones para la mejora de alimentos.
Existen factores tales como el logro de rendimientos éptimos y la recuperacion
eficiente de la proteina que se desea usar son los principales elementos
disuasivos en el uso de enzimas. Se contintdan desarrollando enzimas nuevas y
Gnicas con el proposito de producir ingredientes alimenticios por hidrolisis,

sintesis o biocatalisis (James et al., 2013).

Las enzimas cuentan con diferentes aplicaciones industriales, en el area de

alimentos se emplean en produccién de bebidas fermentadas, alimentos
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fermentados, saborizantes y aromas para alimentos. (Grevechova y Prieto,

2006).

2.2.1. Clasificacion de enzimas

Desde 1961, la union Internacional de Bioquimica califico a las enzimas en 6

grandes grupos:

e Oxidorreductasas: transferencia de electrones.

e Transferasas: transferencia de grupos radicales.

e Hdrolasas: hay una rotura de los enlaces, incorporandose asi una
molécula de agua.

e Liasas: realizan la rotura de enlaces covalentes por afiadir o eliminar
grupos.

e |somerasas: se encargan de realizar reacciones de isomerizacion, es decir
una transferencia de grupos dentro de la misma molécula.

e Ligasas: forman enlaces covalentes por reacciones de condensacion

(Merino y Noriega, 2015).
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Figura 1. Estructura tridimensional de una transferasa

2.2.2. Aplicaciones Industriales

La aplicacion de enzimas a nivel industrial no es desconocida, ya los procesos
tradicionales que han surgido desde hace cientos de afios. Las enzimas
industriales se han utilizado para la mejora de los procesos, ayudando asi a
proporcionar el uso de nuevas materias primas o modificar las propiedades
fisicoquimicas de una materia prima, con el afan de mejorar procesamiento. Las
enzimas se han utilizado en industrias como licores, panadera, lactea, En mejorar
el medio ambiente, de productos de limpieza, etc. Hoy en dia gran parte de las
enzimas son usadas en industrias en el procesamiento de alimentos. Otro uso
gue se le da a las enzimas es para perfeccionar un producto, dando mejores
caracteristicas organolépticas, o incrementando su vida de anaquel, con el fin de

gue el consumidor logre aceptarlo (Castellanos, et al., 2006).
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2.2.3. Enzimas de origen microbiano

Los microorganismos son especialistas en degradar todos los sustratos,
dependiendo de las condiciones y la evolucion esto se ha visto favorecida por la
capacidad de producir moléculas con actividad catalitica especifica disefiadas
para degradar diferentes sustratos, un eficaz proceso dentro y fuera de las
células. Las proteasas que se obtienen de las bacterias son el principal grupo de
enzimas de origen microbiano que mas se utilizan (55%), después se encuentran
las hidrolasas de hidratos de carbono (20%) bacterianas y fangicas. (Segura y

Navarrete, 2012).

Asi mismo se encuentra la enzima transglutaminasa, que es considerablemente

utilizada en la industria carnica.

2.3. Reestructurados carnicos

Los productos reestructurados de la carne puede ser una forma adicional de
agregar valor a los productos carnicos. Es un proceso por el cual varias partes
de la carcasa y recortes se convierten mediante una manipulacion mecénica en
formas recién estructuradas (Al-sheddy et al., 2015).

Una gran parte de los métodos usados para la reestructuracion de carne o pastas
de carne se centran la extraccion de proteinas con sales, fosfatos y procesos

mecanicos.
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2.3.1. Sal

La sal ademas de ser importante en las carnes procesadas también cumple una
funcién poderosa en las carnes reestructuradas. En los reestructurados que
provienen de carne de res, la sal se ha asocia con la perdida de color y la
generacion de la rancidez. Se ha querido sustituir el uso de la sal para el
procesamiento de la carne, en los cuales se incluye la transglutaminasa, fibra
dietética y caseinato. También el uso de sal y fosfatos en filetes reestructurados

ha sido ampliamente estudiado (Sun, 2014).

2.3.2. Fosfatos

Los fosfatos son utilizados como mejoradores de la jugosidad y textura,
protectores contra aparicion de rancidez de grasas en productos carnicos
procesados. Asi como la sal y el fosfato que son usados para la reestructuracion
de la carne, estos actian de manera que se disminuya el agua en la operacion

de coccion, ademas incrementa la unién de trozos de carne (Salinas, 2007).

2.3.3. Proteinas de soja

Una gran variedad de proteinas como ingredientes funcionales en productos

carnicos reestructurados, de los cuales las proteinas de soja son de las mas
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utilizadas para este proceso. Estas proteinas funcionan como aglutinantes para
mejorar el rendimiento y la textura del producto, como posible agente gelificante
para optimar la duracién de la emulsion al calentar, incrementar la absorcion del

agua y las propiedades de unién (Sun, 2014).

2.3.4. Enzima transglutaminasa

La enzima transglutaminasa tiene el nombre de proteina-glutamina: amina y-
glutamiltransferasa, también conocido con el nombre de factor XllI o fibrinoligasa.
Esta numerado con EC 2.3.2.13. La transglutaminasa utiliza el grupo y-
carboxamida de restos de glutamina unidos a péptidos como donador de acilo,

que tiene una amplia especificidad para sustratos aceptor (Nielsen, 2013).

Se encuentra de natural en el plasma sanguineo, en higado de mamiferos y en
musculo de osteictios, de forma industrial se produce por fermentacion de

microorganismos del género Streptomyces (Jozami y Seselovsky, 2003).

Se ha utilizado recientemente para el procesamiento de alimentos ya que ha
demostrado que mejora el sabor, caracteristicas organolépticas de varios

alimentos a base de proteinas (Seswita, 2014).
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La transglutaminasa se emplea en la industria alimentaria para reestructuracion
los enlaces de aminoacidos de proteinas de productos de carne, leche y pastas
de pescados, por lo esto es apreciado como un excelente aditivo, esta enzima se
ha obtenido del género Streptomyces, su ventaja es que no es calcio
dependiente. Entre las variedades de este género el Streptomyces ladakanum es

considerado el principal productor de esta enzima (Aguilar et al., 2012).

Aunqgue la principal aplicacion de la transglutaminasa permanece en el sector
alimentario, nuevas aplicaciones han surgido durante la dltima década. Estas
aplicaciones engloban las areas de ingenieria biomédica, ciencia de materiales,

textiles y procesamiento de piel (Zhang, 2013).

2.3.4.1. Caracteristicas generales de la transglutaminasa

La transglutaminasa tiene la caracteristica Unica de cambiar la funcion de las
proteinas debido a entrecruzamientos de enlaces covalentes lo cual ha
despertado gran interés por el desarrollo y produccién de esta enzima. Este tipo
de enzima enzima cataliza la reaccion de transferencia entre los grupos y-
carboxiamida de residuos de glutamina en proteinas, péptidos y en varias aminas

primarias (Palafox y Garcia, 2015).

La primera transglutaminasa caracterizada fue la TGasa microbiana producida
por Streptomyces mobaraensis. Esta enzima es excretada como un zimégeno

gue es procesado por dos enzimas enddgenas para producir la forma activa. Esta
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especie del género de los actinomicetos son aerobias, gram positivas, alcohol no
resistente y que ademas son capaces de formar un micelio ramificado y
raramente segmentado. La caracteristica de la TGasa es ser naturaleza

extracelular y no dependiente del calcio (Aguilar et al., 2012).

2.4. Transglutaminasa microbiana

La transglutaminasa bacteriana (MTG) se obtiene de Streptoverticillium sp. Esta
enzima es liberada al medio de fermentacién a partir la membrana citoplasmética
como un zimégeno y es activada por un proceso proteolitico por lo que no

requiere la destruccion de las células para su obtencion (Vigo, 2014).

La MTG obtenida de S. mobarensis es una proteina compuesta por 331
aminoacidos. Esta enzima tiene forma de disco con una ranura lateral profunda
gue cuenta con residuos del aminoacido cisteina en la posicion 64 tiene un grupo
tiol libre, el cual es necesario para la actividad enzimatica. Su masa molecular es
de 37.9 KDa, que es aproximada a la masa molecular de la enzima de origen

animal.
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Figura 2. A) Estructura 3D de la TGasa microbiana. B) Detalles de la triada

catalizada

Aungue su actividad enzimética se produce entre 5.0 y 8.0, esta enzima suele

estar activa en pH de 4.0 a 9.0 (Gbes y Bueno, 2014).

La transglutaminasa microbiana (MTG) es considerada como un aditivo eficiente
en la union de proteinas musculares para obtener productos restructurados,
aunque resulta de alto costo. El microorganismo Streptomyces ladakanum NRRL
3191 es el principal productor de transglutaminasa. Es una enzima de tipo
extracelular y calcio independiente. Son estas propiedades las que hacen que
este tipo de enzimas sean de gran interés para la industria de alimentos (Portilla

et al., 2009).

La MTG demostrd que es capaz de realizar enlaces cruzados en la mayoria de
las proteinas de los alimentos, tales como las caseinas, la globulina de la soja, el
gluten, las actinas, la miosina y las proteinas del huevo, con la misma eficacia
que la transglutaminasa derivada de mamiferos. Debido a las ventajas que esta

enzima aporta a las propiedades fisicoquimicas de las proteinas, su aplicacion
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se ha extendido en la industria del procesamiento de alimentos, en medicinay en

cosméticos, lo que aumenta su demanda (Martins et al., 2014).

El centro activo de esta enzima esta compuesto de residuos de cisteina, histidina
y asparagina. Trabaja con una temperatura de 40 °C y un pH de 5.5, las cuales
resultan las mas convenientes para su actividad catalitica (Kieliszek y Misiewicz,

2013).

2.4.1. Requirimientos para la obtencién de transglutaminasa

El sistema de cultivo sumergido para la produccion en batch, demanda aireaciéon
y agitacion. Se lleva a cabo a temperaturas de 25-35 ° C y la enzima secretada
por el microorganismo tarda de 2 a 4 dias en alcanzar la maxima productividad.
Los principales sustratos como fuente de carbono en el caldo de cultivo son:
glucosa, sacarosa, almidon, glicerol y/o dextrina. Los compuestos nitrogenados
pueden ser organicos e inorganicos, incluyendo nitrato de amonio, sulfato de
amonio, urea, nitrato de sodio, cloruro de amonio, soja, arroz, maiz, trigo,
peptona, extracto de carne, caseina, aminoacidos y extractos de levadura. Los
minerales y otros elementos necesarios para la fermentacion son fosforo,
magnesio, potasio, hierro, cobre, zinc, vitaminas. Posterior al cultivo, el caldo
conteniendo a la enzima, por centrifugacion para separar la biomasa, después de
emplean diversos pasos de purificacion. La concentracion de enzima y
purificacion generalmente implican el uso de una secuencia de métodos que
aumentan su eficacia. La enzima recuperada puede purificarse por precipitacion

con alcoholes, acetonas, cloruros, sales de sulfato de amonio, uso de
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membranas, ultrafiltraciéon y métodos cromatograficos de columnas iénicas y de

de absorcion (De Goées-Favoni y Bueno, 2014).

2.4.2. Medicion de actividad enzimatica

Se han desarrollado muchos métodos de ensayo para medir la actividad de
TGasa. ElI ensayo mas comunmente utilizado es la formacion de é&cido L-
glutamico y-monohidroxamato esto mediante la incorporacion de N-CBZ-GIn-Gly
a la hidroxilamina. La actividad de la TGasa también se cuantifica midiendo la
incorporacion de aminas radiomarcadas en sustratos de glutaminilo tales como

dimetilcaseina (Sokullu et al., 2015).

2.4.3. Funciones

Algunas de las funciones que cumple la transglutaminasa son los siguientes:

e Capacidad de ligar: a través de enlaces covalentes catalizado por la
transglutaminasa los cuales son muy fuertes. Reconstituida la carne, no
se mantiene separay permanece aun después de ser congelada o durante
la coccion.

e Poder gelificante: provee firmeza al producto.

e Conservacion de humedad.
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Propiedades de tonicidad a la carne.

Estabilizacion de emulsiones.

Mejora la viscosidad estabilizando la emulsion.

Potencia la calidad nutricional de las proteinas: introduccion aminoacidos
requeridos, que no se encuentran de forma natural en masculo usando de

la TG (Jozami y Seselovsky, 2003).

2.4.4. Aplicaciones

Las propiedades de la MTGasa, le dan caracteristicas apropiadas para ser una

materia prima de extensa aplicacibn en la industria del procesamiento de

alimentos. Las caracteristicas son:

Amplio rango de pH, de 4.0a 9.0

Buen funcionamiento a baja temperatura.
Gran velocidad de reaccion.

Bajo peso molecular.

No dependiente del Ca?*

Baja especificidad de sustrato.

Baja actividad de desaminacion.

Actualmente, la MTGasa es empleada para mejorar las propiedades

fisicoquimicas de una amplia variedad de alimentos de origen animal o proteina

vegetal de leguminosas e incluso en productos de panaderia (Vigo, 2014).
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Tabla 1. Aplicacion de MTGasa en el proceso de alimentos

(Kieliszek y Misiewicz, 2013).

Fuente Producto Efecto
Carne Carne reestructurada Reestructuracion de la
textura y apariencia de la
carne, aumento de la
dureza
Pescado Pasta de pescado, producto | Mayor dureza
reestructurado
Leche Cremas, postres, bebidas lacteas, | Mejor calidad y textura
aderezos
Caseina Proteinas cruzadas Reduccion de la
alergenicidad
Trigo Alimentos horneados Mejor textura y mayor
volumen
Gelatina Alimentos dulces Alimentos bajos en calorias
con buena textura vy
elasticidad

2.4.4.1. Carnes reconstituidas o reestructuradas

La capacidad que tiene la MTGasa para inducir enlaces covalentes entre aminas
se ha utilizado para producir la llamada carne reconstituida, es decir que esta
enzima se puede usar para crear trozos grandes de carne 0 pescado,
practicamente intactos. Los productores afirman que el tamafio regular de estos
productos es mas conveniente para los consumidores, ademas de que el peso y

forma permiten un manejo y procesamiento mas facil (Kaufmann et al., 2014).

Para poder hacer la reconstitucién de los trozos de carne se lleva a cabo un

proceso en el cual se adicionan proteinas no céarnicas o transglutaminasa, esto
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sucede a temperaturas de refrigeracion durante toda ocho a doce horas. Se ha
encontrado que la transglutaminasa por si sola no puede iniciar las reacciones
de entrecruzamiento de carne cruda en su totalidad, por lo que se adiciona
caseinato de sodio. La carne reconstituida no requiere un proceso laborioso,
ademas de que no usan sales ni polifosfatos la retener agua. Ademas, la
estabilidad del masculo no se afecta, por ello se mantienen el sabor, textura

((Jozami y Seselovsky, 2003).

La MTGasa actia como un agente que beneficia la unién de proteinas, debido a
sus propiedades funcionales, mejorando la textura y la gelificacién de productos
carnicos que son tratados mecanicamente con esta enzima, como las salchichas,

aumentando su dureza y firmeza (Santhi et al., 2015).

2.4.4.2. Aplicacion en lacteos

Se han realizado estudios en los que se demuestra que las proteinas de la leche
son buenos sustratos de la TGasa, lo que sugiere que la enzima tiene un uso
potencial en productos lacteos.

Se ha investigado ampliamente los efectos de la TGasa en leche y sus derivados,
el suero de leche es mas propenso a formar enlaces por acciéon de la enzima

TGasa, con potenciadores como el ditiotreitol.

El suero de leche se comercializa como suplemento proteico, aditivo

emulsionador, gelificante, antiespumante y retencion de agua.

La caseina no forma geles, aunque con la aplicacion de calor, pero es posible
formar geles de buena estabilidad térmica después de la aplicacion de la enzima
TGasas. (Aguilar et al., 2012).

Cuando la transglutaminasa es utilizada para la produccién de yogur, la leche es

tratada con la enzima, posteriormente es sometido a un proceso térmico para la
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inactivacion de la enzima, y después se inicia el proceso de la fermentacion con
la adicién de un cultivo iniciador. Aunque también la transglutaminasa se puede
ser agregada a la leche a la par que el cultivo iniciador, en este caso la reaccion
de la enzima procede durante la fermentacion. Los principales efectos de la
transglutaminasa cuando es usada en la fabricacion del yogur es la firmeza y la
viscosidad, asi como la de retencion de agua con lo que se obtiene una

disminucién de la sinéresis (Kuraishi et al., 2013).

2.4.4.3. Aplicacién en pescado

Recientemente, se ha incrementado el disefio de productos funcionales. Sin
embargo, el potencial para el desarrollo de productos provenientes del mar con
caracteristicas funcionales ain no se ha explotado completamente. El hecho de
gue durante el procesamiento de productos pesqueros reestructurados, piezas
pequefias o carne picada se reconfiguran proporciona una excelente oportunidad
para incluir algunos ingredientes bioactivos en esta matriz de musculo de

pescado (Moreno et al, 2015).

La TGasa microbiana ha sido utilizada, en pescado y pastas de subproductos de
pescado, esto para producir reestructurados o para mejorar las caracteristicas de
calidad y disminuir la pérdida de materia prima en el procesamiento de filetes de
pescado. La producciéon de surimi es mayor producto elaborado con el empleo
de la TGasa microbiana. Existen productos marinos que son abundantes, pero
no se comercializan debido a caracteristicas no compatibles con procesos
rapidos, por ejemplo la carpa plateada Hypophthalmichthys molitrix, es una
especie de bajo consumo por las espinas. En sintesis, la aplicacion de la TGasa

microbiana mejora de propiedades de organolépticas (Rodriguez, 2013).

La TGasa microbiana también ha mejorado las propiedades mecanicas de los

geles de especies, como el salmonete, rayas, permitiendo asi la produccion de
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pastas de surimi con textura apropiada. También se ha utilizado en diferentes

especies como el calamar, conejo, cerdo y pavo (Hernandez et al., 2016).
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II. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

El proyecto se realizé en el laboratorio de nutricion animal que pertenece a la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, localizada en Buenavista a 7 km
al sur de la ciudad de Saltillo, Coahuila sobre la carreta 54 (Saltillo-Zacatecas),
entre las coordenadas geograficas 25° 22" de la latitud norte y 101° 02’ longitud
oeste y a una altitud de 1742 msnm. Alcanzando temperaturas de hasta 35°C

durante el verano.

Figura 3. Ubicacion del lugar de estudio

3.2. Reactivacion de la cepa
3.2.1. Cepa utilizada

La cepa que se utilizo fue Streptomyces ladakanum NRRL-3191, que fue
proporcionada por el Dr. Oscar Manuel Portilla Rivera, de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, Tamazunchale, San Luis Potosi.
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3.2.1.1. Material y equipo

Autoclave

Balanza analitica
Centrifuga

Parrilla

Shaker

Agitadores

Matraces

Micropipeta de 1000 pL
Probeta graduada

Vaso de precipitado

V V V V V V VYV V V VYV V

Termémetro

3.2.1.2. Reactivos

> Glucosa
> Extracto de levadura
> Extracto de malta

» Caldo nutritivo

3.2.1.3. Procedimiento

a) Se peso cada uno de los reactivos, del cual se utilizaron 1 g/L de glucosa,
1 g/L de extracto de levadura, 2 g/L de extracto de malta, 16 g/L de caldo
nutritivo.

b) Se coloc6 en matraces de 250 ml, 100 ml de agua destilada, y se
agregaron los reactivos previamente pesados.

c) Se utilizé la parrilla de agitacién para su completa disolucién.

d) Se esterilizo el medio durante 15 minutos a 121 °C. Una vez esterilizado
el medio, se dejo enfriar a temperatura ambiente.

e) Se inoculo el medio con la cepa Streptomyces ladakanum.
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f) Posteriormente se pasaron los matraces a un skaker con agitacion de 250
rpm y una temperatura de 35 °C durante 24 horas.

g) Transcurrido las 24 horas, el medio se centrifugo a 5000 rpm durante 20
minutos.

h) Se obtuvo la biomasa por una decantacion y el sobrenadante se guardé

en el congelador para pruebas posteriores.

Figura 4. Procedimiento para la reactivacion de la cepa

3.2.2. Medio de crioconservacioén

3.2.2.1. Material y equipo

Balanza analitica
Autoclave

Matraces

Micropipeta de 1000 pL
Probeta graduada

Termoémetro

VvV V.V V V V VY

Tubos ependorf
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3.2.2.2. Reactivos

» Agua destilada
» Gilicerol

> Leche descremada

3.2.2.3. Procedimiento

a) Se midi6 10 ml de glicerol y se pes6 8.5 gr de leche descremada, y
posteriormente se diluyo este medio en 100 ml de agua destilada.

b) Se procedi6 a esterilizar el medio a 110 °C durante 10 minutos.

c) Se colocaron en tubos ependorf 100 pL de la cepa Streptomyces
ladakanum y 900 pL del medio de crioconservacion.

d) Se guardaron los tubos ependorf en el congelador, para estudios

posteriores.

Figura 5. Preparacion del medio de crioconservacion

3.2.3. Andlisis cualitativo del extracto enzimatico

3.2.3.1. Material

» Tabla para picar
» Cuchillos
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» Papel de emplaye
» Carne de cerdo y de res

» Micropipeta

3.2.3.2. Procedimiento

a) La carne tanto de res como de cerdo, se cortaron en tiras, con un largo de
15 cm por 0.5 cm de ancho.

b) Se unieron las tiras de carne, cerdo con cerdo y res con res, formando una
trenza.

c) Posteriormente se le aplico 500 pL del extracto enzimatico a la trenza
formada por las tiras de carne.

d) Después se envolvio las trenzas de carne en papel emplaye.

e) Se puso a refrigeracion a 4 °C durante 12 horas, monitoreando cada 2

horas.

Figura 6. Analisis cualitativo del extracto enzimético

3.3. Conteo de células

Para comenzar el proceso de fermentacion se realizé el conteo de células para
determinar la cantidad de inéculo a utilizar para este proceso. Para ello se llevé
a cabo el estandar de turbidez de McFarland (figura 1) (Aldape, 2013).
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Un patrén de turbidez de McFarland se prepara mezclando cloruro de bario al 1%
y acido sulfarico acuoso al 1%. Cada estandar representa un nimero aproximado
de bacterias en la suspension, en la tabla 3.1 se observan los voliumenes
necesarios de cada solucidn para obtener las diferentes escalas segun

McFarland.

3.3.1. Material y equipo

» Tubos de ensayo
» Micropipeta de 100 y 1000 pL
» Agitador (Vortex)

» Espectrofotometro

3.3.2. Reactivos

» Cloruro de bario al 1%

» Acido sulfarico al 1%

3.3.3. Procedimiento

a) Se coloco la cantidad necesaria de &cido sulfurico al 1% (segun el patréon
gue se deseara obtener) en un tubo perfectamente limpio y seco,

b) Se agreg6 la solucion de cloruro de bario al 1% y se agité perfectamente
con la ayuda de un vortex.

c) Se determind la absorbancia de la suspension utilizando un
espectrofotometro UV-VIS (VARIAN) a una longitud de onda de 625nm

realizando tres réplicas para cada patron.
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Tabla 2. Preparacién del estdndar de turbidez McFarland y absorbancias

obtenidas.
Patron de  Cloruro de Acido Concentracion Absorbancia
turbidez bario 1%  sulftrico 1% bacteriana (células 625 nm
mL mL x108 mL1)
0.5 0.025 4.975 15 0
1 0.050 4.950 3 0.075
2 0.100 4.900 6 0.240
3 0.150 4.850 9 0.372
4 0.200 4.800 12 0.509
5 0.250 4.750 15 0.677
6 0.300 4.700 18 0.802
7 0.350 4.650 21 0.875
8 0.400 4.600 24 0.967
9 0.450 4.550 27 1.058
10 0.500 4.500 30 1.150

Las absorbancias que se obtuvieron fueron analizadas para obtener una curva

patron como se observa en la figura 7.
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3.4
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y =0.1175x +0.0239
1 R? =0.9909

Absorbancia 625 nm

0 2 4 6 8
Concentracién bacteriana

Figura 7. Curva patron de la escala de McFarland

Proceso de fermentacion

.1. Materiales

Matraces Erlenmeyer estériles
Probeta graduada

Tapones de algodon
Micropipeta de 20 y 1000 pL
Puntillas

Tubos eperndorf

2. Equipo

Autoclave
Mecheros
Parrilla de agitacion

12
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3.4.3. Reactivos

» Fosfato de sodio dibasico

» Fosfato de potasio monobasico

» Sulfato de Magnesio heptahidratado
» Peptona

» Extracto de levadura

» Caseinato de sodio

» Gilicerol

» Almidén

» Glucosa

3.4.4. Procedimiento

a) Se pesaron los reactivos, segun lo requerido, lo cual se muestran en la
tabla 3.2.

Tabla 3. Medio de cultivo para la fermentacion

Nutriente Concentracion g/L

Fosfato de sodio dibasico 5
Fosfato de potasio monobéasico 2
Sulfato de Mg heptahidratado 0.5

Peptona 10.5
Extracto de levadura 25
Caseinato de sodio 38.4

b) Posteriormente, se preparé el medio, y se le agregaron los sustratos
correspondientes a cada matraz, 15 g de almidon, 15 g de glucosay 30 g
de glicerol. Se esterilizaron los medios preparados. La glucosa se

esterilizo por separado para evitar la formacion de compuestos toxicos
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3.5.
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debido a la reaccion de Maillard, ambos medios se esterilizaron a 121°C
por 15 minutos.

Se dejaron enfriar los medios, y se hizo la mezclaron los medios que se
esterilizaron por separado.

Se procedio a inocular con 4 L de Streptomyces ladakanum previamente
reactivada.

De inmediato se pas6 a un shaker, que tenia una temperatura de 26 °C y
con agitaciones de 200, 300 y 400 rpm.

El proceso de fermentacion duro 120 horas, y se tomaron muestras cada
12 horas.

Determinacién de azucares reductores

3.5.1. Materiales y reactivos

vV V.V V V VY

NaOH 2N 20 mL
D.N.S. 1gen 100 mL
Frasco &mbar
Espectrofotbmetro
Celdillas de cuarzo

Micropipetas

3.5.2. Preparacion de reactivo de D.N.S.

vV V VYV V V

Se mezcld 50 mL de agua mas 20 mL de NaOH y D.N.S.

Se agit6 hasta lograr una disolucion.

Una vez disuelto se afiadieron 30 g de tartrato de sodio y potasio.
Se afiadio poco a poco disolviendo cada adicion.

Una vez disuelto se almaceno en el recipiente ambar en refrigeracion.

3.5.3. Procedimiento

a)
b)

Se colocaron 0.5 mL de muestra
Se adicionaron 0.5 mL de D.N.S.
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c) Se colocaron las muestras en en bafio de ebullicion durante 5 minutos.
d) Se colocaron posteriormente en bafio de hielo y agua durante 2 minutos.
e) Se adicionaron 4 mL de agua destilada.

f) Se agitaron los tubos en vortex.

g) Se realizé a lectura a una longitud de onda de 540 nm

3.5.4. Curva estandar

Se utilizé fructuosa (rango de lacurva 0.2 a1 g/L)

Se preparo la solucion estandar con 0.01 g de azucar y se disolvio en 10 mL de

agua destilada.

Tabla 4. Preparacion de curva estandar de fructosa

No de 0 1 2 3 4 5
tubo

Soln. 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
estandar

Agua 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
destilada

D.N.S. 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
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Figura 8. Curva patrén de fructosa

3.5.5. Determinacion de azucares totales

3.5.6. Materiales y reactivos

e Acido sulfrrico concentrado
e Fenol
e Espectrofotometro

e Micropipetas

3.5.7. Preparacion acido sulfarico con fenol

Solucién de acido sulftrico concentrado con fenol a una concentracion de 1 mg/
mly debe usarse durante las 24 horas iniciales de la preparacion (0.018g de fenol
en 18 ml de &cido sulfarico concentrado).

3.5.8. Procedimiento

a) Se colocaron los tubos en un bafio de hielo.

b) Se adiciono 1 mL de muestra.
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c) Se mantuvieron durante 1 minuto en hielo.

d) Se adicionaron 2 mL de fenol sulftrico lentamente por las paredes de los
tubos (para evitar que la muestra se queme).

e) Posteriormente se procedi6 a agitar los tubos dentro del bafio de hielo.

f) Una vez agitado se formé la coloracién, amarillo si no es muy alto el
contenido, y café cuando la concentracion es alta, en tal caso se procede
a realizar diluciones.

g) Los tubos se colocaron en bafio de ebullicién por 5 minutos.

h) Los tubos se dejaron a enfriar a temperatura ambiente.

i) Finalmente se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 480 nm.

3.5.9. Curva estandar

Se utilizé una solucion estandar de sacarosa (rango de la curva 0.2 a 1g/L) 0.01

g de sacarosa y disolver en 10 mL.

Tabla 5. Preparacion de curva estandar de sacarosa

Tubos 0 1 2 3 4 5
Solucién 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
estandar mL

sacarosa

Agua destilada 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
mL

Fenol sulfarico 2 2 2 2 2 2

mL
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Figura 9. Curva patrén de sacarosa

3.6. Proteina por lowry

3.6.1. Material y equipo

» Agitador (vortex)

» Micropipetas de 1000 pL
» Tubos de ensayo

» Espectrofotometro

3.6.2. Preparacién de reactivos para medir proteina por el método de
Lowry

» Reactivo A
Pesar 4 g de hidréxido de sodio 0.1 N
Pesar 30 g de carbonato de sodio 2 %

Disolver en agua destilada y aforara 1 L

» Reactivo B
Pesar 40 g de tartrato de sodio y potasio 4 %

Disolver en agua destilada y aforaa 1 L
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Reactivo B2
Pesar 20 g de sulfato cuprico 2 %

Disolver en agua destilada y aforara 1 L

Reactivo C
Es una solucién alcalina de cobre, que consiste en mezclar 50 mL del
reactivo A con 0.5 mL del reactivo B1 y 0.5 mL del reactivo B2 y disolver.

Esta solucion debe ser preparada al momento de su uso.

Reactivo D
Solucion de Folin-Ciocalteu diluida en agua destilada (1:2). Esta solucion

debe ser preparada al momento de su uso.

3.6.3. Procedimiento

El contenido de proteina soluble se determind, segun el método reportado por

Lowry, utilizando tirosina como solucién estandar

a)
b)

c)
d)

Se colocaron 100 pL de la muestra en un tubo de ensayo.
Posteriormente se adicionaron 1000 pL del reactivo C y se agito con un
vortex.

Dejar reposar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Después se colocan 100 puL del reactivo Folin-Ciocalteu previamente
diluido en agua (1:2), se agita por 30 segundos en un vortex y se deja
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 660 nm.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis cualitativo de la enzima

Para este andlisis se utiliz6 el extracto enzimatico que se obtuvo de la
reactivacion de la cepa. Se utilizaron tiras de carne de pierna de cerdo y pulpa
negra, las cuales median 15 cm de largo y 0.5 cm de ancho. Se tomaron las tiras,
dos de carne de cerdo y se unieron formando una trenza, lo mismo se hizo con
la pulpa negra, y se le agrego 500 pL del extracto. Al final habia un total de 14
trenzas, ya que se monitorearon cada dos horas, a partir de las 0 horas, después
alas2,4,6,8,10y 12 horas.

Se observé que alas 8 y 10 horas hubo una adherencia entre los trozos de carne,
pero esto solo fue para la carne de cerdo. Aunque la adherencia no se dio en su

totalidad, se le puede atribuir a que la enzima no estaba concentrada.

a) b)

Figura 11. Adherencia: a) carne de cerdo, b) pulpa negra

Se ha encontrado que la caseina es un importante inductor para la liberacion de
la enzima y para su actividad, al no haber caseina no se libera toda la enzima por
lo tanto su actividad es baja, esto no quiere decir que no se produce, sino que no

se libera al exterior (Rodriguez, 2013).

De ahi la importancia de utilizar el caseinato, ya que este reacciona con la Tgasa,
se vuelve viscoso y funciona como un pegamento uniendo los diferentes
productos alimenticios (Aguilar et al., 2012). Por esta razon podria ser que las
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tiras de las carnes no hayan tenido la cohesion que se esperaba, ademas de que

la enzima no estaba totalmente concentrada.

4.2. Fermentacion
4.2.1. Consumo de sustrato

Se realiz6 la cinética con 120 horas de fermentacion, para el consumo de sustrato
se tomaron muestras cada 12 horas. En la siguiente figura (12) se aprecia el

consumo del glicerol.

Glicerol
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Figura 12. Consumo del glicerol

El consumo del glicerol se puede apreciar con mas claridad a partir de las 48
horas y se observa casi un consumo total a las 96 horas. Portilla et al. (2009)

registran datos similares para el consumo de sustrato en este caso el glicerol.
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Para el caso del consumo de la glucosa podemos observarlo en la figura 13.

Glucosa
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Figura 13. Consumo de glucosa

Lo mismo sucede para este sustrato, ya que su consumo se aprecia mejor entre
las 36 y 48 horas, y empieza a tener casi un consumo completo a partir de las 96
horas. De igual manera se ha observado que al utilizar glucosa como sustrato
para la produccion de la enzima transglutaminasa, su consumo casi total se da a

partir de las 96 horas (Rodriguez, 2013).

Para el consumo del almidén fue muy similar a los anteriores sustratos, como se
puede observar en la figura 14. Aungque no existen muchos reportes con este
sustrato, se puede ver claramente que se consume casi en su totalidad a las 96
horas, el consumo de los sustratos a este tiempo puede deberse a la accion de
las proteasas presentes en el medio que actlan sobre la enzima (Rodriguez,
2013).
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Figura 14. Consumo del almiddn
4.3. Azucares reductores
Se realiz6 la determinacion de azucares reductores por la técnica de D.N.S. en

donde se puede observar que para la glucosa se aprecia una disminucién

conforme pasa el tiempo de fermentacion.
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Figura 15. Determinacion de azucares reductores por la técnica de D.N.S.
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Ya que para la determinacion de azucares reductores en el glicerol no se utilizé
una técnica especifica, no se logra observar un descenso lineal de este

sustrato.

012 Glicerol
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Figura 16. Determinacion de azucares reductores para glicerol

Para el caso del almiddn se utiliz6 también la técnica de D.N.S., en las primeras
horas de la fermentacion se observa que hay un descenso, y después vuelve a
subir, esto puede deberse a que primero el microorganismo tuvo que degradar el

almidon para luego poder consumir las moléculas monémericas del mismo.



46

Almiddn

0.12

0.1

0.08

gr/L

0.06

0.04

0.02

-20 0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo de fermentacion

Figura 17. Determinacion de azucares reductores para almidon

4.4. AzUcares totales

En la figura 19 se muestra la determinacion de azUcares totales por la técnica de
fenol sulfarico, para la glucosa. De igual manera se utilizo esta técnica para los
otros sustratos (fig. 20 y 21).
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Figura 18. Determinacion de azucares totales por la técnica de fenol sulfurico

en la glucosa
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Figura 19. Determinacién de azucares totales para glicerol

Almidoén
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Figura 20. Determinacién de azucares totales para almidon
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CONCLUSIONES

Se realizd la reactivacion de la cepa Streptomyces ladakanum NRRL-

3191, realizando una nueva reformulacion para poder reactivarla.

Se hizo una prueba cualitativa del extracto enzimatico, con los tres

sustratos, y con dos diferentes tipos de carne, de cerdo y de res.

Se realiz6 el conteo de las células por el método de McFarland para poder

dar inicio a la fermentacion.

Se realiz6 el proceso de fermentacion, monitoreando cada 12 horas por
120 horas. Con esto se pudo determinar consumo de sustrato, ademas de

determinar azucares totales y reductores.
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