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RESUMEN
El género Pseudomonas es una fuente importante de pro-
teasas; sin embargo, su uso está restringido en la industria 
alimentaria. El clonaje permite aprovechar la capacidad 
catalítica de estas enzimas mediante su producción en 
microorganismos inocuos. Por otro lado, las leguminosas 
son fuentes ricas en proteínas, a partir de las cuales se 
pueden obtener compuestos con valor agregado mediante 
procesos de hidrólisis enzimática. En este estudio, se produjo 
y caracterizó una proteasa recombinante (PT4) alcalina y 
termoestable de Pseudomonas aeruginosa M211, para la 
obtención de hidrolizados proteicos de leguminosas. Para 
ello, el gen de la proteasa se clonó en el vector pJET1.2/
blunt utilizando E. coli DH5α como hospedero. El análisis 
de la secuencia nucleotídica parcial de la proteasa indicó 
un 99 % de similitud con Peptidasas de la Familia M4 de 
Pseudomonas aeruginosa. La enzima recombinante pre-
sentó un peso molecular de 80 kDa, demostró ser activa y 
estable en condiciones alcalinas y termófilas con un pH y 
temperatura óptimos de 8 y 60 °C, respectivamente, y fue 
inhibida por EDTA. Además, hidrolizó proteínas de semillas 
de Glycine max, Phaseolus lunatus, Lupinus mutabilis y 
Erythrina edulis, obteniéndose fracciones peptídicas menores 
a 40 kDa. Esta proteasa recombinante se podría utilizar en 
la elaboración de hidrolizados proteicos funcionales a partir 
proteínas de distintas fuentes y residuos agroalimentarios.
Palabras clave: Hidrolizados proteicos; Leguminosas; 
Pseudomonas aeruginosa.

ABSTRACT
The genus Pseudomonas is an important source of protea-
ses; however, in the food industry the use of this bacterium 
is restricted. Cloning allows for the use of the proteolytic 
activity of Pseudomonas proteases through their production 
in innocuous microorganisms. Leguminous are protein-rich 
sources from which value-added compounds can be obtai-
ned through enzymatic hydrolysis. In this study, an alkaline 
and thermostable recombinant protease (PT4) from Pseu-
domonas aeruginosa M211 was cloned and characterized 
in order to obtain protein hydrolysates from leguminous. 
Therefore, protease gene was cloned into the pJET1.2 / blunt 

vector using E. coli DH5α as a host. Analysis of protease 
partial nucleotide sequence showed 99% homology with 
Peptidases M4 Family from Pseudomonas aeruginosa. The 
molecular weight of the recombinant enzyme was 80 kDa, 
it was active and stable under alkaline and thermophilic 
conditions, presented an optimum pH and temperature 
of 8 and 60 °C, respectively, and was inhibited by EDTA. 
In addition, it hydrolysed Glycine max, Phaseolus lunatus, 
Lupinus mutabilis y Erythrina edulis proteins, obtaining pep-
tide fractions less than 40 kDa. This recombinant protease 
could be used in the elaboration of functional hydrolysates 
using protein from different sources and agricultural waste.
Key words: Cloning; Leguminous; Protease; Protein hydro-
lysates; Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUCCIÓN
En la actualidad, se busca que los procesos industriales 

permitan conservar el medio ambiente. Una alternativa 
a ello, es el desarrollo de procesos biotecnológicos que 
utilicen microorganismos y enzimas para la obtención de 
productos. Así, la demanda de enzimas en la industria está 
en constante aumento debido a las ventajas económicas y a 
los procesos sostenibles que generan1. Dentro del mercado 
global de enzimas, las proteasas constituyen el grupo con 
mayor aplicación en diferentes campos tales como las 
industrias: alimentaria, peletera, textil, cosmética, médica, 
química, entre otras. Asimismo, se calcula que las proteasas 
representan el 60% del mercado mundial de enzimas2. 

Los microorganismos producen diferentes tipos de 
enzimas como parte de su metabolismo y defensa. Estas 
enzimas tienen gran demanda e importancia en la industria 
debido a su bajo costo, alta tasa de producción, disponibilidad 
y estabilidad, lo cual disminuye los costos de producción. 
En este contexto, Pseudomonas aeruginosa es un patógeno 
oportunista presente en diversos ecosistemas, tanto acuáticos 
como terrestres, y productor de una gran variedad de enzimas 
proteolíticas extracelulares. Sin embargo, el uso de esta 
bacteria está restringido en la industria alimentaria, más no 
el de sus enzimas3. Por ello, a través del clonaje, es posible 
aprovechar la gran capacidad catalítica de estas proteasas y 
evaluar su potencial industrial, ya que esta técnica permite 
producir la enzima de interés en microrganismos inocuos, 
de fácil manejo y aplicarla sin ningún riesgo. Además, 
la producción de proteasas recombinantes tiene otras 
ventajas como una mayor tasa de producción y procesos 
de purificación más simples y baratos1. 

Por otro lado, las leguminosas son una fuente importante 
de proteínas, a partir de las cuales se pueden obtener productos 
con valor agregado tales como hidrolizados proteicos o 
péptidos con actividad biológica, ambos de gran importancia 
en la industria alimentaria4,5,6,7. Asimismo, se han publicado 
estudios de hidrólisis de proteínas de leguminosas con 
diversas enzimas comerciales tales como Alcalasa®, pepsina, 
pancreatina, Thermolysin® y Flavourzyme®, con el objetivo 
de mejorar sus propiedades funcionales y nutricionales; y 
de obtener compuestos con actividad biológica beneficiosa 
para la salud humana8,9,10. Es así que, Lupinus mutabilis 
(tarwi), Phaseolus lunatus (pallar de Ica), Glycine max (soya) 
y Erythrina edulis (pajuro) presentan un porcentaje de 
proteínas entre 18 y 50%, lo cual las convierte en fuentes 
proteicas atractivas para la nutrición y la industria11,12,13,14,15. 
Por todo ello, el objetivo de esta investigación fue producir 
una proteasa recombinante de Pseudomonas aeruginosa 
M211, caracterizarla para determinar sus condiciones óptimas 
de reacción y estabilidad; y aplicarla para la obtención de 
hidrolizados proteicos de leguminosas.

MATERIALES Y MÉTODOS
Microorganismos y condiciones de cultivo

Pseudomonas aeruginosa M211 (número de acceso 
GenBank MH130225) fue aislada de muestras de suelo de 

los aguajales (Mauritia flexuosa) de Tambopata en Madre 
de Dios16. La cepa fue reactivada en caldo Luria Bertani 
(LB) a 37 °C por 24 h. Escherichia coli DH5α se utilizó 
como hospedera y el plásmido pJET1.2/blunt (Thermo 
Fisher Scientific, USA) como vector de clonaje. Las cepas 
de E. coli DH5α conteniendo los plásmidos recombinantes 
se seleccionaron en caldo LB con ampicilina (Amresco, 
USA) (100 μg/mL). 

Amplificación y clonaje del gen de proteasa PT4
El gen de la proteasa PT4 fue amplificado por la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) usando los cebadores 
forward 5’-CCTGATCKGGCCGATAACTGCAAT-3’ y reverse 
5’-GGAAGACASCTATCAATTCGAACAG-3’17. La mezcla de 
reacción contenía 0,8 µM de cada cebador, 200 μM de cada 
dNTP, KCl 50 mM, Tris/HCl 10 mM, tritón X-100 0,1% (v/v), 
MgCl2 1,5 mM, Taq ADN-polimerasa 1,5 U y ADN 50 ηg, 
con un volumen final de 25 µL. Las condiciones de reacción 
fueron: 94 °C por 4 m, seguido por 35 ciclos a 94 °C por 
45 s, 55 °C por 1 m y 72 °C por 45 s, con una extensión 
final a 72 °C por 7 m (termociclador PerkinElmer® 2.400). 
El producto de PCR se analizó por electroforesis en gel de 
agarosa al 1%. El clonaje se realizó siguiendo el siguiendo 
el protocolo del kit comercial CloneJET PCR Cloning Kit 
(Thermo Fisher Scientific, USA), el cual contiene al vector 
pJET1.2/blunt linearizado con extremos romos y una ADN 
polimerasa termoestable con actividad correctora, la cual 
genera extremos romos en el producto de PCR del gen de 
interés, de tal manera que pueda ligarse a los extremos 
del vector. La preparación de las células competentes de 
E. coli DH5α y la transformación fueron realizadas según 
el método descrito por Hanahan18. Finalmente, los clones 
recombinantes se analizaron mediante PCR de colonia, 
usando los cebadores del kit CloneJET PCR Cloning Kit 
(pJET1.2 forward y reverse); y extracción de los plásmidos 
recombinantes usando el kit Cyclo-Prep Plasmid DNA 
Purification Kit (Amresco, USA). En ambos casos, el gen 
clonado fue secuenciado por la compañía Macrogen (Corea 
del Sur) y la secuencia depositada en el GenBank. 

Expresión de la proteasa recombinante PT4
E. coli DH5α conteniendo el gen de la proteasa PT4 

se cultivó en caldo LB con ampicilina 100 μg/mL a 37 °C y 
120 rpm por 12 h. Alícuotas de este cultivo se inocularon 
en matraces con 100 mL de caldo LB suplementado con 
ampicilina. Luego de 72 h de incubación, los cultivos se 
centrifugaron a 10.000 rpm por 10 m a 4 °C. El precipitado 
celular se resuspendió en tampón fosfato de sodio 50 mM pH 
7 y se realizó la lisis celular por sonicación (10 s encendido 
y 10 s apagado por 10 ciclos a 10 μm de amplitud). Después 
de la lisis, la suspensión se centrifugó a 10.0000 rpm por 
10 m a 4 °C, se recuperó el sobrenadante (lisado celular), 
el cual fue concentrado 10 veces con una membrana de 
10 kDa, y se mantuvo a 4 °C para los ensayos posteriores. 
Además, para demostrar la expresión de la proteasa 
recombinante PT4, se colocaron 10 µL del lisado celular 
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en placas con agar skim milk o gelatina (1%), las cuales se 
incubaron a 37 °C por 24 h. Las placas se revelaron con 
ácido tricloroacético (ATC) al 10%, donde la formación 
de halos translúcidos indicó la hidrólisis por parte de la 
proteasa recombinante.

Ensayo de la actividad enzimática
La actividad de la proteasa recombinante PT4 se 

determinó en el lisado celular usando azocaseína (Sigma-
Aldrich, USA) como sustrato, siguiendo la metodología 
descrita por Coêlho y col19 con algunas modificaciones. Se 
mezclaron 500 µL de azocaseína al 0,6% en tampón Tris-
HCl 50 mM pH 8 con 500 µL del lisado celular, se incubó 
a 37 °C por 30 m se adicionaron 500 µL de ATC al 10% y 
se centrifugó a 10.000 rpm por 10 m. Finalmente, 100 µL 
del sobrenadante fueron transferidos a una microplaca de 
96 pocillos y se mezclaron con 100 µL de NaOH 500 mM. 
La absorbancia se determinó a 440 ηm. Para cada muestra 
se preparó un blanco de reacción, en donde el ATC fue 
añadido a la azocaseína antes de la adición del lisado celular 
para inactivar la enzima. La actividad fue expresada en U/
mL, donde una unidad de actividad es definida como la 
cantidad de enzima que aumenta en 0,001 la absorbancia 
de azocaseína hidrolizada por minuto de reacción.

Determinación de la concentración de proteínas
La concentración de proteínas se determinó usando 

el método de Bradford20 siguiendo el protocolo para 
microensayo, usando 20 µL de lisado celular y 180 µL de 
reactivo. El blanco consistió en 20 µL de agua destilada y 
la misma cantidad de reactivo usado para las muestras. La 
absorbancia fue medida a 595 ηm y se usó Albúmina Sérica 
Bovina (BSA) como estándar.

Zimograma de la proteasa recombinante PT4
El zimograma se realizó según el método descrito por 

Caballero y col21 con algunas modificaciones. Para ello, se 
copolimerizó caseína al 1% (p/v) en un gel de poliacrilamida 
al 12%. La muestra (10 μg de proteína total) fue tratada en 
condiciones no desnaturalizantes usando tampón de carga 
libre de β-mercaptoetanol y sin someterla a calentamiento. 
Luego de la corrida electroforética, el gel fue sumergido 
en tampón renaturalizante conteniendo Tritón X-100 2,5% 
(v/v) en Tris-HCl 50 mM pH 8. Luego de 20 m, se transfirió 
al tampón de actividad conteniendo NaCl 100 mM en 
Tris-HCl 50 mM pH 9 y se incubó a 37 °C por 24 h. 
Finalmente, se reveló con Azul de Coomassie R-250 0,5%, 
donde la aparición de una zona clara indicó la actividad 
de la enzima. Se utilizó el marcador de peso molecular 
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard Protocol 
(Thermo Fisher Scientific, USA).

Determinación del pH y la temperatura óptimos de 
la proteasa recombinante PT4

La determinación del pH óptimo se realizó a 37 °C 
usando azocaseína al 0,6% en los siguientes tampones a 

50 mM: acetato (pH 4 y 5), fosfato de sodio (pH 6 y 7), 
Tris-HCl (pH 8 y 9) o glicina-NaOH (pH 10). La temperatura 
óptima se determinó en el rango de 20 a 100 °C (intervalos 
de 10 °C) usando azocaseína 0,6% en tampón Tris-HCl 50 
mM pH 8. La actividad enzimática se determinó según el 
procedimiento descrito anteriormente.

Termoestabilidad de la proteasa recombinante PT4
El efecto de la temperatura en la estabilidad de la enzima 

recombinante se determinó usando azocaseína 0,6% en 
tampón Tris-HCl 50 mM pH 8. La enzima fue incubada 
a 40; 50 y 60 °C por 1, 2, 3, 4, 8 y 24 h. Los resultados 
fueron expresados como actividad residual respecto a la 
actividad enzimática inicial. 

Efecto de los inhibidores en la actividad de 
la proteasa recombinante PT4

El efecto de los inhibidores en la enzima recombinante 
se evaluó incubando el lisado celular en Tris-HCl 50 mM 
pH 8 en presencia de PMSF (10 mM), EDTA (10 mM), E-64 
(100 µM) o Pepstatin (25 µM) a 22 ºC. Después de 1 h de 
incubación, se determinó la actividad proteolítica y se 
calculó la actividad residual (%) respecto a la actividad en 
ausencia de inhibidores.

Efecto de iones metálicos en la actividad de
 la proteasa recombinante PT4

La enzima recombinante se incubó con FeSO4, 
CaCl2, MgCl2, MnSO4 y ZnSO4 (10 mM) a 22 ºC por 1 h. 
Posteriormente, se determinó la actividad enzimática y se 
calculó la actividad residual con respecto a la actividad en 
ausencia de iones metálicos.

Hidrólisis enzimática de proteínas de leguminosas
Las proteínas de las semillas de Lupinus mutabilis, 

Phaseolus lunatus, Glycine max y Erythrina edulis se 
extrajeron según el método reportado por Intiquilla y col10,22 
y se hidrolizaron con la proteasa recombinante PT4 (lisado 
celular). La enzima comercial Alcalasa® (Sigma-Aldrich, 
USA) se usó como control. La hidrólisis se realizó usando 
una relación enzima/sustrato de 1:50 (p/p de proteína), pH 
8 y 50 °C durante 2 h. La reacción enzimática se detuvo 
calentando la mezcla a 100 °C por 10 m. Finalmente, la 
mezcla se centrifugó a 10.000 rpm por 10 m. El sobrenadante 
se utilizó para determinar la concentración de proteínas 
residuales y el perfil electroforético.

SDS-PAGE de los hidrolizados de leguminosas
Las proteínas totales y los hidrolizados de las leguminosas 

fueron analizados mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 12% con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) 
según método reportado por Laemmli23. Las muestras (10 µg de 
proteína total) se analizaron en condiciones desnaturalizantes 
usando SDS 2% y β-mercaptoetanol; y fueron sometidas a 
100 °C por 10 m. Se utilizó el marcador de peso molecular 
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard Protocol.
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RESULTADOS
Clonaje y expresión del gen de proteasa PT4

El gen amplificado de la proteasa PT4 de Pseudomonas 
aeruginosa M211 presentó un tamaño aproximado de 
1.500 bp. La secuencia nucleotídica parcial de la enzima 
recombinante consistió de 961 bp y fue depositada en el 
GenBank (número de acceso MK085974). El análisis por 
BLASTx indicó 99% de similitud con Peptidasas de la Familia 
M4 de Pseudomonas aeruginosa (Elastasa B). La actividad 
de PT4 en el lisado celular fue de 2,53 U/mL. En el ensayo 
de actividad en placas con agar usando skim milk o gelatina 
como sustratos, se observaron halos de hidrólisis de 28 y 
23 mm, respectivamente. Además, la expresión de PT4 
fue confirmada mediante un zimograma usando caseína 
como sustrato, el cual también permitió estimar su peso 
molecular, observándose una banda de aproximadamente 
80 kDa (Figura 1).

Efecto del pH y la temperatura en la 
actividad de la proteasa PT4

La proteasa PT4 presentó mayor actividad sobre 
azocaseína a pH 8 y 60 °C (Figura 2). Además, cabe resaltar 
que conservó el 70% de actividad a pH 9; demostrando que 
es una proteasa alcalina. Asimismo, la enzima fue activa 
en un amplio rango de temperatura, manteniendo el 98 y 
60% de actividad a 50 y 70 °C, respectivamente.

Termoestabilidad de la proteasa PT4
La proteasa PT4 presentó gran estabilidad a 40 y 50 °C, 

manteniendo el 96 y 74% de actividad, respectivamente 
luego de 24 h. En tanto, a 50 °C conservó más del 90% 
de actividad luego de 4 h, mientras que a 60 °C mantuvo 
el 90% luego de 2 h y solo 3% luego de 24 h (Figura 3).

Figura 1: Zimograma de la proteasa recombinante PT4 de 
Pseudomonas aeruginosa M211. PT4, lisado celular de la 
proteasa recombinante; M, marcador de peso molecular.

Figura 2: (a) pH y (b) temperatura óptimos de la proteasa recombinante PT4 de Pseudomonas aeruginosa M211. Las barras 
de error representan la media del duplicado ± DE.
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Efecto de los inhibidores e iones metálicos en 
la actividad de la proteasa PT4

Los resultados obtenidos mostraron que los 
inhibidores PMSF (serín proteasas), E-64 (cisteín 
proteasas) y Pepstatin (aspartil proteasas) no redujeron 
significativamente la actividad de la enzima. La 
actividad de la proteasa PT4 fue inhibida en 74% 

por EDTA 10 mM, un inhibidor de metaloproteasas 
(Tabla 1). 

Asimismo, los iones Mg+2 y Mn+2 no afectaron la 
actividad de la proteasa PT4. En tanto, en presencia 
de Ca+2 y Fe+2 la enzima presentó el 87 y 64% de 
actividad residual, respectivamente y en presencia 
de Zn+2 solo el 5% (Tabla 1). 

Figura 3: Termoestabilidad de la proteasa recombinante PT4 de Pseudomonas aeruginosa M211. Las barras de error 
representan la media del duplicado ± DE.

Tabla 1. Efecto de los inhibidores e iones metálicos en la actividad de la proteasa recombinante PT4 de Pseudomonas 
aeruginosa M211.

Inhibidor/Ion	 Concentración	 Actividad residual (%)

Control	 –	 100,0
EDTA	 10 mM	  26,3 ± 2,2
E-64	 100 μM	 85,2 ± 3,9
Pepstatin A	 25 μM	  86,3 ± 1,5
PMSF 	 10 mM	 95,7 ± 2,9
Fe+2	 10 mM	 64,4 ± 3,2
Ca+2	 10 mM	 87,3 ± 0,9 
Mg+2 	 10 mM	 96,1 ± 1,4 
Mn+2	 10 mM	 99,6 ± 0,2 
Zn+2	 10 mM	 5,0 ± 1,7

EDTA= ácido etilendiaminetetraacetico, E-64=trans-epoxisuccinil-L-leucolamido (4-guanidino) butano. Los valores de actividad residual 
fueron expresados como media del duplicado ± DE.
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Hidrólisis enzimática de proteínas de leguminosas
La hidrólisis de las proteínas de leguminosas 

con la proteasa recombinante PT4 de Pseudomonas 
aeruginosa M211 se realizó a pH 8 y 50 °C durante 2 
h, condiciones establecidas en relación a los resultados 
de mejor estabilidad de la proteasa. La enzima PT4 
hidrolizó gran porcentaje de las proteínas de Glycine 
max y Erythrina edulis, pues se determinó solo un 8,4 y 
19,7% de proteínas residuales; respectivamente. Por su 
parte, Alcalasa® hidrolizó las proteínas de Glycine max 
en su totalidad; y en el caso de las proteínas de Erythrina 
edulis, se determinó 8,4% de proteínas residuales. En la 

hidrólisis de proteínas de Phaseolus lunatus, se resalta 
que la acción de la proteasa PT4 fue mejor que la de 
Alcalasa®, ya que los valores de proteínas residuales 
fueron 20,3 y 45,4%; respectivamente. Con relación a las 
proteínas de Lupinus mutabilis, la actividad de la enzima 
recombinante fue menor que el de Alcalasa® (Tabla 2). 

En la figura 4, se observan los perfiles electroforéticos 
de las proteínas de las legumoninosas Phaseolus lunatus, 
Glycine max y Erythrina edulis antes y después de la 
hidrólisis con PT4 y Alcalasa®. En el caso de Erythrina 
edulis, los perfiles proteicos después de la hidrólisis con 
PT4 y Alcalasa® fueron similares. 

Tabla 2. Proteínas residuales de leguminosas después de la hidrólisis con la proteasa recombinante PT4 de Pseudomonas 
aeruginosa M211.

Los valores de proteína residual fueron expresados como media del duplicado ± DE.

	 Proteína residual (%)

Proteínas	

	 Alcalasa®	 PT4

Lupinus mutabilis	 0	 42,3 ± 1,6

Glycine max	 0	 8,4 ± 1,2

Phaseolus lunatus	 45,4 ± 1,2	 20,3 ± 0,8

Erythrina edulis	 8,4 ± 0,9	 19,7 ± 1,4

Figura 4: SDS-PAGE de los hidrolizados de proteínas de leguminosas con la proteasa recombinante PT4 de Pseudomonas 
aeruginosa M211. (a) Lupinus mutabilis, (b) Glycine max, (c) Phaseolus lunatus y (d) Erythrina edulis. MP, marcador de peso 
molecular; P, proteínas totales; PT4, Proteasa recombinante; A, Alcalasa®.
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DISCUSIÓN
La Elastasa B de Pseudomonas aeruginosa es una proteína 

de 498 aminoácidos codificada por un gen de 1.497 bp. 
El tamaño del gen amplificado por PCR y analizado en un 
gel de agarosa al 1% fue de aproximadamente 1.500 bp. 
En tanto, la secuencia nucleotídica parcial de la proteasa 
recombinante PT4 depositada en el GenBank, mostró 
99% de similitud con Peptidasas de la Familia M4 de 
Pseudomonas aeruginosa, principalmente con Elastasa B. 

La enzima recombinante PT4 presentó un peso 
molecular de aproximadamente 80 kDa (Figura 1), mayor 
a lo reportado por Gupta y col24 para una Elastasa B de 
Pseudomonas cepa PseA. El peso molecular determinado 
por estos autores fue de 53,6 kDa e incluyó 2,6 kDa del 
péptido señal; 18,1 kDa del pro péptido y 33 kDa de la 
proteína madura. Sin embargo, en otro estudio, fue descrita 
una Elastasa B de Pseudomonas aeruginosa PA103 con un 
peso molecular de 80 kDa determinado por zimograma. En 
la literatura científica se ha reportado pesos moleculares 
para esta proteasa que varían los desde los 18 hasta los 
100 kDa25,26.

El pH y temperatura óptimos encontrados para la 
proteasa PT4 (Figura 2) coinciden con los reportados por otros 
autores para Elastasa B de Pseudomonas aeruginosa27,28,29. 
Aunque también se han reportado pH óptimos de 5,8; 6; 
6,5; 7 y 7,530, así como temperaturas óptimas de 25; 30; 
37; 50 y 55 °C31. 

En relación a la estabilidad a la temperatura (Figura 
3), la enzima PT4 demostró ser termoestable por periodos 
más prolongados (hasta 24 h) respecto a otras enzimas de 
este tipo descritas en investigaciones previas. Por ejemplo, 
Ghorbel-Bellaaj y col29 reportaron una Elastasa B de 
Pseudomonas aeruginosa que a 40 °C mantuvo el 100% 
de actividad luego de 1 h de incubación, mientras que a 50 
y 60 °C conservó el 80 y 60%, respectivamente. En tanto, 
Han y col32, describieron una Elastasa B recombinante de 
Pseudomonas aeruginosa que a 60 °C no perdió actividad 
después de 30 m de incubación. Gupta y col27 indicaron 
que Elastasa B mantuvo su actividad a 60 °C por 30 
m, mientras que a 65 y 70 °C disminuyó a 70 y 20%, 
respectivamente luego de 10 m. Es importante considerar 
que la termoestabilidad podría estar influenciada por la 
presencia de iones metálicos como lo reportado para una 
Elastasa B que no perdió actividad a 70 °C por 10 m, pero 
en presencia Ca+2 33. 

Por otro lado, la actividad de la proteasa recombinante 
PT4 fue inhibida por EDTA, demostrando que pertenece 
al grupo de las metaloproteasas (Tabla 1), lo cual coincide 
con lo reportado por otros investigadores para Elastasa 
B. Andrejko y col17 reportaron que la enzima Elastasa B 
nativa de Pseudomonas aeruginosa fue completamente 
inhibida por EDTA 6 mM. Asimismo, Gupta y col27 y 
Ghorbel-Bellaaj y col29, describen que EDTA 5 mM inhibió 
aproximadamente el 75% de la actividad de Elastasa B de 
Pseudomonas aeruginosa.

Respecto al efecto de los iones metálicos, algunos 

estudios han reportado que el Zn+2 es necesario para la 
actividad; mientras otros, como en este trabajo, que la inhibe. 
El catión Ca+2 pese a ser descrito como estabilizador de la 
estructura terciaria de la enzima, en nuestra investigación 
produjo pérdida de la actividad en 12%. Por otro lado, se 
ha encontrado que los cationes Mg+2 o Mn+2 disminuyen la 
actividad de la Elastasa B27,29,32,33, contrario a lo observado 
en los resultados obtenidos en la tabla 1.

En la hidrólisis enzimática de las proteínas de leguminosas, 
la proteasa comercial más ampliamente usada en la industria 
alimentaria para la obtención de hidrolizados proteicos y 
péptidos es Alcalasa®, la cual presenta pH y temperatura 
óptimos de 8 y 50 °C, respectivamente. Además, con 
Alcalasa® se han obtenido hidrolizados proteicos y péptidos 
con actividad antioxidante, antihipertensiva, hipolipemiante 
y otras a partir de proteínas de Glycine max, Phaseolus 
lunatus L, Lupinus sp. and Erythrina edulis8,9,11,34.

La proteasa recombinante PT4 presenta gran potencial 
para hidrolizar proteínas de Phaseolus lunatus, Glycine 
max y Erythrina edulis y en menor proporción las de 
Lupinus mutabilis (Tabla 2). Asimismo, la enzima es activa 
en condiciones alcalinas, amplio rango de temperatura y 
presenta gran estabilidad térmica, características de gran 
importancia en bioprocesos. Do Evangelio y col6, hidrolizaron 
las proteínas de Phaseolus vulgaris L con pepsina a pH 2 
y 37 °C y Alcalasa® a pH 7 y 50 °C, obteniendo mejores 
propiedades funcionales y actividad biológica con Alcalasa®. 
En este contexto, PT4 presenta similares condiciones de 
reacción que Alcalasa®, por lo que podría presentar gran 
potencial para la obtención productos bioactivos.

Además, se observó que las proteínas de mayor peso 
molecular de las leguminosas se hidrolizaron a fracciones 
menores a 40 kDa, con una mayor concentración de fracciones 
menores a 28 kDa (Figura 4). Es interesante señalar que 
Do Evangelio y col6 hidrolizaron proteínas de Phaseolus 
vulgaris L con pepsina o Alcalasa® y aunque en el análisis 
por SDS-PAGE encontraron que los hidrolizados con ambas 
enzimas presentaron perfil electroforético similar al de las 
proteínas totales iniciales, las propiedades funcionales y 
actividad biológica mejoraron considerablemente después 
de la hidrólisis, por lo cual concluyeron que los hidrolizados 
podrían ser usados como suplementos alimenticios bioactivos. 
Del mismo modo, Polanco y col35, estudiaron el efecto de 
la hidrólisis con pepsina-pancreatina con respecto a las 
propiedades tecnofuncionales y biológicas de las proteínas 
de Phaseolus lanatus. En este caso, el perfil electroforético 
de las proteínas tambien fue similar antes y después de la 
hidrólisis, pero las fracciones peptídicas obtenidas mejoraron 
sus propiedades funcionales y presentaron actividades 
antioxidante y antihipertensiva. 

En este trabajo, los perfiles electroforéticos de las 
proteínas de leguminosas antes y después de la hidrólisis 
con la proteasa recombinante PT4 fueron diferentes (Figura 
4), lo cual se evidencia por la aparición de bandas de menor 
peso molecular después de la hidrólisis. Por lo tanto, la 
obtención de estos péptidos de bajo peso molecular nos 
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permite inferir el gran potencial de los hidrolizados en 
cuanto a propiedades funcionales y biológicas.

Respecto a la importancia nutricional de los hidrolizados 
proteicos, cabe mencionar que las proteínas de leguminosas 
presentan baja solubilidad, propiedades alérgicas y 
antinutricionales, así como limitada digestibilidad, absorción 
y por tanto bajo valor biológico. La obtención de hidrolizados 
proteicos de leguminosas mediante hidrólisis enzimática 
presenta ventajas en la alimentación, ya que a través de 
ella, las proteínas pueden mejor su solubilidad, digestibilidad 
y absorción, incrementando su valor biológico y calidad 
nutricional. Asimismo, en estudios previos se ha publicado 
que las propiedades nutricionales y bioactivas de los 
hidrolizados proteicos dependen de las enzimas que se 
utilicen y del grado de hidrólisis alcanzado, obteniéndose 
mayores propiedades funcionales y biológicas con altos 
grados de hidrólisis, ya que son los péptidos de menor 
tamaños los que las presentan4,5,34,36. 

Por todo ello ello, la proteasa recombinante PT4 puede 
representar una alternativa para la obtención de productos 
con alto valor agregado, como hidrolizados proteicos o 
péptidos con propiedades funcionales a partir de proteínas no 
solo de leguminosas, sino de diferentes fuentes alimentarias 
y residuos agroindustiales.

CONCLUSIONES
El clonaje del gen de la proteasa PT4 de Pseudomonas 

aeruginosa M211 hizo posible la producción de la enzima 
de interés en un microrganismo inocuo cuyo manejo está 
ampliamente estandarizado en laboratorio. La caracterización 
permitió determinar los parámetros óptimos de actividad 
de la enzima para aplicarla en la hidrólisis de proteínas 
de leguminosas. Todo ello, contribuirá a un posterior 
escalamiento del bioproceso. Así, la proteasa recombinante 
PT4 presentó actividad a valores elevados de pH y temperatura, 
fue termoestable por periodos prolongados e hidrolizó 
proteínas de semillas de cuatro leguminosas, permitiendo 
obtener hidrolizados proteicos y fracciones peptídicas de 
diversos pesos moleculares, los cuales después de estudios 
complementarios podrían ser usados como suplementos 
o aditivos en la industria alimentaria por sus propiedades 
funcionales y biológicas.
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