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Introduccion

1. INTRODUCCION

La industria alimentaria tiene una gran importancia econdmica, siendo el
sector de la carne y sus derivados el que se sitia en primer lugar en cuanto al
consumo, que fue de 68 kg per capita y representd el 22 % del gasto total en
alimentacion de los hogares espafioles en el afio 2002 (Barreiro, 2003). La
produccién de embutidos curados fermentados en Espafia es de alrededor de
120.000 toneladas/ afio, siendo el salchichon y el chorizo los mas importantes
(Encinas et al., 2000).

Socialmente, los embutidos curados fermentados son productos
tradicionales que cuentan con una larga historia y un inestimable valor
gastronémico. Las caracteristicas del producto final vienen definidas por
complejas transformaciones quimicas y enzimaticas (musculares y microbianas) de
los hidratos de carbono, proteinas y lipidos de la masa carnica inicial, todas ellas
moduladas por las condiciones fisicas concretas en las que se lleva a cabo el
proceso, asi como por el efecto de las especias y de los agentes de curado. Asi
pues, la inoculacion de microorganismos seleccionados y caracterizados, (cultivos
iniciadores o “starters”), a la masa carnica, constituye una alternativa para
controlar y dirigir tales transformaciones y, por consiguiente las caracteristicas
finales del embutido.

Una de las transformaciones con mayor impacto en la percepcion sensorial,
es la hidrolisis de las proteinas que ocurre durante el proceso de curado de
embutidos fermentados, y que origina un incremento en la concentracion de
péptidos y aminoacidos, estrechamente relacionados con el sabor e indirectamente
con el aroma. Estos cambios bioquimicos son fruto de las actividades proteoliticas
de enzimas enddogenas y microbianas (Molly et al., 1997, Ordoéfiez et al., 1999).
Hasta la fecha, muchas investigaciones se han centrado en los sistemas
proteoliticos de los microorganismos que intervienen en la fermentacion de
embutidos, como las bacterias lacticas, las micrococaceas y los mohos, pero se
dispone de una informacion muy limitada sobre el sistema proteolitico de
levaduras autoctonas aisladas de embutidos, como Debaryomyces spp., y los
efectos que éstas puedan tener en los cambios proteoliticos que acontecen durante
la maduracion de productos carnicos curados. Por todo lo expuesto, el estudio



Introduccion

bioquimico del sistema proteolitico de la levadura Debaryomyces hansenii, que es
la mas competitiva en embutidos fermentados, resulta de gran importancia para
establecer su funcion durante el curado y en su caso para mejorar el desarrollo del
sabor y aroma en la fabricacion de productos carnicos curados.

1.1. Embutidos curados fermentados

1.1.1. Definicién

El curado fue en sus origenes, una técnica de conservacion derivada de la
salazon pero, hoy en dia, ha perdido importancia en cuanto a su aplicacion
exclusiva como método de conservacion, debido al uso generalizado de técnicas
frigorificas, y ha adquirido una nueva dimensién como proceso de obtencion de
una extensa gama de productos con caracteristicas de calidad muy diferentes y
variadas.

Segun la Directiva 92/5/CEE, se entiende por “curado”, el tratamiento de
carnes crudas saladas, aplicado en condiciones climaticas que puedan provocar, en
el transcurso de una lenta y gradual reduccién de la humedad, la evolucion de
procesos de fermentacion y/o enzimaticos naturales que supongan con el tiempo
modificaciones que aporten al producto caracteristicas organolépticas tipicas y que
garanticen la conservacion y la salubridad en condiciones normales de temperatura
ambiente.

En los paises mediterraneos, el término curado se aplica a aquellos productos
carnicos que se han sometido a un largo proceso de maduracion y secado. Sin
embargo, en el ambito internacional, el término curado se aplica a todos los
productos carnicos que han sido tratados con sal, nitratos y/o nitritos.
Actualmente, en la bibliografia internacional se utiliza el término de “dry-cured”
para referirse a los productos que han experimentado un proceso de maduracion y
secado, como son los productos curados espafioles (Flores y Toldra, 1993).

El embutido crudo curado fermentado es un producto de charcuteria,
constituido por una mezcla de magro y de grasa, previamente fragmentados, y por
ingredientes y aditivos diversos, como la sal, nitratos, nitritos, azucares, acido

ascorbico, cultivos iniciadores y especias. Esta masa carnica es embutida en una
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tripa, natural o sintética, y sometida a un proceso de fermentacion y posteriormente
de secado.

1.1.2. Tecnologia

Debemos distinguir dos tipos generales de embutidos curados fermentados:

» Productos anglosajones o del norte de Europa, que contienen carne de vacuno y
cerdo y son sometidos a periodos de maduracion relativamente cortos, hasta tres
semanas, en los que se produce una fermentacion de aproximadamente 3 dias a
temperaturas superiores a 25 °C, sin sobrepasar los 30-35 °C, y claramente separada
de los periodos de secado. En el caso particular de Estados Unidos, algunos
productos no se someten a periodos de secado y son pasteurizados después de la
fermentacion. Finalmente, se les aplica un proceso de ahumado que les confiere
unas peculiares caracteristicas organolépticas.

e Productos mediterraneos o del sur de Europa, que predominantemente contienen
solo carne de cerdo y son sometidos a periodos mas largos de secado. La operacion
de fermentacion o estufaje dura entre 5-10 dias y se realiza a 18-22 °C y humedad
relativa entre el 80-90 % (Toldra, 2001). La operacion de secado se realiza a una
temperatura entre 10-15 °C y una humedad relativa del 65-80 %, y no siempre esta
claramente separada de la fermentacion. La duracion del secado es variable, de 20
a 90 dias (Flores, 1997), segun se pretenda elaborar un producto de curado rapido o
lento (tradicional) y en funcién del diametro del embutido. El ahumado no suele
aplicarse por no ser tipico de estos productos.

La seguridad y estabilidad microbiologica de los embutidos se logra en las
distintas fases del proceso por: (i) la adicion de nitritos y sal, (ii) el bajo potencial
redox (ambiente anaerobio), (iii) la competitividad que ejercen los
microorganismos responsables de la fermentacion, (iv) la reduccion del pH y (v) la
reduccion de la actividad de agua a lo largo del secado que da lugar a un producto
de humedad intermedia (~ 30%). Los embutidos crudos curados y fermentados
sufren  diferentes transformaciones fisicas, quimicas, bioquimicas vy
microbiologicas a lo largo del proceso de elaboracion que le confieren, ademas, su

aroma y sabor caracteristicos.
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1.2. Cambios bioquimicos durante la maduracion de los embutidos curados
fermentados
Los cambios bioquimicos que se suceden a lo largo de la maduracion de
embutidos van a ser responsables de las caracteristicas que se percibiran
sensorialmente: textura, sabor y aroma. En la figura 1, pueden observarse los
principales mecanismos de generacion de sabor y aroma que se producen a lo largo
de la maduracion de los embutidos curados fermentados.

AZUCARES PROTEINAS LirIDOS
FOSFOLIPIDOS
Fermentacién Proteolisis Lipolisis
Bacterias lacticas Enzimas musculares Enzimas musculares
(Mohos superficiales) (Mohos superficiales)

ACIDOS PEPTIDOS ACIDOS

ORGANICOS AMINOACIDOS GRASOS

LIBRES

Oxidacién

v

Metaholi de e

7 lipolisis, hierro, aw
{ nitrito, catalasa

(Bacterias lacticas, micrococaceas,
mohos y levaduras)

Modificacién microbiana

(de productos de

oxidacion)
SABOR AROMA
SAL, ESPECIAS AHUMADO

Figura 1. Principales mecanismos de generacion de sabor y aroma a lo largo de la

maduracion de embutidos fermentados (adaptado de Hammes et al., 2003)

1.2.1. Fermentacion de hidratos de carbono

Las bacterias lacticas, integrantes de la flora natural o inoculada como
iniciadores son las principales responsables de la fermentacion que se lleva a cabo
generalmente por via homofermentativa (ver apartado 1.3.1). Para favorecer el
desarrollo de la flora lactica y la acidificacion se adiciona una adecuada fuente de

carbono, generalmente glucosa, dextrinas o lactosa (Garriga et al, 1988). Este
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proceso va a producir la reduccion del pH necesaria para evitar el crecimiento de
los microorganismos alterantes y patdogenos y garantizar la seguridad sanitaria del
producto (Liicke, 2000). También ejerce una funcion tecnoldgica ya que de este
modo se alcanza el punto isoeléctrico de las proteinas reduciendo la capacidad de
retencion de agua, lo que facilita el secado y el desarrollo de la consistencia tipica
de estos productos. Los acidos mayoritarios generados son, el lactico y en mucha
menor medida al acético, y son también responsables del sabor acido del
embutido. Ramihone ez al. (1988) encontr6 una correlacion positiva entre el sabor
acido y el isomero D- del acido lactico, cuyo origen es microbiano. Ademas, el
metabolismo de los azlicares, que parcialmente puede ocurrir por via
heterofermentativa, puede generar distintos compuestos, como el etanol que, tras
reacciones secundarias es convertido en ésteres de etilo dandole al embutido un
matiz afrutado (Stahnke, 1994, Montel et al., 1996), o el diacetilo y la acetoina
resultantes del metabolismo del piruvato que confiere aromas a mantequilla
(Berdagué, et al., 1993).

1.2.2. Lipolisis

Los lipidos estan estrechamente relacionados con la calidad de la carne y los
productos carnicos, no solamente por su valor nutritivo sino también por sus
propiedades sensoriales como la terneza, el color, y especialmente la jugosidad,
aroma y sabor (Allen y Foegeding 1981).

Las modificaciones de los lipidos comienzan inmediatamente después de la muerte
del animal, y en estos cambios van a estar involucrados fenomenos de lipolisis y
oxidacion.

En la elaboracion de embutidos curados fermentados se observa una intensa
lipolisis, como es el caso del sachichon y el chorizo (Lois et al., 1987; Dominguez
y Zumalacarregui, 1991, Navarro et al., 1997). Dicha lipolisis produce acidos
grasos que, cuando son insaturados, son muy sensibles a los fenomenos de
oxidacion. Los productos que se forman a partir de la oxidacion, tales como las
cetonas, aldehidos, alcoholes, ésteres y alcanos, contribuyen al aroma de los
embutidos fermentados (Johansson et al., 1994, Marco et al., 2004).

La lipolisis en embutidos curados fermentados es debida casi en su totalidad

a la accion de enzimas endogenas musculares (Montel er al., 1993). Diversos
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autores, no encontraron diferencias en la produccidén de acidos grasos libres en
embutidos fabricados con la presencia de antibidticos que suprimen el crecimiento
microbiano, en relacion a los producidos normalmente (Molly et al., 1996, Hierro
et al., 1997 y Kenneally et al., 1998). La adicion de microorganismos lipoliticos
tiene un efecto poco pronunciado sobre la formacion de acidos grasos libres y
segiin Molly et al., (1997) entre el 60-80 % de dicha formacion es debida a las
enzimas endogenas musculares. Esto parece deberse a que las lipasas de los
microorganismos son inhibidas por el pH 4cido del embutido (Montel et al., 1996 y
Hierro et al., 1997). Sin embargo, una vez formados los acidos grasos libres, los
microorganismos si parecen ejercer gran influencia sobre su conversion en
compuestos aromaticos. Asi, combinaciones de cultivos iniciadores que incluyen
cepas de Staphylococcus carnosus o S. xylosus se han utilizado para modular el
aroma del embutido actuando en la formacidon de compuestos volatiles mediante
distintos mecanismos (Berdagué et al., 1993, Stahnke, 1994, Montel et al., 1996).

1.2.3. Proteolisis

El sabor de la carne viene determinado por compuestos hidrosolubles, entre
los que se encuentran los aminoacidos, péptidos, nucleétidos, azicares y acidos
organicos (Nishimura ef al., 1988a). Nishimura y Kato (1988b) han revisado la
funcion que los aminoacidos y los péptidos tienen en el sabor, estableciendo cinco
sabores primarios; dulce, acido, salado, amargo y umami. El sabor “umami” o de
caldo de carne, es también descrito como una sensacion de llenado de boca o
“mouthfilling” y su representante mas tipico lo encontramos en la sal sddica del
acido glutamico (glutamato monodsodico), ampliamente utilizado en la industria
como potenciador del sabor. Otros compuestos, como son los dos dipéptidos
naturales carnosina (B-Alanina-Histidina) y anserina (3-Alanina-1-metil-histidina)
presentes en la carne, contribuyen al sabor amargo (Nishimura et al., 1988a). En la
tabla 1, se muestra el sabor que pueden proporcionar diferentes sustancias

presentes o generadas en el curado de embutidos.
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Tabla 1. Sabores de los componentes resultantes de la actuacion enzimatica (adaptado de
Nishimura y Kato, 1988).

Sabor Componentes

Dulce Glicina, alanina, serina, treonina, lisina, prolina, hidroxiprolina
Glucosa

Acido Acidos aspartico y glutamico, histidina, asparagina

Acidos lactico, succinico y piravico
Péptidos

Amargo Fenilalanina, arginina, metionina, histidina, valina, leucina,
isoleucina, triptéfano, tirosina
Anserina, carnosina, otros péptidos
Creatina, creatinina, hipoxantina

Salado Glutamato y aspartato
Péptidos

Umami  Glutamato y aspartato monosodico, 5'-mononucleétidos
Péptidos

En los embutidos, la cantidad de aminoacidos libres aumenta a lo largo del
proceso de maduracion (DeMasi, et al., 1990, Diaz et al., 1993 y 1996, Mateo J. et
al., 1996, Zapelena M.J. et al., 1997 y Bolumar et al., 2001). Henriksen y Stahnke
(1997) estudiaron las fracciones peptidicas de embutidos fermentados, analizando
su composicidén y su relacion con el sabor, concluyendo que las fracciones que
contenian los péptidos mas pequefios y aminoacidos potenciaban los sabores
amargo, acido y salado; que la mayoria de péptidos estaban compuestos por
aminodcidos hidrofilicos; y que el sabor amargo se correlacionaba con el nivel de
aminoacidos hidrofobicos. Sin embargo, también existen estudios que indican que
una mayor produccion de aminoacidos no siempre implica un sabor mas intenso.
De Masi et al, (1990) encontraron que productos con una composicion de
aminoacidos diferente, poseian idénticas caracteristicas sensoriales y Diez et

al.,(1996) consiguieron acelerar la maduracion adicionando “papaina” lo que
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producia una mayor cantidad de aminoacidos libres, sin que se viera afectada la
percepcion sensorial final.

En el embutido, la proteolisis se debe a la accion conjunta de los sistemas
enzimaticos muscular y microbiano (Figura 2) pero hasta la fecha no se conoce
totalmente cual es la participacion de cada uno de estos sistemas. La hidrolisis
primaria de proteinas a polipéptidos es realizada mayoritariamente por enzimas
musculares enddgenas, ya que la degradacion proteica observada en un embutido,
sin o con antibidticos que inhiben el crecimiento microbiano, fue similar
(Verplaetse, 1994). Ademas, los embutidos con antibidticos, acidificados con
gluconolactona hasta un pH por debajo de 5.0, mostraron mayor grado de
hidroélisis proteica lo que indicaba que las proteasas musculares activas a pH acido
estaban involucradas en el proceso (Verplaetse, 1994). Asi, uno de los parametros
que controlan en mayor medida el grado de hidrdlisis es el pH. Con el uso de
inhibidores especificos de proteasas pudo averiguarse que las enzimas
responsables eran principalmente la catepsina D y, en segundo lugar, las cistein
proteasas, catepsinas B y L. Esto fue confirmado por Molly et al. (1997), quienes
observaron que la adicion del inhibidor de la catepsina D (pepstatina) reducia el
grado de hidrolisis de las proteinas musculares y, por extension, la produccion de
péptidos, aminoacidos libres y amoniaco, al detener la cadena proteolitica en su
primera fase. No obstante, algunos autores han sugerido la posibilidad de que los
microorganismos participen, al menos, en la hidrolisis primaria de proteinas
sarcoplasmicas musculares (Sanz et al., 1999, Fadda ef al., 2001).

La hidrolisis secundaria de los polipéptidos a pequefos péptidos y
aminoacidos se establecioé que era debida en un 40 % a la accion de enzimas de
origen microbiano y en un 60 % de origen muscular (Verplaetse, 1994). Esto fue
reafirmado por Molly et al (1997) ya que volvieron a observar que la adicion de
antibioticos se traducia en una reduccion de la produccion de aminoacidos libres
(50 %) y amoniaco, y una mayor acumulacion de polipéptidos. La identificacion
de las peptidasas responsables de esta hidrolisis secundaria es bastante mas
compleja ya que intervienen ambos sistemas y es dificil discernir entre enzimas de
origen muscular o de origen microbiano. Cabe destacar que el pH es también
decisivo en la proteolisis. Asi, los embutidos fermentados con pH mas acidos (4.6)

se caracterizan por una alta concentracion de péptidos y poca produccion de

10
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amoniaco, mientras que los embutidos menos acidos (pH = 5.8) tienen bajas
concentraciones de péptidos y aminoacidos libres y altas concentraciones de
Los de pH
concentracion de péptidos con una alta concentracién aminoacidos libres y de

amoniaco. embutidos intermedio (4.9) combinan una baja

amoniaco (Verplaetse, 1994).

Proteinas sarcoplasmicas Proteinas miofibrilares

A
Endoproteasas musculares y Endoproteasas musculares
microbianas (Catedsina D)
Polipéptidos
Exopeptidasas musculares y
microbianas Proteolisis
v
Péptidos
Amino- y carboxi- peptidasas
musculares y microbianas
v
\4

Aminoacidos

Desaminasas

a-cetoacidos

W

Descarboxilasas

Metil acidos

Descarboxilasas

Aminas

/Desaminasas

Metil aldehidos

Deshidrogenasas

Metil alcoholes

Catabolismo de
aminoacidos

Figura 2. Principales mecanismos y enzimas involucradas en la degradacion de las

proteinas musculares y en el catabolismo de aminoacidos (adaptado de Talon ef al., 2002)

La metabolizacion de los aminoacidos libres puede generar aminas, o-
cetoacidos, amoniaco y compuestos aromaticos mediante reacciones quimicas
como la reaccion de Strecker (Ventanas et al., 1992) y enzimaticas por accion de
descarboxilasas, desaminasas, desamidasas y transaminasas (Ordoiiez et al., 1999,

Talon et al., 2002). Las aminas bidgenas se originan por accion de descarboxilasas
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bacterianas (Hernandez-Jover ef al., 1996) y, dado que son toxicas, debe evitarse
su formacion a través de la seleccion y utilizacion de cultivos iniciadores que no
las produzcan o que las metabolizen. Por otro lado, la formacion de compuestos
volatiles a partir de aminoacidos tiene gran importancia en el desarrollo de las
propiedades sensoriales (Stahnke, 1995). Asi, la degradacion de los aminoacidos
ramificados (leucina, isoleucina, valina), fenilalanina y metionina genera
aldehidos, alcoholes y 4cidos importantes en el aroma de embutidos fermentados
como son; 2- y 3- metilbutanal, 2- metilpropanal, y 2- y 3- metilbutanol (Stahnke,
2002). Aunque no esta claramente establecida la funcién relativa de las enzimas
musculares y microbianas en el catabolismo de aminoacidos, se ha observado que
puede ser modulada por la flora inoculada destacando la funcion, en este caso, de
los miembros del género Staphylococcus, como S. warneri, S. saprophyticus y S.
carnosus que parecen tener una repercusion mas importante que las bacterias
lacticas, Lactobacillus sakei, Pedioccoccus acidilactici y P. pentosaceous
(Berdagué et al., 1993 Montel et al., 1996). Existen pruebas que indican que los
mohos y las levaduras también parecen estar implicados de forma significativa en
estas transformaciones cataboélicas (Bruna et al., 2001b, Dura, 2003).

En resumen, la hidrolisis de tipo endoproteolitico es debida en gran medida
a la catepsina D muscular, que es activada a pH acido, y la principal contribucion
de los microorganismos esta relacionada con la hidrolisis secundaria de
oligopéptidos y péptidos pequefios y con la generacion de aminoacidos libres, y su
degradacion generando amoniaco, aminas y compuestos aromaticos (Molly et al.,
1997, Ordéiez et al., 1999).

1.3. Microbiologia de embutidos curados fermentados y uso de cultivos

iniciadores

La flora inicial del embutido es extremadamente variable y depende en gran
medida de la carga microbiana de la carne utilizada como materia prima y de la
contaminacién ambiental. La carne es muy rica en nutrientes y factores de
crecimiento, que junto a una alta actividad de agua 0.96-0.97 y un pH proximo a la
neutralidad (5.6-5.8), constituye un sustrato idoneo para el crecimiento de un gran
numero de microorganismos. No obstante, las condiciones de la mezcla carnica

una vez embutida favorecen el crecimiento de bacterias lacticas y Micrococcaceas.
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Rapidamente, se produce la acidificacion por fermentacion alcanzandose un bajo
pH que evita el crecimiento de las bacterias indeseables, fundamentalmente el de
las enterobacterias y entre ellas, Salmonella y Escherichia coli.

Las bacterias lacticas, especialmente de los géneros Lactobacillus y
Pediococcus integrantes de la flora natural o bien inoculados como cultivos
iniciadores, se convierten rapidamente en la flora predominante. Este grupo
microbiano es el responsable de la fermentacion ademas de ser el mas competitivo.
El segundo grupo bacteriano predominante esta integrado por micrococaceas como
Kocuria (ex Micrococcus) o Staphylococcus que frecuentemente se adicionan
junto a las bacterias lacticas como cultivos iniciadores. En ocasiones se aplican
también superficialmente mohos, especialmente, Penicillium nalgiovensis, y
levaduras como Debaryomyces hansenii que imparten unas caracteristicas
sensoriales tipicas. Las implicaciones del uso de cada uno de ellos se describen en
los sucesivos apartados correspondientes.

En general, el uso de cultivos iniciadores presenta importantes ventajas ya
que garantizan la seguridad sanitaria del producto, permiten acelerar el proceso de
fabricacion y se logra una mayor homogeneidad de la calidad global del producto,
mejoras de las propiedades sensoriales e incluso mejoras nutritivas o de salud

mediante la incorporacion de bacterias lacticas funcionales.

1.3.1. Bacterias lacticas

Las bacterias lacticas (BL) crecen rapidamente durante la fermentacion
alcanzando niveles de 10°-10° u.f.c./ g, que se mantienen practicamente estables
hasta el final del secado. Las principales bacterias lacticas implicadas en estos
procesos pertenecen a los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus, y se
caracterizan por producir acido lactico como principal producto final de la
fermentacion de carbohidratos. Las especies mas utilizadas como cultivos
iniciadores en embutidos curados fermentados son: Lactobacillus plantarum, L.
sakei, L. curvatus, Pediococcus pentosaceus 'y P. acidilactici (Leistner, 1995),.

La participacion de este grupo microbiano es decisiva para el aseguramiento
de la calidad higiénico-sanitaria del embutido pues son las responsables de la
reduccion del pH y produccion de acidos orgéanicos (lactico y acético). Ademas,
producen compuestos de bajo peso molecular (< 1000 Daltons) (4cidos orgéanicos)
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y otros de naturaleza proteica (bacteriocinas) que también contribuyen a su
actividad antimicrobiana, facilitando su implantacion e inhibiendo el desarrollo de
microorganismos no deseados como Listeria, Clostridium y Staphylococcus
(Stiles, 1996, Schillinger, et al., 1996, Hugas ef al., 1998).

Algunas especies, particularmente L. sake y L. curvatus, pueden producir
peroxido de hidrogeno que conduce a la oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados y de los compuestos responsables del color, generando rancidez y
decoloracion (Geisen et al, 1992). No obstante, la produccion simultdnea de
catalasa evita la acumulacion de peroxido de hidroégeno y su presencia o ausencia
también depende de las especies. Asi, son catalasa positivas L. casei y L.
plantarum, y es catalasa negativa, L curvatus (Hammes y Hertel, 1998).

La actividad lipolitica de las bacterias lacticas se considera débil, pero no asi
su actividad proteolitica, que ha sido estudiada especialmente en diferentes
especies de Lactobacillus como L. curvatus, L. sake y L. plantarum (Fadda et al.,
1999 a y b). Las cepas estudiadas fueron capaces de hidrolizar proteinas de
musculo porcino y, concretamente, la cepa L. casei CRL 705 fue capaz ademas, de
utilizar los péptidos liberados a partir de proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares
en las condiciones de maduracion de embutidos fermentados (Sanz et al., 1999,
Fadda et al., 2001).

1.3.2. Micrococcaceae

Las bacterias pertenecientes a la familia Micrococcaceae alcanzan en el
embutido densidades de 10°~10" u.f.c./g. Las especies predominantes son Kocuria
varians (ex Micrococcus varians; Stackebrandt et al. 1995), Staphylococcus
carnosus 'y S. xylosus (Hammes et al., 2003). El crecimiento de estos
microorganismos se ve inhibido por la reduccion de pH y se encuentran
fundamentalmente en las capas superficiales del embutido donde existe una mas
alta presion parcial de oxigeno.

Este grupo microbiano es muy importante en la produccion de embutidos
curados fermentados por su actividad nitrato reductasa que es la responsable de la
reduccion del nitrato a nitrito, compuesto que tiene un efecto antimicrobiano y
antioxidante con lo cual previene la oxidacion lipidica. Posteriormente, el nitrito se

reduce a oxido nitrico, por reduccion quimica o enzimatica, que al unirse a la
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mioglobina da el color tipico del embutido. Ademads, las micrococaceas
contribuyen a la reduccion del nitrito residual en el producto final. También,
poseen actividad catalasa de importancia como se sefialaba, para la proteccion del
color y prevencion de la rancidez.

Cepas de Kocuria varians, S. carnosus y S. xylosus han demostrado tener
actividad lipolitica aunque esta actividad, era inhibida a valores de pH inferiores a
6, lo que limita su actividad en productos fermentados (Montel ef al., 1996, Hierro
et al., 1997). Sin embargo, su actuacion a nivel de la oxidacion lipidica y
formacion de compuestos volatiles parece tener influencia en el desarrollo del
aroma. Por ejemplo, el aroma a salami se ha correlacionado con mayores niveles
de ésteres de etilo y 2-alcanonas y con niveles altos de S. xylosus (Stahnke, 1995).
Diferentes cepas de Staphylococcus han demostrado ejercer distintos efectos sobre
la formacion de compuestos volatiles (Berdagué et al., 1993). Ademas, las
micrococaceas tienen cierta actividad proteolitica (Selgas er al., 1993) y su
implicacion en la hidrolisis proteica ha sido sugerida por Chen y Guo (1992) y
Kenneally et al, (1999), sefialando concretamente que K. varians podria tener
importancia en la formacién de aminoacidos libres. No obstante, se sabe que la
actividad aminopeptidasica de Staphylococcus y Kocuria es considerablemente
mas baja que la de las bacterias lacticas (Montel et al., 1992). Las micrococaceas
también se han relacionado con el catabolismo de aminoacidos y asi, por ejemplo,
S. warneri, S. saprophyticus y S. carnosus son capaces de producir compuestos
aromaticos derivados del catabolismo de la leucina como el 3-metil butanoico, 3-
metil butanal y 3 metil butanol (Montel et al., 1998, Talon et al., 2002).

1.3.3. Mohos

Los mohos son microorganismos aerobios por lo que su crecimiento es
fundamentalmente superficial alcanzando valores de 10°-107 u.fc./ cm® Las
especies dominantes en estos productos son las pertenecientes al género
Penicillium 'y, dentro de éste, P. nalgiovensis y, en menor medida, P.
chrysogenum. Estas especies, junto a P. camemberti, son las empleadas como
cultivos iniciadores superficiales (Lopez et al, 2001). Estos mohos metabolizan

los acidos organicos y ejercen una desaminacion oxidativa de los aminoacidos
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produciendo amonio que eleva el pH de los embutidos y potencia el aroma y sabor
tipicos (Marchesini et al. 1992).

Ademas, su inoculacion en superficie previene la colonizacion por hongos
no deseables productores de antibidticos o micotoxinas, contribuyen a la
apariencia externa formando un velo generalmente blanco y al desarrollo del sabor
y del aroma mediante sus actividades proteoliticas y lipoliticas, y la posterior
transformacion de aminoacidos y acidos grasos libres. Sus actividades proteolitica
y lipolitica han sido constatadas en especies de Penicillium, Mucor y Aspergillus
(Trigueros et al., 1995, Toledo et al., 1997, Selgas et al., 1999, Liicke et al., 2000).
Bruna et al., (2000 y 2001 a y b) consiguieron mejorar las caracteristicas
sensoriales de un embutido fermentado inoculando Mucor racemosus o
Penicillium  aurantiogriseum  superficialmente,  adicionando  extractos
intracelulares del mismo o por una combinacion de ambos tratamientos.

1.3.4. Levaduras

La flora de levaduras de los embutidos curados fermentados ha sido
escasamente estudiada debido a que los géneros mas comunes se encuentran en
baja proporcion en comparacion con la flora bacteriana y, por tanto, algunos
autores han indicado que su participacion en el curado debe ser minima (Cook,
1995). No obstante, la alta concentracion de sal y baja actividad de agua, junto a la
acidez tipica de un embutido fermentado, favorecen el crecimiento de ciertas
especies de levadura. Por otro lado, el tamafio de una célula de levadura es
aproximadamente 100 veces mayor que el de una célula bacteriana (Dillon y
Board, 1991). Las levaduras se encuentran en embutidos fermentados en una
densidad que varia entre 10’y 10° u.f.c/ g a lo largo del proceso de fabricacion
siendo D. hansenii (teleomorfo o forma perfecta de Candida famata) la especie
dominante en el proceso (Metaxapoulus et al, 1996, Santos-Mendoza, 2000,
Encinas et al., 2000, Coppola et al. 2000). El crecimiento de levaduras se ve
favorecido en procesos tradicionales, sin ahumado, y en embutidos de diametro
pequefio y se ve perjudicado en procesos acelerados (industriales), con ahumado,
con diametros gruesos y por el uso de sorbatos (Encinas et al., 2000).

Los géneros mas frecuentemente aislados de embutidos fermentados varian

en funcion del estudio considerado. Comi y Cantoni, (1980), detectaron
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Debaryomyces, Rhodotorula, Hansenula y Torulopsis como géneros mayoritarios.
Samelis et al., (1994) apreciaron un predominio de Debaryomyces en embutidos
griegos seguido de Candida y Pichia, y en proporcion muy pequeia Cryptococcus,
Torulopsis y Trichosporon. Buzzini y Haznedari (1995) encontraron un 62,1 % de
aislados del género Debaryomyces en salamis italianos, de los cuales un 50,0 %
pertenecian a la especie D. hansenii, un 18,2 % de Candida, un 12,9 % de
Rhodotorula, un 4,3 % de Zygosaccharomyces y un 2,6 % de Trichosporon.
Santos-Mendoza (2000) detectd en embutidos fermentados espafioles los
siguientes géneros en orden de abundancia Debaryomyces, Rhodotorula, Candida,
Yarrowia, Trichosporun y Pichia. En concreto, la masa carnica inicial de un
embutido artesanal tras 24 horas de premaduracion presentd un 40 % de aislados
del género Debaryomyces, un 30 % de Rhodotorula y un 20 % de Candida, el
resto de géneros no sobrepasaron el 10 %. Similares valores se observaron para
embutidos industriales, con la excepcion de que en éstos, Debaryomyces supuso el
50 % de la flora levaduriforme. Debaryomyces se impuso también a lo largo del
curado alcanzando valores del 90 % del total de levaduras y observando, por tanto,
una menor variedad de especies que en el embutido artesanal (Santos-Mendoza,
2000).

Diversos autores han indicado que la utilizacion de levaduras en
combinacion con bacterias lacticas produce un incremento del contenido de amonio
y una reduccioén de los acidos lactico y acético que favorece el desarrollo del aroma
y sabor de los embutidos (Coretti, 1977; Gehlen et al. 1991; Larpent-Gourgaud et
al. 1993, Santos-Mendoza, 2000, Dura et al., 2002 y Dura, 2003). Ademas, las
levaduras contribuyen a la estabilizacion del color desplazando el oxigeno y
degradando peréxidos gracias a su actividad catalasa. Por otro lado, la contribucion
al aroma y al sabor se atribuye a su actividad proteolitica y lipolitica por lo que
resultan de gran interés para el curado (Leistner, 1986, Geisen et al, 1992,
Hammes y Knauf, 1994, Jessen, 1995, Encinas et al., 2000 y Olensen y Stahnke,
2000).
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1.4. El género Debaryomyces

1.4.1. Descripcion del género Debaryomyces

El género Debaryomyces pertenece a la familia Saccharomycetaceae v,
dentro de él se reconocen 15 especies: D. carsonii, D. castellii, D. coudertii, D.
etchellsii, D. hansenii, D. maramus, D. melissophilus, D. nepalenses, D.
occidentalis, D. polymorphus, D. pseudopolymorphus, D. robertsiae, D. udenii, D.
vanrijiae 'y D. yamadae (Kurtzman y Fell, 1998, Barnet et al 2000). La
comparacion de las secuencias de ARN ribosomal dio lugar a la transferencia de
varias especies de otros géneros y, principalmente, de la especie Schwanniomyces
occidentalis al género Debaryomyces (Kurtman y Robnett, 1991). La especie
Debaryomyces hansenii se subdivide en dos subespecies, hansenii y fabryii
(Kurtzman y Fell, 1998, Barnet et al. 2000). Estas subespecies se pueden distinguir
por la diferente movilidad electroforética de sus respectivas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasas y por las temperaturas maximas de crecimiento que presentan, 31-
35 °C para la subespecie hansenii 'y 36-39 °C para la subespecie fabryii (Kurtzman
y Fell, 1998 y Barnet et al., 2000).

D. hansenii es un ascomiceto, esto es, una levadura con capacidad de
reproduccion sexual por ascosporas. Candida famata es la forma imperfecta
(carece de reproduccion sexual) de D. hansenii. Su reproduccion asexual es por
gemacion multipolar. Se aisla de diversos ecosistemas como el suelo, plantas,
alimentos y muestras clinicas. En alimentos, este género se ha encontrado
fundamentalmente en carne y productos carnicos, productos lacteos, frutas y
granos de café fermentados (Boekhout y Robert, 2003).

En general, no se conoce mucho acerca del metabolismo del género
Debaryomyces. No obstante, se sabe que las especies de este género son
anaerobias facultativas y que pueden metabolizar diferentes azlicares como la
glucosa, sacarosa, galactosa, lactosa, almidon soluble, etanol, glicerol, succinato,
D y L-lactato y citrato (Nakase et al., 1998). La especie D. hansenii posee lipasas
intra- y extracelulares que hidrolizan triglicéridos a 4cidos grasos, que
posteriormente son metabolizados fundamentalmente por B-oxidaciéon (Besangon
et al, 1992, Sorensen y Samuelsen, 1996, Sorensen, 1997,). Son capaces de
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asimilar numerosas fuentes de nitrogeno como sulfato amonico, urea, nitrito, bases
puricas y aminoacidos (Kurtzman y Fell, 1998, Barnet et a/.2000).

Recientemente se ha secuenciado el genoma completo de D. hansenii, con
lo que se abre paso a futuras exploraciones sobre las funciones de los genes que en
su mayoria son desconocidas (Prista et al., 2002, Sherman et al., 2004).

1.4.2. Propiedades e importancia de Debaryomyces hansenii en procesos de

curado

Las levaduras de embutidos fermentados se encuentran fundamentalmente
en la superficie o en las capas mas externas del embutido al ser aerobias o
microaerofilas. D. hansenii es una especie caracterizada por su tolerancia a la sal
(Kurita y Yamazaki, 2002), que junto con la resistencia al pH acido y a las bajas
actividades de agua (Wyder y Puhan, 1999) y su capacidad para crecer a bajas
temperaturas (Fleet, 1990) explican su presencia en los embutidos fermentados, asi
como en la maduracion de quesos, (Pereira-Dias et al, 2000, Petersen et al.,
2002). Su actividad metabdlica permite el consumo de oxigeno, produciendo una
estabilizacion del color del embutido (Jessen, 1995). También ejerce un efecto
protector frente a la luz y el oxigeno, que junto a su actividad catalasa puede
retrasar el comienzo del enranciamiento (Leistner, 1995). Ademas, produce una
mejora del aroma gracias a su accioén sobre las proteinas y las lipidos (Jessen,
1995) y metaboliza acidos organicos (lactico y acético fundamentalmente) y
aminodcidos generando amoniaco, lo que globalmente incrementa el pH y
modifica el sabor (Coretti, 1977; Gehlen et al. 1991; Larpent-Gourgaud et al.
1993, Santos-Mendoza, 2000, Dura et al., 2002 y Dura, 2003).

Por otra parte, diversos estudios han demostrado el posible efecto protector
de esta especie frente a la microbiota no deseada. Droby y Chalutz (1989)
demostraron su efectividad en el control de Penicillium digitatum en las uvas.
Fatichente et al., (1983) comprobaron el efecto antagénico de estas levaduras
frente a dos bacterias alterantes del queso (Clostridium tyrobutyricum y CI.
butyricum). En estudios posteriores, se demostrd que una cepa de D. hansenii era
capaz de inhibir a Staphylococcus aureus en embutidos fermentados mediante el
consumo del oxigeno (Meisel et al, 1989). Sin embargo, Gehlen et al., (1991)

sefialaron también el efecto inhibidor que D. hansenii ejercia sobre el crecimiento
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de otras especies del género Staphylococcus, 1o cual no es deseable porque estos
microorganismos resultan esenciales en el proceso. Actualmente, se utilizan cepas
de D. hansenii como cultivo iniciador para aplicacion en superficie y en masas.
Los mejores resultados se obtienen cuando se combinan cultivos de bacterias
lacticas, micrococaceas y levaduras (Gehlen ef al., 1991, Jessen, 1995).

La mayoria de estudios relacionados con la aplicacion tecnolégica de D.
hansenii para mejorar el aroma y el sabor a lo largo de la maduracion, han sido
llevados a cabo en productos lacteos. La actividad lipolitica y proteolitica de
levaduras ha sido objeto de varios estudios relacionados con el proceso de
maduracion de quesos (Wyder y Puhan, 1999, Freitas et al., 1999, van den Tempel
y Jakobsen, 2000, Leclercq-Perlat et al.,, 2000, Addis et al., 2001, Corseti et al.,
2001, Ferreira y Viljoen, 2003), y de embutidos curados (Gehlen et al, 1991,
Sorensen y Samuelson, 1996, Sorensen, 1997, Olensen y Stahnke, 2000, Dura,
2003 y Martin et al., 2003).

Sorensen y Samuelsen, (1996) y Sorensen, (1997) comprobaron la
capacidad de ésta especie para hidrolizar la grasa de cerdo aunque dicha capacidad
se veia limitada a pH acido. Martin et al., (2003) atribuyeron a esta especie la
generacion de alcoholes ciclicos y aromaticos de interés para el desarrollo del
aroma de productos curados. Dura (2003) demostré que D. hansenii ejercia un
efecto positivo en el aroma, al inhibir la oxidacion lipidica y promover la
generacion de ésteres de etilo; aunque sefald que su inoculacion en exceso podia
producir una alta generacion de acidos, enmascarando su efecto positivo. La
produccioén de diacetilo y acetoina a partir de acido lactico fue probada por Deiana
et al., (1990) lo que también podria resultar de interés para el aroma del embutido.

El conocimiento de la importancia de D. hansenii en la proteolisis de los
productos curados es muy limitado. Existen algunos estudios en jamon curado. Por
ejemplo, Comi et al., (1982), atribuy6 la presencia de los cristales de tirosina a la
actividad proteolitica de cepas de D. hansenii y Martin (2000) concluyé que la
inoculacion conjunta de D. hansenii y P. chrysogenum en la superficie del jamon
provocaba, durante su maduracion, una mayor hidrolisis de proteinas miofibrilares
con aumento significativo de aminodcidos libres. En embutidos fermentados, los
estudios se han limitado a evaluar, mediante estudios en placa, la capacidad
potencial de determinadas cepas para hidrolizar proteinas (Comi y Cantoni, 1980,
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Buzzini y Haznedari, 1995 y Santos-Mendoza, 2000), ensayos que evaltian
fundamentalmente la actividad de tipo endoproteolitico extracelular. Kumura et
al., (2002) demostraron que una cepa de D. hansenii aislada de quesos era capaz
de hidrolizar caseina sefialando que su actividad proteolitica era mayoritariamente
intracelular y que, por tanto, su contribucion a la proteolisis dependeria del grado
de lisis asi como del nivel de dicha actividad. En resumen, la mayoria de estudios
sobre el sistema proteolitico de D. hansenii se han llevado a cabo en quesos y con
cepas aisladas de estos productos y, en menor medida, en productos carnicos.
Ademas, son estudios que tan so6lo han abordado sus efectos globales, sin que
existan estudios bioquimicos en los que se describan las caracteristicas del sistema
proteolitico de D. hansenii responsable de estos cambios.

Cepas de la especie D. hansenii se comercializan actualmente como cultivos
iniciadores pese a que su caracterizacion metabolica es todavia muy limitada. El
aislamiento de nuevas cepas a partir del ecosistema al que se va a aplicar
constituye una alternativa para diversificar y/o mejorar las actuales. Con este
proposito, Santos-Mendoza (2000) en la Tesis doctoral que precedio a ésta, estudid
la flora levaduriforme autdctona de embutidos curados fermentados. Inicialmente,
se aislaron alrededor de 250 cepas, y tras su caracterizacion molecular, se
demostré que mayoritariamente pertenecian a la especie D. hansenii. Después de
una serie de pruebas fisioloégicas se seleccionaron 8 cepas del género
Debaryomyces con las que se estudio su implantacion en un proceso de fabricacion
de embutidos lo que permiti6 la seleccion de las cepas de D. hansenii CECT 12487
y CECT 12488 con miras a su posible utilizacion como cultivos iniciadores por su
mayor competitividad (porcentaje de aislamiento superior al 80 %) y porque
correspondian a patrones mitocondriales distintos (aumento de la diversidad).

1.5. El sistema proteolitico de levaduras

1.5.1. Clasificacion de las enzimas proteoliticas

El término proteasas fue introducido a finales del siglo XIX y comprende un
grupo importante de enzimas codificados por aproximadamente el 2 % de los
genes (Rawlings y Barret, 1999) siendo de gran importancia en medicina y

biotecnologia. Una primera clasificacion las divide en proteinasas o endoproteasas,
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las cuales cortan las cadenas polipeptidicas internamente produciendo grandes
fragmentos (Grassmann y Dyckerhoff, (1928); y exopeptidasas, que cortan las
cadenas polipeptidicas actuando en los extremos o cerca de éstos liberando
pequefios péptidos o aminoacidos (Bergmann y Ross, 1936). Estas ultimas se
dividen en amino- o carboxi- peptidasas segin actiien en uno u otro extremo de la
cadena polipeptidica. El término recomendado por el “Nomenclature Commitee of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)
para referirse de forma general a las enzimas proteoliticas es el de peptidasa, que
significa hidrolasa que corta el enlace peptidico. Pese a esto, el término utilizado
mas comunmente para todo este grupo de enzimas es el de proteasas o enzimas
proteoliticas. Estas también pueden clasificarse dependiendo de la naturaleza
quimica del centro catalitico y, actualmente, se establecen 5 grupos; aspartico-,
cistein-, metalo-, serin- y treonin- proteasas. Las treonin proteasas fueron
recientemente afadidas a los 4 grupos que clasicamente se reconocian (Seemuller
et al., 1995).

Hasta la actualidad, se han investigado muy poco los sistemas proteoliticos
de levaduras a excepcion del de la especie Saccharomyces cerevisiae, que ha sido
estudiada ampliamente en todos los sentidos ya que sirve como modelo de
eucariotas. También han sido objeto de estudio las enzimas del sistema proteolitico
de Candida, sobre todo de la especie C. albicans por su relacion con la
patogenicidad (Farley et al., 1986) y de otras especies como Kluyveromyces lactis
y K. marxianus por su interés en fermentaciones alimentarias (Flores et al., 1999,
Ramirez-Zavala et al., 2003). No obstante, el Gnico sistema proteolitico que se
conoce con detalle es el de S. cerevisiae y, por ello, se ha considerado como
referencia para el desarrollo y discusion de esta Tesis Doctoral.

1.5.2. El sistema proteolitico de Saccharomyces cerevisiae

Los compuestos nitrogenados son esenciales para el crecimiento y
metabolismo de levaduras. Estas pueden utilizar una gran variedad de fuentes de
nitrégeno como sulfato amonico, urea, bases nitrogenadas, aminoacidos y también
péptidos gracias a que poseen actividades peptidasicas que permiten la hidroélisis
de éstos en aminoacidos libres (Hofman-Bang, 1999). De hecho es conocido que la
adicion de peptonas, triptonas y otros hidrolizados de origen animal o vegetal
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estimulan el crecimiento de las levaduras. Las principales enzimas proteoliticas se
localizan en la vacuola (lisosoma), aunque no exclusivamente ya que existen
proteasas en el citoplasma, en el reticulo endoplasmatico, en el aparato de Golgi,
en las mitocondrias y en las membranas que rodean a todos estos organulos
(Achstetter y Wolf, 1985, Leonhard et al., 2000).

Las enzimas proteoliticas participan en numerosos procesos esenciales para
la célula como el recambio proteico, la degradacién de proteinas aberrantes, el
correcto procesamiento de proteinas, la adaptacion a condiciones de baja
disponibilidad de nitrégeno o alta demanda (esporulacion o meiosis) y la
inactivacion catabdlica. Mas de 40 enzimas proteoliticas han sido descritas en S.
cerevisiae, algunas de ellas estan bien caracterizadas mientras que muchas otras,
por el contrario, sé6lo han sido identificadas y se desconocen sus caracteristicas y
sus funciones. No hay duda que el conocimiento sobre los procesos proteoliticos
conocidos hasta la fecha representan so6lo la punta del iceberg. A continuacion, se
detallan los aspectos mas importantes del sistema proteolitico de S. cerevisiae.

En funcién de su localizacion, las proteasas se pueden clasificar en 3
grandes grupos; los proteasomas (citoplasmatico), las proteasas vacuolares y las

proteasas de la ruta secretora.

Los proteasomas

Los proteasomas son proteasas citoplasmaticas de gran tamafio, también
denominadas proteasas multicataliticas. En S. cerevisiae se han descrito dos
proteasomas. El proteasoma 20S de 700 kDa, constituido por 14 subunidades no
idénticas y que muestra homologia con el proteasoma 20S de muchas células
eucariotas (Zwickl et al., 1992), y el proteasoma 26S que es mas grande y esta
constituido por el proteasoma 20S como centro y 2 complejos adicionales 19S a
ambos extremos (Hilt y Wolf, 1995). Se conoce la secuencia de 10 genes que
codifican para subunidades del proteasoma de levaduras (Jones y Murdock, 1994).
Su especificidad de corte es muy amplia, siendo capaz de hidrolizar enlaces
peptidicos con residuos neutros/hidrofobicos, basicos y acidos (Jones a, 1991). Su
papel bioldgico se ha relacionado con la degradacion de proteinas marcadas con
ubiquitina, participando en el recambio proteico y en la adaptacion de la célula a
condiciones de limitacion del nitrogeno (Jones, 1991 a).
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Las proteasas vacuolares

La vacuola es un organulo homoélogo al lisosoma de las células animales
donde se dan procesos de hidrolisis controlados, entre ellos de proteinas. Las
proteasas vacuolares son las mas abundantes, fueron las primeras que se
conocieron y las mas estudiadas (Jones, 1983 y 1991b). Hasta ahora se han
descrito: 2 endoproteasas, las proteasas A y B (PrA, PrB); 2 carboxipeptidasas, Y
y S (CpY, Cp S); 2 aminopeptidasas, I y Co (Apl, ApCo) y la dipeptidil
aminopeptidasa B (DPAP-B), esta tltima localizada en la membrana de la vacuola.

Proteasa A. La PrA es una aspartico endoproteasa, codificada por el gen
PEP4 que muestra homologia con la pepsina, la renina y la catepsina D (Jones,
1991 a). Es una glicoproteina de 42 kDa, cuya actividad ha sido determinada
usando hemoglobina 4cida desnaturalizada o caseina a pH de 3 y 6
respectivamente (Jones et al., 1991 b). Es inhibida por pepstatina y posee un
inhibidor especifico intracelular (I*) (Achstetter y Wolf, 1985, Klionsky et al.,
1990, Jones et al., 1997, Van den Hazel et al., 1996).

Proteasa B. La PrB es una serina endoproteasa, codificada por el gen PRBI
perteneciente a la familia de las subtilisinas (Moehle et el., 1987). La PrB es una
glicoproteina de 33 kDa, que puede ensayarse frente a azocoll (derivado coloreado
del colageno) (Jones ef al., 1991 b). Debido a su baja especificidad de sustrato es
capaz de hidrolizar diversas proteinas, como gelatina, hemoglobina y caseina. Su
pH optimo de actuacion es neutro y también tiene un inhibidor especifico
intracelular (I®) (Achstetter y Wolf, 1985, Klionsky et al., 1990, Jones et al., 1997,
Van den Hazel ef al., 1996).

Carboxipeptidasa Y. La CpY es una serina proteasa, codificada por el gen
PRCI. Esta exopeptidasa es una glicoproteina de 61 kDa que posee una amplia
especificidad de sustrato, un pH optimo neutro ligeramente acido. Su actividad
puede determinarse frente a N-benzoil-L-tirosina-p-nitroanilida (Jones, 1991 b).
También posee un inhibidor especifico (I°) en el citoplasma (Achstetter y Wolf,
1985, Jones et al., 1997, Van den Hazel et al., 1996).

Carboxipeptidasa S. CpS es una metalo carboxipeptidasa, codificada por el
gen CPS1, con un tamafio de 74-77 kDa, glicosilada y con pH de actuacion neutro.
La enzima corta el sustrato oxibencil-carbonil-glicil-leucina con elevada
eficiencia. (Achstetter y Wolf, 1985, Jones et al., 1997)
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Aminopeptidasa 1. Apl es una metalo exopeptidasa, codificada por el gen
LAP4. También esta glicosilada y tiene una masa molecular de 640 kDa y 12
subunidades. Tiene alta especificidad por leucina pero también libera otros
aminodcidos. El pH 6ptimo de actuacidon es neutro-basico (Klionsky et al., 1990,
Van den Hazel et al., 1996, Jones et al., 1997).

Aminopeptidasa Co. ApCo es una metalo exopeptidasa de 100 kDa
codificada por el gen APE3, activada por cobalto, con pH éptimo neutro-alcalino y
con preferencia por aminoacidos basicos, arginina y lisina. También ha sido
descrita como ApY, una enzima de similares caracteristicas pero que difiere en la
masa molecular asignada, que es de 70-75 kDa (Klionsky et al, 1990, Van den
Hazel et al., 1996, Jones et al., 1997).

Dipeptidil aminopeptidasa B. DPAP-B esta codificada por el gen DAP2, y es
una serin glicoproteina de la membrana vacuolar con una masa molecular de 120
kDa. La DPAP-B corta enlaces peptidicos que contienen prolina en la penudltima
posicion del extremo carboxilo y cualquier otro aminoacido en el extremo amino
terminal con la excepcion de arginina. Actia a pH neutro (Achstetter y Wolf, 1985
Jones, 1991 a, Jones et al., 1997).

Las proteasas de la ruta secretora

Endoproteasa Kex?2. Esta serin endoproteasa es una glicoproteina anclada a
la membrana del aparato de Golgi, codificada por el gen KEX2, que actia a pH
neutro. Tiene una alta especificidad actuando sobre el grupo carboxilo de una
proteina cuando reconoce un par de residuos basicos, lisina-arginina o arginina-
arginina (Jones, 1991 a). Carboxipeptidasa Kexl. La carboxipeptidasa Kex1 es
una serin proteasa, codificada por el gen KEXI (Jones, 1991 a). Es también una
glicoproteina integral de membrana localizada en el aparato de Golgi y libera
aminoacidos basicos (lisina y arginina), a pH neutro (Achstetter y Wolf, 1985).

Dipeptidil aminopeptidasa A. DPAP-A es una serin proteasa activa a pH
neutro, codificada por el gen STE13, y anclada en el aparato de Golgi. La DPAP-A
actta liberando los dipéptidos glutamico-alanina o aspatico-alanina y participa en
el procesamiento del precursor del factor o (Achstetter y Wolf, 1985, Jones, 1991

a).
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Aspartico proteasa IIl. Esta endoproteasa, codificada por el gen YAP3, es
capaz de catalizar la misma actividad que la proteasa Kex2 cuando ésta no esta
presente (Jones, 1991 a).

En resumen, el proteasoma y las proteasas vacuolares tienen unas
especificidades amplias y participan conjuntamente en la degradacion masiva de
proteinas, necesaria para el recambio proteico, siendo estimuladas cuando existe
una limitacion de nitrégeno o alta demanda de éste, por ejemplo, en la meiosis o en
la esporulacion. Los datos bioquimicos de que disponemos indican que las
proteasas vacuolares se encargan de mantener el nivel basal de recambio proteico
de las proteinas de vida larga y de las grandes adaptaciones necesarias cuando se
produce un estrés por limitacion de nutrientes, y que el proteasoma es el
responsable de la degradacion rapida de proteinas de vida corta, incluyendo las
proteinas aberrantes (Hilt y Wolf, 1992, Knop et al.,, 1993, Van den Hazel et al.,
1996). Por el contrario, las proteasas de la ruta secretora tienen unas
especificidades muy restringidas y actuan en el procesamiento de proteinas a lo
largo de su maduracion y de péptidos tales como la feromona o factor o y la toxina
“killer”.

26



Introduccion

1.7. Presentacion de los trabajos y justificacion de la unidad tematica

Las publicaciones incluidas en esta Tesis *“ Caracterizacion del sistema

proteolitico de Debaryomyces hansenii aislada de embutidos curados” se

dividen en 5 trabajos:

Trabajo 1. Hydrolysis of pork muscle sarcoplasmic proteins by Debaryomyces

hansenii. Santos, N.N., Santos-Mendo¢a, R.C., Sanz, Y., Bolumar,
T., Aristoy, M.C. y Toldra, F. 2001. International Journal of Food
Microbiology 68: 199-206.

Trabajo 2. Purification and characterization of a prolyl aminopeptidase from

Trabajo 3.

Trabajo 4.

Trabajo 5.

Debaryomyces hansenii. Bolumar, T., Sanz, Y., Aristoy, M.C. y
Toldra, F. 2003. Applied and Environmental Microbiology 69: 227-
232.

Purification and properties of an arginyl aminopeptidase from
Debaryomyces hansenii. Bolumar, T., Sanz, Y., Aristoy, M.C. y
Toldra, F. 2003. International Journal of Food Microbiology 86: 141-
151.

Protease B from Debaryomyces hansenii: Purification and
biochemical properties. Bolumar, T., Sanz, Y., Aristoy, M.C. y
Toldra, F. 2003. International Journal of Food Microbiology (enviado
para su publicacion).

Protease (PrA and PrB) and prolyl and arginyl aminopeptidase
activities from Debaryomyces hansenii as a function of growth phase
and nutrient sources. Bolumar, T., Sanz, Y., Aristoy, M.C. y Toldra,
F. 2004. Applied and Environmental Microbiology (enviado para su
publicacion).

27



Introduccion

En el primer trabajo se ha incluido la seleccion de cepas de la especie
Debaryomyces hansenii en funcioén de su actividad endo y exoproteolitica sobre
sustratos sintéticos. Posteriormente, se estudio la capacidad de la cepa mas activa
D. hansenii CECT 12487, para hidrolizar las proteinas sarcoplasmicas musculares,

utilizadas como modelo del sustrato real presente en sistemas carnicos.

En el segundo y tercer trabajo se ha descrito la purificacion y la
caracterizacion de las dos aminopeptidasas mas importantes de D. hansenii; una
prolina aminopeptidasa (PAP) y una arginina aminopeptidasa (AAP), incluyendo la
discusion sobre su importancia y posible implicacion en el curado de embutidos.

En el cuarto trabajo se ha incluido la purificaciéon y caracterizacion de la
proteasa B (PrB) de D. hansenii y se ha evaluado su capacidad para hidrolizar las

proteinas sarcoplasmicas.

En el quinto trabajo se ha estudiado el efecto de las fuentes de carbono y
nitrogeno, y de la fase de crecimiento, sobre la produccion de las enzimas
proteoliticas, previamente caracterizadas en D. hansenii, PrA, PrB, PAP y AAP,
como fase preliminar para el establecimiento de su posible regulaciéon y funcion
durante el curado de embutidos, asi como para la optimizacion de la sintesis de
altos niveles de proteasas en cultivos iniciadores o extractos aplicables a procesos
industriales.

Todos los trabajos incluidos en la presente Tesis tienen como nexo comun el
estudio bioquimico del sistema proteolitico de D. hansenii, mediante la
purificacidon y caracterizacion de las proteasas mas importantes y el estudio de los
factores que regulan su producciéon como base para el establecimiento de su posible
funcion tecnoldgica en las condiciones ecoldgicas propias de los productos
carnicos curados y su potencial aplicacion industrial justificada, por su
contribucion a la hidrolisis de proteinas y polipéptidos generando péptidos y
aminodacidos que influyen en el desarrollo del sabor y del aroma.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis ha sido el estudio de la composicion
del sistema proteolitico de Debaryomyces hansenii mediante la purificacion y
caracterizacion de las enzimas mas importantes asi como de los factores que
afectan a su sintesis, sentando las bases bioquimicas y fisiologicas para posteriores
estudios sobre su efecto y aplicaciones en embutidos curados.

Asi pues, los objetivos parciales han sido los siguientes:

1. Seleccionar las cepas de la especie Debaryomyces hansenii previamente
aisladas de embutidos curados, en base a su actividad proteolitica sobre
sustratos sintéticos y sobre las proteinas sarcoplasmicas musculares.

2. Purificar y caracterizar las principales enzimas exoproteoliticas.

3. Purificar y caracterizar las principales enzimas endoproteoliticas.

4. Estudiar la produccion de las enzimas caracterizadas, en funcion de la fase de

crecimiento y de distintas fuentes de carbono y nitrégeno incluyendo, las

proteinas sarcoplasmicas.
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Protease (PrA and PrB) and prolyl and arginyl aminopeptidase activities
from Debaryomyces hansenii as a function of

growth phase and nutrient sources

Tomas Bolumar, Yolanda Sanz, M-Concepcion Aristoy and Fidel Toldra.

Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (C.S.1.C.), Apt. 73, 46100
Burjassot (Valencia), Spain

ABSTRACT

The effects of the nutrient sources and the phase of growth of Debaryomyces
hansenii on the protease (PrA and PrB) and aminopeptidase (prolyl- [PAP] and
arginyl- [AAP] aminopeptidases) activities were investigated. These activities were
also monitored during growth on a whole sarcoplasmic muscle protein extract
(WSPE) and on an equivalent medium but free of compounds under 10 kDa (SPE >
10 kDa). The levels of specific protease and aminopeptidase activities were higher
when cells were grown in urea and di-peptides than when grown in ammonium or
free amino acids as nitrogen sources. The level of each aminopeptidase (PAP or
AAP) activity was preferentially induced by its own substrate (ProLeu or LysAla),
suggesting a role in the utilization of exogenous peptides. The specific activities of
all proteolytic enzymes were higher when using acetate as carbon source. The time
course experiments carried out on urea- or sarcoplasmic protein-containing media
revealed an increase in all activities during transition and advanced stages of
stationary phase of growth. In muscle protein extracts the absence of nutrients of
low molecular mass (SPE > 10 kDa), initially induced the production of PrA, PrB,
and AAP activities, possibly involved in the breakdown of muscle oligopeptides. In

D. hansenii the overall increase in proteolytic activities seems to be an adaptive
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response to stationary phase growth phase and to poor or limiting concentration of
basic nutrients, which point to a role in their supply through exogenous and
endogenous protein degradation.

INTRODUCTION

Nowadays, the interest in non-saccharomyces yeasts has been increased as
related to its physiology, biochemistry and genetic aspects with impact in industrial
fermentations (4, 22, 24, 29, 33). Such yeasts are involved for instance in a wide
variety of food fermentation processes such as baking, brewing and cheese and
sausages making (3). Debaryomyces hansenii is an halo-tolerant yeast oftenly
found in meat and dairy products whose implications in food fermentations remain
fairly unknown (2, 7, 9, 25, 38).

Nitrogen metabolism is one of the most important biochemical pathways
involved in yeast physiology and with deep repercussions in the processing of
fermented foodstuffs. Indeed, proteases are partially responsible for the
physiological adaptations that allow the cell to survive and also have an indirect
effect on flavor development due to the activation of different metabolic routes
(18).

In Saccharomyces cerevisiae the expression of nitrogen catabolite genes is
controlled in response to the quality of the nitrogen source available. The presence
of easily metabolized nitrogen sources (ammonia, glutamine, asparagine and so on)
repress the expression of genes encoding transporters and catabolic enzymes
(proteases) necessary for the uptake and utilization of more poorly nitrogen sources
(39). This phenomenon is called nitrogen catabolite repression (NCR) (15). On the
other hand, when cells are transferred to a glucose-based medium that lacks a
nitrogen source, the rate of protein degradation markedly increases by the higher
production of proteolytic activities (17). In addition, the regulation of nitrogen
metabolism in yeast could affect the proteolytic chain during food fermentation
processes of protein-rich materials. Proteolysis leads to an increase of small
peptides and free amino acids, which could be further converted into volatile aroma
compounds, altogether affecting sensory perception. In addition, the generated
peptides and free amino acids have an influence on the microbial physiology and
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ability to survive where the microorganism are adapting, that contribute to regulate
the microbial succession and the whole fermentation process (35). For these
reasons, it will be of interest to know how proteolytic enzymes are regulated in D.
hansenii as a function of environmental factors, especially those close to the meat
ecosystem.

Recently, our group has carried out the purification and characterization of
the most important proteases of D. hansenii. These are the endoproteases A (PrA)
(T. Bolumar, Y. Sanz, M.C. Aristoy, F. Toldra, unpublished data) and B (PrB) (T.
Bolumar, Y. Sanz, M.C. Aristoy, F. Toldr4, submitted for publication) and a prolyl
aminopeptidase (PAP) (4) and an arginyl aminopeptidase (AAP) (5) constituting
the basis for further studies. In addition, the presence of endogenus intracellular
inhibitors, I* and I®, for PrA and PrB, respectively were detected (T. Bolumar, Y.
Sanz, M.C. Aristoy, F. Toldra, submitted for publication).

All these researches constitute the basis for the present work whose aim has
been to study the production of PrA and PrB activities as well as those of PAP and
AAP in D. hansenii growing under different carbon and nitrogen sources, during
different growth phases and on sarcoplasmic proteins, in order to obtain valuable
data related to the regulation of nitrogen catabolic enzymes and their possible roles
in meat fermentation.

MATERIALS AND METHODS

Yeast strain and culture conditions

The studied strain was Debaryomyces hansenii CECT 12487 which was
isolated from the natural microflora of fermented sausages and selected as possible
starter culture on the basis of its physiological and biochemical properties and its
ability to compete during sausage manufacturing processes (27). It was routinely
grown in malt extract agar (Scharlau, Barcelona, Spain) at 31 °C, for 48-72 h and,
then, stored at 4 °C or at -80 °C in 15 % glycerol. The strain was grown on YPD
broth at 37 °C for 48 hours. Then, cells were harvested by centrifugation at 5,000 X
g at 4 °C for 10 min and washed in 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5. The

final pellet was resuspended in sterile water and used to inoculate all the different
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media at initial optical density (O.D) of 0.01 at 600 nm. Flasks containing media of
different composition were incubated without shaking at 31 °C for a maximum
period of time of 14 days. Chloranphenicol (Boehringer Mannheim Gmbh,
Germany) was added in the medium at 0.01 g/ 100 mL to avoid contamination.
Two independent experiments were done for each particular case. The growth of
the different cultures was monitored by measuring the absorbance at 600 nm.

Studies of the effects of different nitrogen and carbon sources

In order to assess the effect of different nitrogen and carbon sources, Yeast
carbon base and Yeast nitrogen base (Difco Laboratories, Detroit, USA) were used.
Yeast carbon base was supplemented at 0.5 g/ 100 mL with the following nitrogen
sources: ammonium sulphate, urea, proline, ProLeu, LysAla, ProLeu plus an amino
acid mixture (1 g/ mL), and LysAla plus an amino acid mixture (1 g/ mL). The
composition of the amino acid mixture was previously designed for Saccharomyces
cerevisiae (E.W. Jones, personal communication) and included in mg/ L; 530
arginine, 530 histidine, 490 leucine, 500 lysine, 510 methionine, 500 serine, 480
phenylalanine, 510 tryptophan, 350 threonine and 530 tyrosine. Ammonium
sulphate and urea were purchased from Panreac (Barcelona, Spain), proline from
Scharlau (Barcelona, Spain) and the dipeptides and free amino acids from Sigma
(St. Louis, MO, USA).

Yeast nitrogen base was supplemented at 1 g/ 100 mL with the following
carbon sources: glucose (Panreac, Barcelona, Spain), galactose (Sigma, St. Louis,
MO, USA) and acetate (Scharlau, Barcelona, Spain). All the components were
freshly prepared and sterilized by filtration through a 0.22 pm pore-size membrane
(Millipore, Bedford, MA, USA). Samples were taken in the exponential phase of
growth for proteolytic activity assays.

Studies of the effects of the phase of growth in media with different nitrogen
sources

To study the levels of proteolytic activities during different phases of growth,
the strain was grown on yeast carbon base complemented at 0.5 g/ 100 mL with
urea and sarcoplasmic muscle protein as nitrogen sources. Sarcoplasmic proteins

were extracted from pork Longissimus dorsi muscles as previously described (28).
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In the case of sarcoplasmic proteins based medium, two different media were
prepared: in the first one a whole sarcoplasmic protein extract (WSPE) was added
and in the second a sarcoplasmic protein extract in which the components under 10
kDa were eliminated by ultrafiltration (SPE > 10 kDa) by using Amicon
Centrifugal Filter Devices of 10 kDa cut off (Millipore, Bedford, MA, USA). The
protein content of the sarcoplasmic extract was around 0.68 g/ 100 mL. Samples
were taking every two days (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 days) during a total incubation
period of 14 days and used for activity assays.

Preparation of cell extracts

Cells were harvested at 8,500 x g for 10 min, at 4 °C, washed in 20 mM
sodium phosphate, pH 7.5, and then suspended in a volume of buffer to reach a
final O.D. of 25 at 600 nm. This cell-suspension was immediately frozen with
liquid nitrogen and stored at —80 °C till use. Cell disruption was carried out in a
Mini Bead-Beater (Biospec Products, Washington, N.C., USA). A volume of
0.750 mL glass beads (0.5 mm diameter, Sigma, St. Louis, MO, USA) was added
to the same volume of cell suspension. This mixture was submitted to four
shakings for 30 seconds, with 2 minutes intervals on ice. Then, it was centrifuged
twice (27000 x g, 15 min, at 5 °C) and the obtained supernatant constituting the cell
extract was used for activity assays and assessment of the presence of inhibitors as
described below.

Enzyme assays

The endoproteolytic activity was measured against 0.21 mM N-Succinyl-
Leucine-Tyrosine-7-amido-4-methylcoumarin (N-Succinyl-Leu-Tyr-AMC; Sigma,
St. Louis, MO, USA) in Mcllvaine buffer (0.1M citric acid, 0.2 M disodium
phosphate), pH 7.5. The reaction mixture consisted of 100 pL cell extract plus 150
uL substrate solution. The total endoprotease activity against N-Succinyl-Leu-Tyr-
AMC was determined without adding inhibitors whereas to differ protease A (PrA)
from protease B (PrB) activity specific inhibitors were included in the reaction
mixture. PrA activity was determined in the presence of 0.5 mM 3,4-
dichloroisocoumarin (3,4-DCI) and PrB was measured in the presence of 1 mM
pepstatin.
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Prolyl aminopeptidase (PAP) and arginyl aminopeptidase (AAP) activities
were determined as described by Bolumar et al. (2003) (4, 5) in Mcllvaine buffer
(0.1M citric acid, 0.2 M disodium phosphate,), at pH 7.5 or 7.0 respectively,
containing 0.12 mM of either Proline-7-amido-4-methylcoumarin (Pro-AMC) or
Arginine-7-amido-4-methylcoumarin (Arg-AMC). AAP activity was enhanced
including 0.5 mM CoCl, in the substrate solution. The reaction mixture consisted
of 50 uL of enzymatic extract plus 250 pL of substrate solution in both cases. The
reaction mixtures were incubated at 37 °C, for 10 min to measure the
endoproteolytic activities and for 5 min to measure the aminopeptidase activities.
Fluorescence was measured in a multiscan fluorometer (Fluoroskan II, Labsystem,
Finland) using excitation and emission wavelengths of 355 and 460 nm,
respectively. All reagents were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA),
except for CoCl, that was from Panreac (Barcelona, Spain). Three replicates were
measured for each experimental point. One unit of enzyme activity (U) was defined
as the release of 1 nmol of substrate per hour at 37 ° C.

Determination of protein concentration

Protein concentration of the cell extracts was determined by the BCA
(bicinchoninic acid) method (32) with the BCA protein assay reagent (Pierce,
Rockford, IL, USA). Bovine serum albumin was used as standard.

Detection of endogenous protease inhibitors I* and I®

The cell extracts obtained in 20 mM sodium phosphate, pH 7.5, were spliced
into two aliquots. One was diluted to half with Mcllvaine buffer (0.1M citric acid,
0.2 M disodium phosphate), pH 7.5, and used for activity determination at time
zero. The other was diluted with Mcllvaine buffer to reach a final pH of 5.0 and
incubated at 25 °C overnight to inactivate endogenous inhibitors (23). Then, they
were employed to determine the proteolytic activity against N-Succinyl-Leu-Tyr-
AMC in the absence and the presence of specific inhibitors of proteases A and B as
previously described. An increase in activity reflected the destruction of the cited
inhibitors by prolonged incubation at 25 °C and/ or acid pH (31, 34, T. Bolumar,
Y. Sanz, M.C. Aristoy, F. Toldra, submitted for publication).
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Hydrolysis of sarcoplasmic muscle proteins

The hydrolysis of sarcoplasmic proteins during growth of D. hansenii in a
medium containing this protein extract as nitrogen source was determined by
sodium dodecyl sulphate gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis (21). 3 %
stacking and 10 % resolving polyacrylamide gels were used. Broad range
molecular weight standards were run simultaneously (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Proteins were visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue R-250.

RESULTS

Effects of the different nitrogen and carbon sources on endoprotease activities

The endoproteolytic activities from cells grown in different nitrogen and
carbon sources are shown in Figure 1. The obtained values of the total specific
endoprotease activity against N-Succinyl-LeuTyr-AMC without the use of
inhibitors (Figure 1 A) was approximately the sum of the values obtained in the
presence of 3,4-DCI (Figure 1 B) and in the presence of Pepstatin (Figure 1 C).
This is common for all the cases studied (Figures 1, 3 and 5) confirming the
existence of two endoproteases, PrB (T. Bolumar, Y. Sanz, M.C. Aristoy, F.
Toldra, submitted for publication) and PrA (T. Bolumar, Y. Sanz, M.C. Aristoy, F.
Toldra, unpublished results) similar to those described in S. cerevisiae (18, 19) and
the suitability of the method for the measurement of each one in crude extracts.
The second general observation is that, both activities increased after incubation at
pH 5.0, suggesting that this procedure allowed the destruction of their respective
endogenous inhibitors (Figure 1).

In general, total specific endoprotease activity was higher when the yeast was
grown on dipeptides (media 4 and 5) or proline (medium 3) as sole nitrogen source
than when grown in a easily metabolized nitrogen source as ammonium sulphate
(Figure 1 A). This fact results more evident when comparing the obtained activities
after incubation overnight to inactivate the endogenous inhibitors. The use of urea
(medium 2) as nitrogen source also resulted in high specific endoproteolytic
activity (Figure 2A) especially due to PrB (Figure 1 C). Media 6 and 7, containing

dipeptides plus the amino acids mixture displayed lower activities than the
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respective media which only contain dipeptides (media 4 and 5), the only exception
was the PrA activity detected in cells grown on ProLeu. In brief, media containing
ammonium (1, 8, 9 and 10) or free amino acids (6 and 7) displayed the lower total
specific endoprotease activity (see figure 1 A).

With regard to the use of different carbon sources in the growth medium (8, 9, 10),
the highest total endoprotease and PrB specific activities were found in cells grow
on acetate (Figure 1 A and B, medium 10). This effect was especially outstanding
when considering the level of the total specific endoproteolytic activity after
inactivation of the endogenous inhibitors (Figure 1 A). In this last case, the
presence of acetate also resulted in higher expression of PrA (Figure 1 B).

Effect of the different nitrogen and carbon sources on aminopeptidase
activities

The aminopeptidase activity levels found as a function of the medium
composition are shown in Figure 2. The activities of both peptidases were not
promoted after the incubation overnight at pH 5.0. AAP activity diminished 50 %
(data not shown) and PAP activity remained constant proving better stability than
AAP (data not shown). The peptides, ProLeu and LysAla, were previously
demostrated to be substrates for PAP and AAP, respectively (4, 5). Higher PAP
and AAP specific activities were observed in the presence of ProLeu (medium 4),
LysAla (medium 5), urea (medium 2) and proline (medium 3) than in the presence
of ammonium sulfate (medium 1) as nitrogen sources (Figure 2 A y B,
respectively). Remarkably, the highest PAP and AAP activities were expressed in
cells grown in the presence of their specific substrates ProLeu and LysAla,
respectively. These results suggest that substrates of both aminopeptidases could
induce the expression of their respective activities. However, when amino acids
were added to the media containing only a dipeptide as nitrogen source, both
aminopeptidases activities were remarkably reduced (Figure 2 A and B, media 4, 5
versus 6, 7).
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Figure 1. Specific endoproteinase activities (U/ mg protein) of D. hansenii grown in media
containing different nitrogen and carbon sources. Total endoproteolytic activity against N-
Succinyl-LeuTyr-AMC (A), protease A (PrA) activity (B), and protease B (PrB) activity
(C). Sole nitrogen or carbon source employed in each corresponding media: 1, ammonium
sulfate; 2, urea; 3, proline; 4, ProLeu; 5, LysAla; 6, ProLeu plus amino acid mixture; 7,
LysAla plus amino acid mixture; 8, glucose; 9, galactose, and 10, acetate. IIEEl Activities
measured at time zero, 1 Activities measured after incubation overnight for inactivation
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Figure 2. Specific aminopeptidase activities (U/ mg protein) of D. hansenii grown in media
containing different nitrogen and carbon sources. Prolyl aminopeptidase activity (PAP) (A),
and arginyl aminopeptidase activity (AAP) (B). Sole nitrogen or carbon source employed in
each corresponding media: 1, ammonium sulphate; 2, urea; 3, proline; 4, ProLeu; 5,
LysAla; 6, ProLeu plus amino acid mixture; 7, LysAla plus amino acid mixture; 8, glucose;
9, galactose, and 10, acetate.

In the case of the use of different carbon sources, the addition of acetate
(medium 10) was responsible for production of the highest specific aminopeptidase
activities, being the PAP more clearly induced than the AAP (Figure 2 A and B).
PAP specific activity ranges from 140 U/ mg protein when cells were grown on
glucose to 250 U/ mg protein when cells were grown on acetate (Figure 2 A) while
the AAP specific activity varied from 35 U/ mg protein in glucose to 40 U/ mg
protein in acetate (Figure 2 B).
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Effect of the phase of growth on the proteolytic activities
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Figure 4. Evolution of specific aminopeptidase activities (U/ mg protein) in D. hansenii
during growth on urea as sole nitrogen source. Prolyl aminopeptidase activity (PAP) (A),
and arginyl aminopeptidase activity (AAP) (B).

Cells grown in yeast carbon base supplemented with urea as sole nitrogen
source had both good specific activities (Figures 1 and 2), and the highest values of
total activity (data not shown). For this reason this culture medium was selected to
monitor the proteolytic activity levels during different phases of growth. This was,
in fact, the medium used for purification purposes (4, 5, T. Bolumar, Y. Sanz, M.C.
Aristoy, F. Toldra, submitted for publication).

The endoprotease activity levels during growth of D. hansenii are shown in
the figure 3. All specific activities tend to increase from the initial sampling time
(day 2) to the end of the incubation period (day 14) (Figure 3) when certain
nutrient limitation might occur. PrA activity showed a higher activation level after
incubation overnight than PrB (Figure 3 B y C) as also shown in the study of the
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effects of different nitrogen and carbon sources (Fig. 1). The specific activity of
PrA after the incubation at 25 °C overnight ranged from 0.35 U/ mg protein to 1.0
U/ mg protein (3-fold increase) (Figure 3 B). PrB specific activity increased as
well, from 2.0 U/ mg protein to 3.0 U/ mg protein at the end of the incubation (1.5-
fold increase) (Figure 3 C), but reached a maximum by the eightieth day of
incubation and then remained constant or was slightly reduced. Total endoprotease
activity ranged from 0.5 U at the beginning to 4.0 U at the end of the incubation
time that represents 8 times more activity. The same increasing pattern was
observed for the total activity of PrA and PrB (data not shown).

When analyzing the results of the aminopeptidase activities, similar
conclusions were inferred. There was an increase in specific activity for both
enzymes, PAP and AAP (Figure 4), from day 2 to day 8. Then, the levels of PAP
activity remained constant while those of AAP were slightly reduced to the end of
the incubation time (Figure 4 A and B). The specific activity for PAP varied from
100 to 250 U/ mg protein from the beginning (day 2) to the end (day 14) (2.5-fold
higher) whereas for the AAP the activity varied from 50 U/ mg protein to 75 U/ mg
protein (1.5 fold higher). Also, total PAP activity ranged from 25 U at the
beginning to 200 U at the end (8.0 fold higher) and total AAP activity varied from
15 U to 60 U (4.0 fold higher).

Production of proteolytic activities in D. hansenii during growth in the
presence of sarcoplasmic proteins as nitrogen sources

Sarcoplasmic protein extracts supported very well the growth of D. hansenii
when used as nitrogen source. However, the growth yield was clearly diminished
when the components under 10 kDa such as vitamins, free minerals, sugars, free
amino acids and small peptides were eliminated (data not shown). In these
conditions, cells initially (day 2) showed higher specific proteolytic activities than
when grown in the presence of the complete protein extract (Figure 5 A, B and C
and figure 6 A and B). This induction suggested an adaptive cell response to an

initial limitation of rapidly metabolized nitrogen sources.
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Figure 5. Evolution of specific endoproteinase activities (U/ mg protein) in D. hansenii
during growth on either whole sarcoplasmic proteins extract (WSPE) or sarcoplasmic
proteins extract in which components of less than 10 kDa were eliminated (SPE > 10 kDa)
as sole nitrogen source. Total endoproteolytic activity against N-Succinyl-LeuTyr-AMC
(A), protease A (PrA) activity (B), and protease B (PrB) activity (C). Wl Activities
measured at time zero in WSPE, %% Activities measured after incubation overnight for
inactivation of endogenus inhibitors in WSPE, E## Activities measured at time zero in SPE
> 10 kDa, 777 Activities measured after incubation overnight for inactivation of
endogenous inhibitors in SPE > 10 kDa.
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Figure 6. Evolution of specific aminopeptidase activities (U/ mg protein) in D. hansenii
during growth on either whole sarcoplasmic proteins extract (WSPE) or sarcoplasmic
proteins extract in which components of less than 10 kDa were eliminated (SPE > 10 kDa)
as sole nitrogen source. Activity levels of prolyl aminopeptidase, PAP, (A) and arginyl
aminopeptidase, AAP, (B). Il Activities measured at time zero in WSPE, W Activities

measured at time zero in SPE > 10 kDa.

Protease and aminopeptidase activities from cells grown in the WSPE
increased during the incubation time (Figure 5 A, B and C and Figure 7 A and B)
as happened for urea. In the case of the use of SPE > 10 kDa (Figures 6 and 7), the
initial total specific endoprotease activity was reduced by day 4, then started a
progressive increase up to day 10 (Figure 5 A). The same pattern was observed for
PrB (Figure 5 C) whereas PrA seems to increase from day 4 till the end of the
incubation time (Figure 6B). The expression of aminopeptidase activities followed
a similar trend as found for endoproteases (Figure 6 A and B) although PAP was
not initially induced by the absence of compounds under 10 kDa in protein
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extracts. Once again as well as happened in the presence of urea, the expression of
PAP activity was affected to a higher extent by the phase of growth showing nearly
4-fold times higher specific activity at the end than at the beginning of the
incubation period (from 50 U/ mg protein to 200 U/ mg protein, respectively,
Figure 6 A) while AAP activities varied from 60 U/mg protein to 80 U/ mg protein
being just 1.3-fold higher at the end of the incubation (Figure 6 B). Total activities
were higher when cells were grown on WSPE than on SPE > 10 kDa due to the
better growth yields (data not shown).

[EZAVR -

— — — -140.2
SR

|— = TS c— 925

-35.2

, ' ' P
! = g

-31.0
- = e
] -28.3

-19.5

Figure 7. SDS-PAGE of sarcoplasmic proteins of the D. hansenii culture supernatants
obtained during growth on either whole sarcoplasmic proteins extract (WSPE) or
sarcoplasmic muscle proteins extract in which components of less than 10 kDa were
eliminated (SPE > 10 kDa) as sole nitrogen source.

1, WSPE at day 4; 2, WSPE at day 8; 3, WSPE at day 12; 4, standard proteins (kDa); 5,
SPE > 10 kDa at day 4; 6, SPE > 10 kDa at day 8; 7, SPE > 10 kDa at day 12.

133



Sarcoplasmic proteins from the grown medium were hydrolyzed in both
cases as shown by SDS-PAGE (Figure 7). Most noticeable hydrolyzed bands
corresponded to proteins of the following molecular masses: 140.2, 92.5, 49.8,
41.2,35.2,29.9,28.3 and 19.5 kDa. However, in the medium containing the
sarcoplasmic proteins extract without compounds of lower molecular mass (< 10

kDa) underwent a more intense degradation.

DISCUSSION

The present study constitutes the first attempt to understand the regulation of
the expression of the endoproteases and aminopeptidases activities in D. hansenii.
Currently, there is scarce information about the putative roles of the proteolytic
system of D. hansenii despite the fact that could have several implications in food
fermentations, mainly of meat and dairy products, which are protein rich food
matrixes.

All the proteolytic enzyme activities, PrA, PrB, PAP and AAP, have been
measured using fluorescence methods that can represent an increase in the
sensitivity and accuracy in relation to previous studies carried out with
Saccharomyces (31, 34). These methods, optimized for D. hansenii perhaps could
be applied to other yeast species, considering the similarities that have been found
with the proteolytic systems of S. cerevisiae (37) and Kluyveromyces lactis (10).

The activation of both D. hansenii endoproteases, PrA and PrB, after
incubation overnight at 25 °C at pH 5.0 (o/n) was according to what observed for S.
cerevisiae (37) and Kluyveromyces lactis (10) suggesting the existence of similar
endogenous proteinase inhibitors in every species. In general, inhibitor levels
seemed to be proportional to the activity levels as pointed out by Slaughther and
Nomura (1992) and Tanimizu and Hayashi (1996). This means that they could not
regulate the endoproteinase activities but protect the intracellular proteins from
proteolytic degradation during their transport to the vacuole. In S. cerevisiae
protease inhibitors are located in the cytoplasm whereas the final destination for the
endoproteases, PrA and PrB, is the vacuole (31). The PrA activity experienced
major modifications as a function of the medium composition (Figure 1).

Physiologically speaking that could mean that PrA would be more regulated by
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environmental factors than PrB. In S. cerevisiae, PrA catalyzes cleavages involved
in maturation of precursors and activation of zymogens of other vacuolar proteases
and hydrolases triggering the activation of the protease cascade (16).

Specific endoprotease and aminopeptidase activities were higher when cells
were grown on complex nitrogen source as dipeptides than on a ready assimilated
source such as amino acids. On the other hand, media containing ammonium
(media 1, 8, 9 and 10) or amino acids (media 6 and 7) displayed the lower total
specific endoprotease and aminopeptidase activities (see figure 1 A and 2)
suggesting that those molecules could act as promoters of the NCR of proteases.
Accordingly, NCR has been reported to be induced in yeast by rapid metabolized
nitrogen sources for example free amino acids and ammonium sulphate (15). Thus,
the activity level of the carboxypeptidase S of S. cerevisiae was reduced in the
presence of amino acids and induced in the presence of a dipeptide hydrolyzed by
this enzyme (40). In S. cerevisiae there are also evidences that ammonium ion
induces NCR, which also plays a role in the regulation of the synthesis and
activities of cellular proteases (1). It has also been proved that aminopeptidase
activities (PAP and AAP) of D. hansenii were induced by peptides. ProLeu induces
PAP preferably and LysAla induces AAP preferably, indicating that each enzyme
is mainly induced by its own substrate. These results indicated that both
aminopeptidases could have a role in the utilization of exogenous peptides as a
nitrogen source when free amino acids are not available. In addition, in S.
cerevisiae, it is also described that exogenous dipeptides bearing a destabilizing N-
terminal residue (basic or hydrophobic) derepress the synthesis of its transporter
and enhance the cell’s ability to import di- and tripeptides (36). Overall, PAP
activity of D. hansenii seemed to be more regulated than AAP, showing higher
modifications as a function of the medium composition and during different stages
of growth. Acetate clearly promotes D. hansenii protease activities what it is
according to that found by Hansen et al. (1977). So that, the protease levels studied,
seems to be also dependent on the availability of good or bad carbon sources for
the cell.

The experiment on urea during different growth stages revealed that specific
activities of the four studied enzymes, PrA, PrB, PAP and AAP, increased clearly

during transition from exponential to stationary phase of growth. In S. cerevisiae
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has also been shown that resting cells display higher rates of protein turnover than
growing cells, and rates of protein degradation increase several-fold as cells enter
stationary phase (18). There are two ways of supplying the cell with nitrogen, one
by uptake of exogenous nitrogen containing compounds and the second by
degradation of endogenous proteins (protein turnover). PrA and PrB of S.
cerevisiae participate in the protein turnover, degrading ubiquinated proteins
together with proteasomes since cells deficient for PrA or PrB result in
accumulation of large amounts of ubiquinated proteins in the vacuoles (16, 30).
The vacuolar proteases PrA and PrB in S. cerevisiae account for the bulk of the
protein degradation that takes place when cells are in starvation-induced conditions
and are essential to survive nitrogen limitation (16). Such role for the proteases
from D. hansenii could explain their increased specific activities observed at the
latest incubation time when cells are in advanced stationary phase and nutrient
limitation could occur. At this stage, the PAP and AAP should participate in the
peptide metabolism although a more prominent role of PAP could be inferred from
its higher increase in activity levels.

In addition, the total endoproteolytic and total aminopeptidase activities were
increased many times (up to eight-fold) at the end of the incubation period. These
are results to be taken into account for purification purposes, since initial activity is
always a limiting factor. In addition, it could be important to obtain rich protease
cells or extracts for other industrial applications such as optimization of production
and utilization of yeast enzymes for food fermentation processes (26, 41). For such
purpose, D. hansenii should be grown on nitrogen sources that induce protease
expression, such as urea, and cells should be harvested in an advanced phase of
growth.

Meat is a very rich matrix containing proteins of high value and
micronutrients such as iron, zinc, vitamin B, niacin equivalents and vitamin By,
sugars, free amino acids and peptides supporting good growth (12). The present
work has proved that sarcoplasmic muscle proteins efficiently support the growth
of D. hansenii and that an abrupt protein hydrolysis occurred specially when lower
molecular mass compounds (< 10 kDa) were not present. In this case, activities of
the endoproteases were expressed at high levels at the beginning of the incubation
period (4.0 U/ mg protein in SPE > 10 kDa versus 1.5 U/ mg protein in WSPE) that
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could be due to the lack of ready assimilable nitrogen sources in the growth
medium. So, D. hansenii regulates endoprotease expression depending on the
complexity of the available nitrogen source as demonstrated for PrA and PrB
expressions in S. cerevisiae that are sensitive to NCR (6). AAP activity follows the
same pattern being initially (day 2) higher when growing on SPE > 10 kDa (100 U/
mg protein) than when growing on WSPE (50 U/ mg protein). PAP followed
different regulation pattern being higher at day 2 grown on WSPE (60 U/ mg
protein) than grown on SPE > 10 kDa (40 U/ mg protein) although at the latest
stages a higher increase of PAP took place. Thus, a more prominent role of AAP in
the initial degradation of muscle derived peptides and their use as nutrients could
be inferred while the role of PAP could be more related to the growth phases. In S.
cerevisiae, aminopeptidase 1 is to some extent regulated by NCR as could be the
case for D. hansenii aminopeptidases (8).

It is know that in S. cerevisiae large peptides and proteins do not support
growth since it appears to be neither capable of hydrolyzing nor accumulating these
macromolecules. However, extracellular proteolytic activity has been described in
other species, which could cover this nutritional role (14). In D. hansenii, despite
the fact that major proteases are intracellular, the existence of endoproteolytic
activity attached to the cell-wall has also been detected as responsible for casein or
muscle proteins digestion (20, 28). Partial lysis and subsequent leakage of
proteolytic enzymes to the medium (20) could also promote the breakdown of
large-proteins.

Yeasts trigger general and specific stress responses to particular
environmental conditions such as nitrogen limitation (11, 39). In this situation,
protease levels are increased dramatically for improved protein degradation and a
better utilization of the available nitrogen sources (17). Limited nutritional
conditions or very competitive interactions are typical of food fermentation
processes. For example, lactic acid bacteria compete very efficiently for the
available nitrogen sources during meat fermentation while yeasts could be more
susceptible to nitrogen limitation. Therefore, the mechanism evolved by the species
of D. hansenii to adapt to limiting nitrogen concentrations could be critical for
survival in such processes. The regulation of the studied proteases (PrA, PrB, PAP
and AAP) seems to respond to a general mechanism that depends on the available
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nitrogen source and its complexity, and could have an enormous impact in yeast
physiology and the outcome of the industrial food processing.
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4. RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION GLOBAL

Las proteasas de las levaduras estan involucradas en numerosas funciones
bioldgicas esenciales para la célula como el recambio proteico, la degradacion de
proteinas aberrantes, el correcto procesamiento de proteinas, la inactivacion
catabolica y la adaptacion a condiciones de baja disponibilidad de nitréogeno o alta
demanda (esporulacion o meiosis; apartado 1.5.2.). Por otra parte, D. hansenii es la
levadura mas abundante en embutidos fermentados (Metaxapoulus et al., 1996,
Santos-Mendoza, 2000, Encinas et al., 2000, Coppola et al. 2000) y en condiciones
adecuadas sus actividades metabolicas pueden mejorar las propiedades sensoriales
de los productos carnicos fermentados (Leistner, 1986, Gehlen ef al., 1991, Geisen
et al., 1992, Hammes y Knauf, 1994, Jessen, 1995, Encinas et al., 2000, Olensen y
Stahnke, 2000, Samelis y Sofos, 2003 y Dura, 2003). En este sentido, la proteolisis
es uno de los factores determinantes del desarrollo del sabor y del aroma (apartado
1.2.3). Sin embargo, no existen estudios bioquimicos en los que se describan las
caracteristicas y posibles funciones del sistema proteolitico de Debaryomyces
hansenii. El objetivo de esta Tesis ha sido la caracterizacion del sistema
proteolitico de D. hansenii, dada la importancia del metabolismo proteico, tanto en
la fisiologia de las levaduras como en la tecnologia de los productos carnicos
curados, y la escasez de estudios con relacion al tema propuesto existentes hasta la
fecha.

El punto de partida fueron las cepas de levaduras de la especie D. hansenii
CECT 12487 y CECT 12488, aisladas de la flora natural del centro de un embutido
fabricado de acuerdo con practicas industriales y seleccionadas con vistas a su
posible utilizacion como cultivos iniciadores por su mayor competitividad
(representaron > 80 % de los aislados al final del proceso) y por corresponder a
patrones mitocondriales distintos (aumento de la diversidad) (Santos-Mendoza,
2000, ver apartado 1.4.2).

4.1. Seleccion de cepas de D. hansenii en base a su actividad proteolitica
Inicialmente, se valoraron las actividades endo y exoproteoliticas de distintas
cepas de D. hansenii. Para ello, se utilizO un buen nimero de sustratos

fluorescentes con el objeto de detectar las diferentes actividades y seleccionar
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técnicas para su medida lo suficientemente sensibles a fin de poder afrontar la
purificacion y caracterizacion de las enzimas mas importantes. La actividad
proteolitica (endo y exo) de D. hansenii fue detectada mayoritariamente a nivel
intracelular y no se observo la secrecion de proteasas al medio extracelular
(sobrenadante del cultivo) lo que concuerda con las conclusiones de Choisy et al.
(1987). No obstante, los ensayos realizados con suspensiones celulares frente a
sustratos de endoproteasas permitieron detectar cierta actividad proteolitica,
posiblemente asociada a la pared o membrana celular. Todas las cepas ensayadas
mostraron actividad endo y, de forma mas apreciable, exoproteolitica. La hidrolisis
frente a sustratos fluorescentes especificos de aminopeptidasas de tipo aminoacil-
amidometilcoumarina (aminoacil-AMC) puso de manifiesto similitudes entre los
sistemas proteoliticos de todas las cepas estudiadas. Para las tres, los aminoacidos
liberados preferentemente fueron arginina, lisina, leucina y metionina, en segundo
término, fenilalanina y alanina y, en tercer término, tirosina y acido glutamico. La
hidrolisis de serina y glicina fue practicamente inapreciable.

Con el objeto de ampliar la informacién de las actividades proteoliticas
presentes en el contenido intracelular de D. hansenii, se midio la actividad
endoproteolitica de extractos intracelulares frente a caseina como proteina tipo en
funcion del pH, obteniéndose maxima actividad, a pH = 5.5 y a pH = 9.0. Ademas,
se detectd actividad endoproteolitica maxima frente al sustrato N-Succinyl-
LeucinaTirosina-AMC a pH = 8.0. Asimismo, se estudido la actividad
exoproteolitica en funcidon del pH frente a los siguientes sustratos derivados de la
metilcoumarina (aminoacil-AMC): Arg-AMC como aminoacido basico, Leu-AMC
y Ala-AMC como aminoacidos neutros y Pro-AMC como aminoacido que, dada su
estructura ciclica, sélo es hidrolizado por un tipo especifico de peptidasas. El pH
optimo de actuacion para estas actividades fue neutro y solo la actividad que
hidrolizaba prolina era capaz de actuar a pH acido, manteniendo un 50 % de su
actividad a pH = 5.5.

La cepa D. hansenii CECT 12487 fue la que mostré mayor actividad
exoproteolitica que, de acuerdo con los estudios disponibles hasta la fecha, es el
tipo de actividad que podria tener una mayor importancia en procesos de curado de
embutidos (Molly ef al., 1997, Ordonez et al., 1999). Asi pues, esta cepa fue
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seleccionada para la realizacion de estudios mas especificos acerca de la

composicion de su sistema proteolitico y con miras a futuras aplicaciones.

4.2. Hidrdlisis de proteinas sarcoplasmicas por D. hansenii

A continuacion, se evalud la capacidad de actuacion de la cepa seleccionada
D. hansenii CECT 12487 sobre proteinas reales, como son las proteinas
sarcoplasmicas de musculo porcino, mediante el andlisis de los fragmentos
proteicos, los péptidos y los aminoacidos generados tras incubar las proteinas
sarcoplasmicas con suspensiones celulares de esta cepa, con extractos
intracelulares o la combinacién de ambos.

El analisis de los fragmentos proteicos resultantes realizado mediente
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) revelé una degradacion de
proteinas similar en los tres casos, demostrando su capacidad hidrolitica frente a
este sustrato. El andlisis de los perfiles peptidicos permitié observar diferencias en
la distribucion de péptidos en cuanto a la hidrofobicidad de éstos, en los tres
ensayos. El extracto intracelular generé mas péptidos polares y de polaridad
intermedia y menos péptidos hidrofobicos que las células. La combinacion de
células y extractos intracelulares gener6 un perfil intermedio. La incubacion con
células dio lugar a una produccion de aminoacidos libres, mientras que la adicion
de extracto intracelular provocd una menor generacion de los mismos,
observandose aumentos significativos solo en el caso del acido aspartico e histidina
y, en menor proporcion, leucina e isoleucina. En general, los aminoéacidos libres
fueron degradados por el extracto intracelular. La combinacion de ambos (células y
extractos intracelulares) produjo un efecto similar al de las células aunque la
generacion de aminoacidos fue ligeramente inferior, debido presumiblemente, a su
posterior catabolismo por accion de las enzimas intracelulares. Este dato concuerda
con el mayor incremento de pH detectado en el extracto de proteinas al que se
adiciono el extracto intracelular de D. hansenii con respecto al detectado en el caso
en que se incorporaron suspensiones celulares (pH = 7.4 frente a pH = 6.6-6.7),
fruto de una mayor produccion de amoniaco como consecuencia del catabolismo

de aminoacidos.
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4.3. La prolin aminopeptidasa (PAP) de D. hansenii

Se ha conseguido purificar una prolin aminopeptidasa (PAP) (E.C. 3.4.11.5)
de D. hansenii que es una enzima que no habia sido descrita con anterioridad en
levaduras. Se trata de una cistein peptidasa inhibida por iodoacetato, con una masa
molecular en estado nativo de 370 kDa, compuesta por subunidades de 53.5 kDa,
activa en un amplio rango de pH (5.0-9.5), y que libera exclusivamente el
aminodacido prolina del extremo amino terminal.

De su proceso de purificacidon, merece una mencion especial el
fraccionamiento con protamina realizado inicialmente ya que fue un método
efectivo de purificacion de proteinas previo a las etapas cromatograficas mas
sofisticadas. Las protaminas son polipéptidos de 5000-6000 Da, ricos en residuos
de arginina, que pueden representar el 60-70 % de la molécula (Saperas et al.,
1996). Debido a su carga positiva tienen alta afinidad por moléculas cargadas
negativamente y, por eso, se utilizan comunmente para la eliminacion del ADN de
los extractos intracelulares. Ademas, también pueden unirse a proteinas y esta
unién, que es reversible, puede deshacerse al suspender el complejo proteina-
protamina en un tampoén de alta fuerza idnica y afiadir ADN por el que tiene una
afinidad mas alta. Este método posee la ventaja de que no es agresivo con las
proteinas ya que se basa en una interaccion ionica, es rapido y no necesita equipos
sofisticados. Su aplicacion resultd ser muy efectiva en la purificacion de la PAP
(fraccionamiento entre 40 y 100 mg/ g proteina) permitiendo la eliminacion del 95
% de las proteinas contaminantes.

La existencia de esta enzima, PAP, con una especificidad tan restringida se
debe a la especial estructura ciclica de la prolina que limita la hidrolisis del enlace
peptidico por accion de otras peptidasas de amplia especificidad. La PAP ha
demostrado ser activa a pH acido (30% de su actividad a pH = 5.0, 50 % a pH =
5.5y 75 % a pH = 6.0) y muy estable (meses a temperaturas de refrigeracion) por
lo que podria contribuir a la liberacion de este aminoacido del extremo amino
permitiendo la actuacion a otras aminopeptidasas y asi el progreso de la cadena
proteolitica en productos curados fermentados. Ademas, esta enzima podria estar
implicada en la eliminacién del sabor amargo en diversos alimentos fermentados.
El sabor amargo esta relacionado con el contenido de aminoacidos hidrofobicos,

como la leucina, isoleucina y la prolina, encontrados en ciertos péptidos aislados de
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embutidos fermentados (Henriksen y Stahnke, 1997) y de quesos (Kai-Ping y
Warthesen, 1996). El problema es particularmente importante en quesos (Habibi-
Najafi y Lee, 1996) ya que la caseina es una proteina rica en prolina. En este caso,
la efectividad de este tipo de enzimas ha sido probada como mecanismo de
eliminacion del sabor amargo (Habibi-Najafi y Lee, 1996). D. hansenii también es
una especie aislada con frecuencia, e incluso de forma mayoritaria en quesos
(Pereira-Dias et al, 2000, Petersen et al., 2002). Por todo ello, la PAP
caracterizada podria tener importancia en este sentido.

4.4. La arginin aminopeptidasa (AAP) de D. hansenii

Se ha purificado y caracterizado la arginin aminopeptidasa (AAP) (EC
3.4.11.6) de D. hansenii. Se trata de una metalo peptidasa, con masa molecular de
101 kDa, estructura dimérica y con un pH de actuaciéon neutro-basico (6.0-9.0) y
optimo a pH = 7.0 y 37 °C. La AAP de D. hansenii es homoéloga de la ApCo o
ApY descritas en Saccharomyces cerevisiae, que son activadas por cobalto e
hidrolizan preferentemente aminoacidos basicos, arginina y lisina (Klionsky et al.,
1990, Van den Hazel et al, 1996, Jones et al, 1997). Ademas, la AAP de D.
hansenii es capaz de liberar, aunque con menor velocidad, aminoacidos no polares
(leucina y metionina) y aminoacidos aromadticos (fenilalanina y tirosina),
coincidiendo con la especificidad descrita para la enzima homoéloga en S.
cerevisiae por Achstetter et al. (1982) y Yasuhara ef al. (1994).

La enzima es inhibida por inhibidores tipicos de aminopeptidasas
(puromicina y bestatina), por agentes quelantes (EDTA, EGTA y especialmente
fenantrolina) y por iodoacetato, compuesto que reacciona con los grupos sulfidrilo.
El cobalto, manganeso y calcio activan la enzima en proporcién al tamafio del
atomo, es decir, cuanto mas grande producen mayor activacion. Por el contrario,
los metales pesados cobre, cadmio y mercurio la inhiben dependiendo también del
tamafo del atomo, es decir, cuanto mas grande producen mayor inhibicion. Por
otra parte, la actividad frente a dipéptidos de AAP de D. hansenii resultd ser
maxima cuando el residuo en posicion carboxi terminal era un aminoacido acido.
Por lo tanto, se concluye que la carga neta en el centro activo es esencial para la
catalisis, lo cual es tipico de metalo proteasas. De hecho, Yasuhara et al., (1994)

demostraron la presencia de zinc en la enzima de S. cerevisiae.
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La arginina es el aminoacido liberado preferentemente por los extractos
intracelulares de D. hansenii, siendo muy probablemente la AAP la enzima
responsable, lo que indica que es una de las aminopeptidasas mas importantes del
sistema proteolitico de D. hansenii. La arginina juega un papel fundamental en el
metabolismo del nitrogeno en S. cerevisiae. Esta puede acumularse en la vacuola
sirviendo como reserva, ser degradada a ornitina y posteriormente convertida en
prolina o alternativamente degradarse a urea la cual puede ser excretada al medio
exterior, o actuar como precursor en la formacién de serina, treonina, tirosina,
fenilalanina y bases ptricas, convirtiéndose en uno de los aminoacidos centrales
del metabolismo del nitrégeno en levaduras (Klionsky et al, 1990, Henschke y
Jiranek, 1993 y Hofman-Bang, 1999).

De acuerdo con las propiedades bioquimicas de la AAP de D. hansenii, su
funcion en la generacion de aminoacidos libres durante los procesos de
fermentacion y curado seria limitada debido a que su intervalo de pH de actuacion
es neutro-alcalino, lejos de los pH 4acidos de embutidos. Sin embargo, si podria
tener importancia en otros productos carnicos con pH mas neutro como el jamon,
donde Martin (2000) concluyé que la inoculacion conjunta de D. hansenii y P.
chrysogenum en la superficie del jamon provocaba una mayor hidrdlisis de
proteinas miofibrilares durante su maduracion con un aumento significativo de
aminoacidos libres. Bintsis er al, (2002) encontraron niveles superiores de
aminoacidos libres comparandolos con el control después de 60 dias de
maduracion en quesos a los que se adiciond D. hansenii como cultivo iniciador

4.5. La proteasa B (PrB) de D. hansenii

Se ha purificado y caracterizado la proteasa B (PrB) (EC 3.4.21.48) de D.
hansenii. Se trata de una serin endoproteasa inhibida también por compuestos que
reaccionan con los grupos sulfidrilo, de 30 kDa y pH de actuacion neutro-alcalino
(6.0-12.0) con un 6ptimo a pH = 8.0. Por sus propiedades bioquimicas, la PrB de
D. hansenii es homoéloga a la PrB de S. cerevisiae (Achstetter y Wolf, 1985,
Mocehle et al., 1987, Klionsky et al., 1990, Jones et al., 1997, Van den Hazel et al.,
1996, Jones, 2002) y, de hecho, los anticuerpos policlonales para la PrB de S.
cerevisiae, presentaron reaccion positiva frente a la PrB purificada de D. hansenii,

lo que confirma su homologia.
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Se detecté la presencia de un inhibidor enddgeno (I®) para la PrB en el
citoplasma que pudo eliminarse tras una incubacion de 24 horas a 25 °C. Este
inhibidor estda ampliamente descrito en S. cerevisiae (Achstetter y Wolf, 1985,
Klionsky et al., 1990, Jones et al., 1997, Van den Hazel ef al., 1996). Ademas, se
observo que la actividad total del extracto frente al sustrato utilizado en su
caracterizacion  (N-Succinyl-LeucinaTirosina-AMC) podia deberse a dos
actividades, una inhibida por pepstatina (inhibidor de aspartico proteasas) y la otra
inhibida por 3,4-dicloroisocoumarina (inhibidor de serin proteasas). Asimismo, se
han descrito la existencia de dos endoproteasas mayoritarias en S. cerevisiae, la
proteasa A (PrA), aspartico proteasa, y la proteasa B (PrB), serin proteasa
(Achstetter y Wolf, 1985, Klionsky et al., 1990, Jones et al., 1997, Van den Hazel
et al., 1996). También se detectd un inhibidor endégeno (I*) para la PrA de D.
hansenii que fue, al menos, parcialmente eliminado tras una incubacion de 24 horas
a 25 °C. La purificacion de la PrB se inici6 también con un fraccionamiento con
protamina (30 y 80 mg/g proteina) que permitié la eliminacion del 90 % de las
proteinas contaminantes lo que facilit6 enormemente la purificacion total de ésta
enzima.

La PrB purificada presentd capacidad para hidrolizar las proteinas
sarcoplasmicas de musculo porcino por lo que podria estar involucrada en los
cambios observados en la hidrdlisis de proteinas sarcoplasmicas al adicionar
células o extractos intracelulares de D. hansenii realizados inicialmente (apartados
3.1 y 4.2). No obstante, la actuacion de esta enzima en el embutido fermentado no
se presupone importante ya que su pH de actuacion es neutro-alcalino y no es
activa a valores de pH inferiores a 6.0. Podria tener mayor relevancia en otros
productos carnicos como el jamoén donde el pH es mas alto (Martin, 2000). Por el
contrario, la proteasa A (PrA) podria tener una funcién mas relevante en la
hidrolisis de proteinas musculares durante la maduracion de embutidos
fermentados. Esta enzima pertenece a la misma familia que la catepsina D
muscular (Jones et al., 1991a), a la que se le atribuye gran parte de la hidrolisis de
tipo endoproteolitico observada en estos productos (Verplaetse, 1994, Molly et al.,
1997). Lurton et al. (1989) demostré que la proteolisis observada durante la
autolisis de levaduras a pH acido (pH = 3), que ocurre en vinos, se debia casi

exclusivamente a la PrA de S. cerevisiae. La purificacion y caracterizacion de la
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PrA de D. hansenii aportaria datos fundamentales para establecer su posible

funcion en procesos de maduracion de embutidos.

4.6. Efecto de la fuente de nitréogeno y de carbono y de la fase de crecimiento
sobre la sintesis de enzimas proteoliticas en D. hansenii

Los niveles de las actividades proteoliticas de las enzimas caracterizadas,
PrA, PrB, PAP y AAP, fueron diferentes en funcion de las fuentes de nitrégeno y
de carbono utilizadas en el medio de cultivo. Las actividades especificas de las dos
endoproteasas y de las dos aminopeptidasas estudiadas fueron maximas en
presencia de urea y dipéptidos. Por el contrario, dichas actividades especificas
fueron minimas cuando se utilizaron fuentes de nitrogeno facilmente asimilables
como el sulfato amoénico y los aminoacidos libres, lo que indica que su expresion
podria estar sujeta a los mecanismos de represion catabolica por nitrogeno (RCN)
descritos en S. cerevisiae (Hofman-Bang, 1999). El dipéptido prolina-leucina
indujo preferentemente la actividad de la PAP, enzima involucrada en su hidrolisis,
al igual que el dipéptido lisina-alanina indujo preferentemente la actividad de la
AAP. De acuerdo con estos resultados, ambas aminopeptidasas podrian estar
implicadas en la utilizacion de péptidos exodgenos como nutrientes. Con relacion a
las fuentes de carbono, las actividades especificas de las cuatro enzimas estudiadas
fueron mas bajas en las células crecidas en buenas fuentes de carbono, como la
glucosa y la galactosa, que las desarrolladas en una mala fuente, como el acetato.

Los niveles de actividad especifica y total de las distintas enzimas
caracterizadas aumentaron al pasar de la fase de crecimiento exponencial a la fase
estacionaria y en etapas avanzadas de ésta, en las que podria haber limitacion de
nutrientes. Estos resultados son de especial interés para la obtencion optimizada de
cultivos y extractos ricos en proteasas que facilitarian, tanto los procesos de

purificacion, como las aplicaciones en el ambito industrial.

4.7. Efecto del uso de proteinas sarcoplasmicas como fuente de nitréogeno
sobre la sintesis de enzimas proteoliticas en D. hansenii

D. hansenii crecidé muy bien en un medio de cultivo que contenia como
unica fuente de nitrogeno un extracto completo de proteinas sarcopldsmicas

(ECPS) de musculo porcino, y en un extracto de proteinas sarcoplasmicas del que
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se eliminaron los componentes de tamaiio inferior a 10 kDa (EPS > 10 kDa), es
decir las fuentes de nitrogeno facilmente asimilables como son los aminoacidos y
los péptidos pequeiios, ademas de otros nutrientes. En este segundo caso (EPS > 10
kDa), los niveles iniciales de actividad proteolitica especifica de las enzimas PrA,
PrB y AAP fueron mas altos, como respuesta a la escasa disponibilidad de una
fuente de nitrogeno facilmente metabolizable. Asimismo, al avanzar el periodo de
incubacion se observo una hidrolisis maés intensa de las proteinas sarcopldsmicas en
estas condiciones, presumiblemente, iniciada por proteasas asociadas a la envoltura
celular y/ o por la accion de las intracelulares que pudieran ser liberadas por lisis
celular (Kumura et al., 2002). La importancia de la contribucion de la lisis celular
de levaduras a la proteolisis mediante liberacion de enzimas intracelulares ha sido
descrita en distintas matrices como quesos, pan, cerveza, y vinos (Dreyer et al.,
1983, Ormrod ef al., 1991, Roostita y Fleet, 1991, Wyder y Puhan, 1999, Leclercq-
Perlat et al., 2000, Zambonelli et al., 2000). Los niveles de actividad especifica de
las proteasas, (PrA y PrB), y las aminopeptidasas, (PAP y AAP), también
aumentaron a lo largo del tiempo de incubacion en proteinas sarcoplasmicas, como
consecuencia posiblemente de cambios en la fase de crecimiento y del incremento
en el recambio proteico que conlleva la entrada en fase estacionaria.

Estos resultados son de gran importancia ya que en la mayoria de
fermentaciones alimentarias hay wuna gran competitividad con otros
microorganismos por los nutrientes disponibles y su supervivencia puede depender
de la capacidad de éstos para adaptar su metabolismo a dichas condiciones. En
embutidos fermentados, las bacterias lacticas compiten muy eficientemente por las
fuentes de nitrogeno y los mecanismos de adaptacion de D. hansenii podrian ser
relevantes para su implantacion, supervivencia y contribucion tecnoldgica.

Recientemente, también se ha sefialado la importancia que podria tener la
adicion de extractos de microorganismos en la mejora de la percepcion sensorial
de los embutidos fermentados (Hagen et al., 1996, Bruna et al., 2000, Bruna et al.,
2001 a y b). Concretamente, la adicion de extractos intracelulares de D. hansenii
implicaria el aporte de una combinacion de actividades endo y exoproteoliticas
necesarias para una completa hidrolisis de las proteinas y generacion de péptidos y
aminoacidos libres en embutidos curados, lo que se ha relacionado con el sabor
(Nishimura et al, 1988a, Nishimura y Kato, 1988b). Ademas, estos extractos
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actuarian también en la degradacion de los aminoacidos, previamente generados
por las peptidasas, aumentando el pH y generando, posiblemente, compuestos
aromaticos (apartado 1.2.3).

El presente estudio bioquimico basico de purificacion y caracterizacion de
las enzimas proteoliticas de D. hansenii es clave para conocer los mecanismos en
los que se basan los efectos observados en los productos curados, asi como para
optimizar la actuacion de levaduras y sus enzimas en los mismos.
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5. CONCLUSIONES

1. Debaryomyces hansenii es capaz de hidrolizar las proteinas
sarcoplasmicas de musculo porcino y, por tanto, generar cantidades
significativas de péptidos y aminoacidos libres de importancia para el
sabor. La inoculacion de cultivos viables o extractos celulares permite

modular cualitativa y cuantitativamente los productos resultantes.

2. La prolin aminopeptidasa (PAP) de D. hansenii es una cistein peptidasa
de 370 kDa, compuesta por subunidades de 53.5 kDa, activa en un amplio
intervalo de pH (5.0-9.5), con un 6ptimo de actividad a pH = 7.5 y 45 °C,
y que libera exclusivamente prolina del extremo amino. La PAP no habia

sido descrita previamente en levaduras.

3. La arginin aminopeptidasa (AAP) de D. hansenii es una metalo peptidasa
de 101 kDa y estructura dimérica, con pH de actuaciéon neutro-basico (6.0-
9.0) y optimo de actividad a pH = 7.0 y 37 °C. La AAP de D. hansenii es
homologa a la ApY, también denominada ApCo, descrita en
Saccharomyces cerevisiae, activada por cobalto y con preferencia por

aminoacidos basicos (arginina y lisina).

4. La proteasa B (PrB) de D. hansenii es una serin proteinasa de 30 kDa y
con un pH de actuacion neutro-basico (6.0-12.0) y optimo de actividad a
pH = 8.0 y 37 °C. Esta enzima es capaz de hidrolizar algunas proteinas
sarcoplasmicas. Por sus propiedades bioquimicas, la PrB de D. hansenii es
homologa a la PrB de S. cerevisiae.

5. La produccién de las enzimas proteoliticas estudiadas, PAP, AAP, PrB y
PrA, depende de las fuentes de nitrogeno y carbono utilizadas en el medio
de cultivo y de la fase de crecimiento. Las actividades especificas
aumentan como respuesta a la presencia de fuentes pobres o complejas de
nitrogeno y carbono, y a medida que el crecimiento celular avanza hacia la

fase estacionaria. La obtencion de cultivos o extractos de D. hansenii

157



Conclusiones

utilizando urea como fuente de nitrégeno, asi como la prolongacion del
tiempo de incubacion para alcanzar niveles maximos de actividad total,
podria constituir una buena alternativa de incorporacion a la masa cérnica

y asi acelerar la maduracion de embutidos curados.
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