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METODO PARA MEDIR ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE
Fusarium sp. EN HARINAS DE TRIGO
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RESUMEN

Se han encontrado harinas contaminadas con Fusarium que, aunque tienen bajo contenido de toxinas, no son
aptas para panificacion ya que las proteasas del hongo degradan las proteinas de la harina y producen un
deterioro en su calidad panadera. Como las harinas contaminadas contienen proteasas provenientes del grano de
trigo ademés de las del hongo, es importante encontrar un método que permita distinguir la actividad proteolitica
que proviene del Fusarium de la presente en la harina. Para esto se compararon las actividades proteoliticas de
harinas no contaminadas con Fusarium y con alta contaminacién, a efectos de optimizar las condiciones que
permitieran medir la actividad de las proteasas de Fusarium. El método asi obtenido fue validado porque
permitié obtener una correlacion positiva (r=0.972 p<0.01) entre la actividad proteolitica y la contaminacion
de las harinas. ‘
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SUMMARY

A METHOD TO MEASURE PROTEOLYTIC ACTIVITY OF
Fusarium sp. IN"'WHEAT FLOURS

There are types of Fusarium contaminated flours that, despite containing low levels of toxins, are not suitable
for breadmaking because their content of fungal proteases that degrade flour’s proteins and can therfore reduce
its breadmaking properties. In Fusarium contaminated flours there are cereal and fungal proteases. It is therfore
important to obtain a method to measure the fungal protease activity only. We compared here the proteolytic
activity of Fusarium contaminated and not contaminated flours to optimize the conditions to discriminate the
fungal proteolytic activity. The method presented here validates because of the obtained high correlation
(=0.972 p<0.01) between proteolytic activity and flour contamination.

KEY WORDS: azocasein, breadmaking quality, protease.

INTRODUCCIC)_N

Las infecciones con Fusarium sp. en cultivos de trigo
y cebada se han hecho cada vez mas frecuentes en Uru-
guay y han significado un problema importante para la
seguridad alimentaria asi como pérdidas econdémicas y
problemas agronémicos (Diaz de Ackerman et al., 2002).
La presencia de Fusarium en harinas representa un riesgo
desde el punto de vista de la alimentacion porque produce

toxinas, pero ademas causa deterioro en la calidad indus-
trial del trigo (Cuniberti, 2002).

El grano de trigo tiene un 70 - 80% de almidoén, un 10 -
15% de proteinas y un 1 - 2% de lipidos medidos en peso
seco y contiene proteasas y otras hidrolasas que partici-
pan en el proceso de germinacion. Cuando el Fusarium
infecta el grano produce proteasas y amilasas que, en el
endosperma de los granos infectados, ocasionan la degra-
dacién de los granulos de almidén y de la matriz proteica
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de modo que las proteinas de alto peso molecular se trans-
forman en polipéptidos de menor peso molecular. La
incubacién de extractos de harinas contaminadas con
Fusarium muestra una gradual disminucion de las protei-
nas con el tiempo, debida a la accién de las proteasas de
los hongos contenidas en la harina (Nightingale et al.,
1999).

Las proteinas del gluten son los componentes que tie-
nen mas importancia en la definicién de las propiedades
funcionales de las harinas y la combinacion de elasticidad
y extensibilidad que le confieren a la harina, permiten la
correcta formacion de la red que retiene el CO, producido
durante el proceso de leudado (Shewry ef al., 1997).

Las harinas contaminadas contienen proteasas prove-
nientes de Fusarium que provocan la degradacién de las
proteinas del gluten durante la preparacién del pan
(Nightingale et al., 1999) pero no en la preparacion de pas-
ta con el mismo tipo de harina ya que ese proceso requiere
menos cantidad de agua y se realiza en menos tiempo (Dexter
etal.,1997).

Ensayos realizados con variedades de trigo de amplia”

difusién en Uruguay provenientes de chacras con altos
problemas de Fusarium, demostraron que el deterioro de
los parametros de calidad panadera correlaciona con la

contaminacién de las harinas (Vézquez, 2002). Para esta-

blecer si también correlaciona con la actividad proteolitica,
fue necesario determinar la actividad proteolitica prove-
niente del Fusarium. La posibilidad de medir esa actividad
es de utilidad ademas porque pueden encontrarse harinas
aceptables, desde el punto de vista del nivel de toxinas,
pero que no son aptas para panificacién ya que el ﬁorcentaje
de granos dafiados por Fusarium no siempre correlaciona
con el contenido de toxinas (Dexter & Nowicki, 2003).

El objetivo de este trabajo fue optimizar un método para
medir la actividad de las proteasas de Fusarium presentes
en harinas contaminadas. Para esto se compararon las ac-
tividades proteoliticas de harinas sin contaminacién y ha-
rinas con alta contaminacién variando el tampdn de reac-
cidn, para seleccionar las condiciones que permitieran que
la actividad medida correspondiera principalmente a las
proteasas de Fusarium. Para confirmar la validez del méto-
do se calculd la correlacion entre la actividad proteolitica y
la contaminacion de harinas de trigo provenientes de cha-
cras con alto problema de Fusarium.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de harina

Se utilizaron muestras de harina de trigo INIA Boyero 1
y 2 de la zafra 2001-2002 con distinto contenido de

Fusarium (Vazquez et al., 2004). Como control “sin
Fusarium” se uso harina de la zafra 2000.

Extraccion de las proteasas

Se extrajeron segun Pekkarinen et al. (2000) de 10 g de
harina que se mezclaron con 25mL de tampdn acetato de
sodio 50mM pHS.5. Luego de 30min de incubaciéna 4° C
se centrifugd durante 25min a 8000 g y se tomaron alicuotas
del sobrenadante para ensayar la actividad proteolitica.

Actividad proteolitica

Se usé azocaseina como sustrato para medir la activi-
dad de las proteasas de las muestras, que se midié de acuer-
do a Becana et al. (1986) con modificaciones. La mezcla de
reaccion contenia igual volumen de tampén de ensayo,
solucién acuosa de azocaseina 0.4% y extracto de harina.
Después de 3h de incubacion a 40° C lareaccion se detuvo
por el agregado de igual volumen de acido perclérico 1M.
Los blancos respectivos se realizaron deteniendo la reac-
cién alos 15min. Los tubos se centrifugaron a 15000 g duran-
te 10min y en el sobrenadante se midio la actividad de las
proteasas por el incremento de absorbancia a 337nm.

La actividad proteolitica se expresé en unidades de en-
zima por gramo de harina (UE/g) siendo una UE la cantidad
de enzima necesaria para producir un aumento de una uni-
dad de absorbancia en 3h de reaccién. Los resultados
graficados son medias de tres repeticiones con su desvio
estdndar y corresponden a un ensayo representativo de
los tres realizados que mostraban la misma tendencia.

Eleccion del tampén de ensayo

Se compararon tampones de ensayo de distinta fuerza
idnica, concentracién de Ca*"y pH. Los tampones usados
fueron acetato de sodio-acético (pH5.0 y 6.0), TRIS-HCI
(pH7.0,8.0,9.0,9.5 y 10.0), MES-NaOH (pH7.0) y glicina-
NaOH (pH9.0, 9.5 y 10.0). La fuerza idnica ensayada fue
1.0M y 0.25M y la concentracién de Ca?* en el tampén fue
40, 10 y 0mM de CaCl,.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para estimar la actividad proteolitica proveniente del
Fusarium en harinas contaminadas fue necesario optimizar
un método de extraccion de las proteasas y un tampén de
reaccion que permitiera distinguir las proteasas del
Fusarium de las de la harina.

Con el objetivo de seleccionar el tampén de ensayo y el
tampodn de extraccion se utilizaron harinas muy contami-
nadas de modo de elegir las condiciones que permitieran
obtener los mayores valores de actividad ya que ese tipo
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de harinas contiene proteasas provenientes de la harina y
de Fusarium.

Luego de establecida la forma de extraccion, se midi6 la
actividad proteolitica de los respectivos extractos ensa-
yando variaciones del método de Becana et al. (1986) que
utiliza azocaseina como sustrato. La actividad proteolitica
también puede estimarse usando gelatina, azogelatina,
hemoglobina y caseina como sustrato. La utilizacién de
derivados azotados de proteinas como la azocaseina, cu-
yos productos de hidrdlisis se detectan a 337nm, permite
que la hidrélisis de otras proteinas presentes en el extracto
no interfiera en la medida porque los productos no se de-
tectan a esa longitud de onda (Jones et al., 1998). La
azocaseina se usa en nuestro laboratorio para medir
proteasas en extractos vegetales y por eso fue utilizada
como sustrato en este ensayo.

Para medir la actividad proteolitica proveniente del
Fusarium en muestras de harina se ajust6 el tampén de
ensayo (pH, fuerza iénica y contenido de Ca?*) comparan-
do la actividad proteolitica de harinas muy contaminadas
con harina “sin Fusarium”. Se selecciond el tampdn de
ensayo con el que se obtuvieron actividades proteoliticas
altas con harina de alta contaminacion y bajos con harina
“sin Fusarium”. La actividad proteolitica medida de esta
forma provenia principalmente del Fusarium y esto fue
confirmado midiendo actividad proteolitica en harinas de
contaminacion conocida.

Extraccion de proteasas

Se realizaron ensayos preliminares para extraer las pro-
teasas en los cuales se macerd la harina en unarelacion de
10% (p/v) con distintos tampones 1M conteniendo 40mM
Ca? (glicina-HC1pH3.5, acetato de sodio-acético pH5.0y
TRIS-HClpH7.5y 9.0). La medida de la actividad en ali-
cuotas de la suspension macerada de harina, tomadas in-
mediatamente después de agitacion, presenté dificultades
porque las muestras continuaban con turbidez ain des-
pués de centrifugadas. El tratamiento por ebullicion de los
tubos (AOAC, 1995) luego de la detencidn de la reaccién
con perclérico, mejord la lectura espetrofotométrica.

Con este procedimiento se extrajeron muestras de hari-
na INIA Boyero 1 y 2 a dos pH (7.0 y 9.5), que aparente-
mente permitian diferenciar harinas con y sin Fusarium,
pero los resultados fueron aleatorios (datos no mostra-
dos).

A partir de estos resultados, la extraccion de proteasas
se realizd en frio con tampdn acetato pHS.5 segin
Pekkarinen et al. (2000) y los extractos se usaron para ajustar
las condiciones del tampdn de ensayo (fuerza idnica, con-
tenido de Ca*y pH).

Eleccién del tampén de ensayo

Se analizaron las distintas variables (fuerza iénica, con-
tenido de Ca*" y pH) comparando la actividad proteolitica
de harinas con mucha contaminacion y harinas sin
Fusarium para elegir las condiciones que permitieran la
mayor diferencia de actividad entre las mismas.

Eleccion de la fuerza idnica

Enlafigura 1 se comparan las actividades proteoliticas
de harina contaminada y sin contaminar cuando se utiliza-
ron tampones de ensayo de distinta fuerza idnica conte-
niendo 40mM de Ca*, en el rango de pH5.0 y 10.0. En
todos los casos se encontré mayor actividad proteolitica
en las harinas con Fusarium que en la sin Fusarium, y la
harina contaminada dio mayor actividad proteolitica con
tampones 0.25M que con tampones de fuerza idnica 1M
(Figura 1).

A partir de este resultado se seleccioné 0.25M como
fuerza iénica del tampon de ensayo para ajustar las restan-
tes condiciones.

Eleccion del contenido de Ca**

El Ca* ha sido usado en la mezcla de reaccién para
medir actividad proteolitica (Castro & Cantera, 1995) y para
nuestras determinacinones se incluyd inicialmente en una
concentraciéon 40mM que luego se modificé a 10 y OmM.
En la figura 2 se muestran las actividades proteoliticas de
harina contaminada y sin contaminar usando tampén de
ensayo 0.25M con distinto contenido de Ca?" en el mismo
rango de pH usado para elegir la fuerza idnica.

Se selecciond el tampdn sin Ca®* porque present, a
todos los pH, las mayores diferencias entre las activida-
des proteoliticas de harinas con y sin Fusarium. La pre-
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Figura 1. Actividad proteolitica de harinas medida a dis-
tintos pH con tampones 1M y 0.25M conteniendo 40mM
Ca?*. Harina sin Fusarium (s/F) y con Fusarium (c/F). Las
barras representan los desvios estdndar.
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sencia de Ca*'es importante para la estabilidad de las
proteasas de Fusarium purificadas (Pekkarinen & Jones,
2002), pero los extractos crudos pueden presentar con-
centraciones de Ca** mayores a 100mM (Betschart, 1988)
lo que explicaria que el tampdn de ensayo no necesite agre-
gado de éste.

Eleccion de pH del tampén de ensayo .

Los resultados de la medida de 1a actividad proteolitica
de la harina contaminada y la sin Fusarium con el tampén
0.25M sin calcio fueron usados para seleccionar el pH del
tampén de ensayo (Figura 2). A todos los pH la harina
contaminada tiene mayor actividad proteolitica que la ha-
rina sin Fusarium. La diferencia de actividad proteolitica
entre las harinas es baja a pHS.0, aumenta con el pH y por
encima de pH8.0 comienza a disminuir hasta que a pH10.0
nuevamente los dos tipos de harina tienen valores de acti-
vidad similares. »

La actividad proteolitica encontrada en la harina sin
Fusarium tuvo su valor maximo a pH 5.0, similar al encon-
trado en la harina contaminada lo que indica que la mayor
parte de la actividad que se detecta a pHS.0 en harinas
contaminadas proviene de las proteasas de la harina. La
presencia de proteasas de pH 6ptimo acido en la harina se
debe a que en el endosperma se mantiene un pH acido
durante la germinacion para favorecer la solubilidad de los
compuestos de reserva, la disociacion de los inhibidores
endogenos de las hidrolasas y el transporte de los pro-
ductos de hidrélisis. En cebada en germinacién las
proteasas actian a pH acido (4.9 - 5.1), que en el
endosperma se origina por acumulacién de acido malico
en los estadios tardios de formacién del grano. En el

1.6

endosperma de granos de trigo en germinacién se han en-
contrado proteasas 4cidas y neutras en cantidades simila-
res, seguramente ubicadas en distinfos compartimentos.
La acidificacién en este cereal se produce luego de la res-
puesta al acido giberélico durante la germinacidn
(Dominguez & Cejudo, 1999).

La figura 2 muestra que los mayores valores de activi-
dad en harina contaminada se obtuvieron a pH6.0, 7.0 y 8.0
pero para seleccionar el pH del tampén de ensayo se des-
cartd el pH6.0, aunque era el valor mayor, porque las dife-
rencias entre las actividades proteoliticas de harinas con-
taminadas y sin contaminar son mayores a pH7.0y 8.0. Se
seleccioné pH7.0 para el tampdn de ensayo ya que el des-
vio estandar de las medidas de actividad a ese pH fue
menor que el obtenido a pH8.0.

La gran diferencia que se encuentra a pH7.0 y 8.0 entre
la actividad proteolitica de las harinas sin contaminar y
contaminada, indica que a esos pH el valor obtenido en la
harina contaminada proviene principalmente de las
proteasas de Fusarium. Esto esta de acuerdo con lo que
informan Pekkarinen er al. (2000) que encontraron que
F. culmorum, F. graminearum y F. poae producen proteasas
neutras y alcalinas creciendo en medio con gluten de trigo
o en granos de cebada infectados. En Uruguay la especie
mas frecuente en las infecciones de trigo es F. graminearum
(Diaz de Ackerman et al., 2002) lo que explicaria los resulta-
dos obtenidos. Pekkarinen et al. (2000) informan también
para esa especie un maximo de actividad proteolitica a
pH9.0, lo que no se encontr6 en nuestro estudio si bien
entre pH9.0 y 10.0 se encontraron valores de actividad
mayores a los de la figura 2 cuando se utilizé TRIS en lugar
de glicina (datos no mostrados). De todos modos la activi-
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Figura 2. Actividad proteolitica de harinas medida con tampén 0.25M con 40, 10 y 0mM Ca?*.
Harina sin Fusarium (s/F) y con Fusarium (c/F). Las barras representan los desvios estdndar.
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dad proteolitica medida en harina con Fusarium en esas
condiciones no present6 tanta diferencia con la actividad
de la harina sin Fusarium como la que se muestra en la
figura2 apH7.0y 8.0.

A pH7.0 las medidas realizadas con MES permitieron
encontrar valores de actividad algo mayores a los obteni-
dos con TRIS (datos no mostados) pero para medir nume-
rosas muestras se eligié TRIS, que es un producto comun
en los laboratorios.

Para confirmar que las condiciones elegidas (TRIS-HCI
0.25M pH7.0) permitian medir la actividad proteolitica co-
rrespondiente al Fusarium en harinas contaminadas, se
determind la actividad en muestras de harinas (Vizquez et
al., 2004) y se buscaron correlaciones con su grado de
contaminacién.

Verificacion del método elegido

Las 5 muestras de harina de cada origen, INIA Boyero
1y 2, fueron preparadas por duplicado a partir de granos
originales de cada tratamiento que se mezclaron con canti-
dades crecientes (0, 25, 50, 75 y 100%) de granos “limpios”
(Véazquezet al., 2004). Los granos “limpios” se selecciona-
ron entre los granos originales por su aparente no conta-

Actividad proteolitica (UE/g

minacién con Fusarium. Por lo tanto, la harina obtenida de
100% de granos “limpios™ tiene contaminacién, lo que se
verific6 porque sus valores de actividad proteolitica fue-
ron siempre mayores (INIA Boyero 1: 0.475 UE/g e INIA
Boyero 2: 0.646 UE/g) a los obtenidos con la harina “sin
Fusarium”, que corresponde a trigo cosechado el afio
2000, cuando la contaminacién fue escasa (0.275 UE/g). La
figura 3 muestra que la actividad proteolitica de las harinas
INIA Boyero 1 y 2 tiene una correlacion positiva con la
contaminacién de las mismas (1=0.972 p<0.01). Esto permi-
te concluir que el método de extraccion de las proteasas 'y
las condiciones seleccionadas para el tampén de ensayo
fueron adecuados para medir las proteasas provenientes
del Fusarium contenidas en harina de trigo.

Cuando la seleccion de harinas se hace por su bajo
contenido de toxinas, es necesario utilizar un método com-
plementario de seleccién ya que la contaminacién con
Fusarium no siempre correlaciona con el contenido de
toxinas. El método descrito aqui para medir la actividad
proteolitica proveniente del Fusarium en una harina de
trigo es una forma rdpida de descartar harinas no aptas
para panificacién que fueron aprobadas desde el punto de
vista del contenido de toxinas.

y =0.0134x + 0.501

60 80 100

granos originales (%)

Figura 3. Correlacion (r=0.972 p<0.01) entre la actividad proteolitica (UE/g) y contaminacién

del grano (% granos originales).
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