Observador del Conocimiento
Edicion Especial

Proteasas sintetizadas por microorganismos
utilizadas en la produccion de quesos

Efrain A. Garcia

Division de Biotecnologia Fundacién Ciepe
ORCID:0000 0003 2973 7949
efrainagarcia6418@gmail.com
Yaracuy-Venezuela

Darlene Peralta

Division de Biotecnologia Fundacién Ciepe
ORCID:0000 0001 6700 192X
darlene-yohana@hotmail.com

Yaracuy -Venezuela

Fecha de recepcion: 26-10-2020
Fecha de aceptacion: 28-11-2020

Belkis Tovar

Division de Biotecnologia Fundacién Ciepe
ORCID:0000 0002 8407 2313
belkismonsa@gmail.com

Yaracuy -Venezuela

Dioselauren Hernandez
Division de Biotecnologia Fundacién Ciepe
ORCID:0000 0002 4301 2576
dioselaurenhernandez@gmail.com
Yaracuy -Venezuela

Resumen

Las proteasas son elementos fundamenta-
les en las actividades fisioldgicas de los seres
vivos, vegetales, animales, bacterias, hongos y
virus, es alli donde su presencia es significati-
va, tanto en la vida como en la muerte, tanto
en la reproducciéon como en la descomposicion.
Las proteasa actlan de manera especifica so-
bre enlaces peptidicos que conforman a las pro-
teinas y polipéptidos, estan clasificadas dentro
del grupo de las hidrolasas, por su forma de
accion pueden ser exopeptidasas o endopep-
tidasas, por su pH pueden ser acida, neutra o
alcalinas, depende del aminoacido o elemento
presente en su sitio activo. Son muy versatiles
en su aplicacion, el farmacéutico, alimentario,
el quimico, siendo el primero de ellos el de ma-
yor importancia a nivel de investigacion, por lo
que implica para la salud del ser humano. Las

proteasas de interés en el mundo actual esta
siendo investigada y producidas bajo condicio-
nes controladas a partir de microorganismos,
siendo las bacterias las mayor aprovechamien-
to por su forma de cultivo en fermentacion su-
mergida, es mas facil de controlar, escalar y
recuperar. El interés de la investigacién esta
enfocada en la disminucion de los costos utili-
zando sustratos econdmicos, mejorar los rendi-
mientos de produccidn y en el uso de la bioin-
formatica a través de las herramientas omica,
protedmica y ADN recombinante para encontrar
la especie mas productiva, mas especifica, mas
resistente. En esta revisidén se evidencia traba-
jos desarrollados en la produccion de proteasas
y la aplicacion de las mismas especialmente en
el campo de la produccién de quesos.
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Proteases synthesized by microorganisms used
in the production of cheeses

Abstract

Proteases are fundamental elements in the
physiological activities of living beings, plants,
animals, bacteria, fungi and viruses, where
their presence is significant, both in life and in
death, both in reproduction and in decomposi-
tion. Proteases specifically attitudes on peptide
bonds that make up proteins and polypeptides,
are classified within the group of hydrolases,
due to their form of action they can be exopep-
tidases or endopeptidases, due to their pH they
can be acidic, neutral or alkaline, depending on
the amino acid or element present on your acti-
ve site. They are very versatile in their applica-
tion, the pharmaceutical, food, chemical, being
the first of them the most important at the re-

search level, so it implies for human health.
Proteases of interest in today’s world are being
investigated and produced under controlled
conditions from microorganisms, with bacteria
being the best use for their culture in submer-
ged fermentation, it is easier to control, scale
and recover. The research interest is focused
on decreasing costs using economic substrates,
improving production yields and on the use of
bioinformatics through omics, proteomics and
recombinant DNA tools to find the most pro-
ductive, most specific species, more resistant.
This review evidences works developed in the
production of proteases and their application,
especially in the field of question production.
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Las proteasas son enzimas
que catalizan reacciones de
ruptura molecular en los enla-
ces peptidicos que unen a los
aminoacidos entre si, que con-
forman a las proteinas, estan
presente en todos los seres vi-
vos desde el nivel macroscopi-
co hasta el nivel microscopico
y forman parte del sistema re-
gulador fisioldgico de la célula,
pero también son segregadas
al medio exterior y es alli don-
de en el campo de explotacién
comercial entra en juego, en el
sentido de recuperar, extraer
y aislar y de esta manera ser
utilizada de manera practica en
investigacién en primer plano
y para darle un valor agrega-
do en aplicaciones tecnoldgi-
ca bien sea para desarrollo de
productos para consumo hu-
mano, y su amplia aplicacion
como uso tecnoldgico y para
uso farmacéutico. De alli la
esencia de conocer, entender
y poder proyectar no solo su
importancia si no su potencial
que se pierde de vista por su
amplio campo de aplicacién y
su gran demanda.

Los microorganismos por
su forma de crecer, se pueden
controlar y es una de las vias
y herramientas mas practicas
que permiten hacer uso de la
misma y aprovechar todo este
bagaje de conocimiento con el
cual se puede proyectar para
la produccién de este producto
biolégico en favor de la huma-
nidad en todos sus aspectos.

En el plano alimentario, el

Introduccion

queso es un producto de con-
sumo masivo, fundamental por
su contenido proteico, elemen-
to esencial para la nutricidn de
los seres vivos, su produccién
implica la utilizacidon de protea-
sas que insolubilizan a la ca-
seina con lo cual se crean dos
fases, para luego dar lugar a la
elaboracion de queso, el cual
se conserva por mayor tiem-
po y se puede comercializar en
grandes volumenes.

Las proteasas de origen mi-
crobiana mas adecuada para
insolubilizar la caseina de la le-
che, son la aspartica, las cuales
son del tipo acido, son especifi-
ca en la ruptura de la k-caseina
y son producidas por hongos
filamentosos.

El desarrollo de esta investi-
gacion documental, esta basa-
da en conocer el mundo de las
proteasas, cdmo se definen,
como se clasifican, que las di-
ferencian, sus aplicaciones, el
estado del arte en que esta in-
mersa hoy en dia la produccién
de proteasa en especial en el
campo alimentario haciendo
énfasis en la produccién de
quesos.

Desarrollo

En condiciones fisioldgicas,
las células humanas expresan
aproximadamente 10.000 pro-
teinas que deben plegarse ade-
cuadamente para llevar a cabo
sus funciones bioldégicas como

lo resalta Tundo et al, (2020);
Partiendo de esto, se tiene una
vision de cédmo la célula es una
unidad simple, pero con meca-
nismos reguladores tan com-
plejos y diversos, en la cual
deriva la importancia de los
sistema enzimaticos, se podria
alegar que, sin las enzimas se-
ria imposible la existencia de la
vida, sin dejar de pensar que la
misma es un sistema, de alli la
diatriba en el escenario cienti-
fico cuando se plantea la hipo-
tesis que los virus no son seres
vivos, siendo fundamental para
su existencia la intervencién de
las proteasas para su replica-
cion.

Las enzimas

Las enzimas son proteinas,
de estructura tridimensionales
poliméricas las cuales estan
formadas por unidades simples
de aminoacidos, unidos entre
si mediante enlaces covalen-
te, denominados peptidicos,
lo particular de las enzimas es
que llevan a cabo reacciones
de catalisis quimicas. La acti-
vidad catalitica de las enzimas
depende de que mantengan su
estructura tridimensional. En
esta conformacion hay la pre-
sencia de cavidades, llamadas
sitio activo, las cuales mues-
tran afinidad por moléculas
especificas denominadas sus-
tratos, especificamente en el
caso que aqui concierne, el de
las proteinas, o en menor ta-
mafio los péptidos, estas molé-
culas se degradaran generando
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un producto de menor tamafo
con propiedades especificas.
La combinacion de grupos fun-
cionales quimicos presentes
en estas cavidades genera un
conjunto de reacciones o0 in-
teracciones covalentes y no
covalentes entre la enzima y
el sustrato, que hacen que se
dé la transformacién de éste
en un producto. Como cual-
quier catalizador, al finalizar la
transformacién del sustrato y
liberarse el producto del sitio
activo, la enzima regresa a su
estado original y puede involu-
crarse en un nuevo ciclo de ca-
talisis (Ramirez y Ayala; 2014).

Se conocen casi 4.000 en-
zimas, y de ellas, se utilizan
comercialmente aproximada-
mente 200 de origen micro-
bianas. Sin embargo, solo se
producen unas 20 enzimas a
escala industrial. Con un mejor
entendimiento de la bioquimica
para la produccién de enzimas,
los procesos de fermentacién y
los métodos de recuperacién,
se prevee un numero crecien-
te de enzimas industriales. La
demanda mundial de enzimas
es satisfecha por unos 12 pro-
ductores y 400 proveedores.
Casi el 75% del total de las en-
zimas son producidas por tres
compafiias, la Novozymes, con
sede en Dinamarca, la DuPont,
con sede en EE. UU. La cual ad-
quirié a Danisco en Dinamarca
en mayo de 2011 y Roche, con
sede en Suiza. El mercado es
altamente competitivo, tiene
pequeios margenes de ga-
nancia y es tecnoldgicamen-
te intensivo. Se estimd que el
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mercado mundial de enzimas
aumentaria en un 7 por ciento
a un ritmo de $ 8.0 mil millo-
nes para el ano 2015, las ga-
nancias reflejan en el tiempo
un continuo repunte en la eco-
nomia mundial (Li et al; 2012).

Proteasas

Especificamente en el cam-
po de las enzimas, las protea-
sas catalizan la hidrolisis de los
enlaces peptidicos de las pro-
teinas. Tienen un rol fisiolégico
e industrial, su rol fisiolégico va
desde la digestion de las protei-
nas de los alimentos hasta for-
mar los aminoacidos, los cua-
les a través de las diferentes
rutas metabdlicas en la célula
pueden ser sintetizadas y estar
involucradas en las reacciones
catabdlicas y anabdlicas de la
célula, asi como en la partici-
pacion en procesos como por
ejemplo, la coagulacion de la
sangre donde interviene la en-
zima trombina clasificada como
una serin proteasa. Se encuen-
tran naturalmente en orga-
nismos vivos, donde se usan
para la digestion molecular y
la reduccién de proteinas. Son
producidas por los seres vivos,
vegetales, animales y microor-
ganismos como hongos, bacte-
rias y participan en la replica-
cion de los virus.

Los microorganismos pro-
ducen una gran variedad de
enzimas, la mayoria de las
cuales son generadas en canti-
dades relativamente bajas, las
enzimas estan involucradas en
procesos fisioldgicos de las cé-
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lulas. Hay enzimas que igual-
mente son excretadas fuera de
la célula. Las enzimas tienen
usualmente la funcion de rom-
per moléculas poliméricas a ni-
vel de los enlaces peptidicos.
Los productos de la degrada-
cion de las proteinas, péptidos
y aminoacidos son utilizadas
por el microorganismo como
fuente alimenticia y lo utilizan
para llevar a cabo su propio
metabolismo, para su creci-
miento, reproduccién, activida-
des fisiolégicas y produccién de
biomasa.

Existen muchas enzimas
importantes de pro  duccién
industrial en el mercado inter-
nacional, la proteasa es una de
ella, son obtenidas utilizando
los procesos de fermentacion.
Este es un proceso que se pue-
de definir como una opera-
cion unitaria que consiste en
la transformacion bioldgica de
materias primas en bioinsu-
mos, mediante la utilizacién de
microorganismos.

En el mercado de las enzi-
mas industriales las proteasas
forman parte de uno de los
tres grupos de enzimas mas
utilizado en la industria, repre-
sentan el 20 % del 60 % total
de enzimas a nivel mundial y
este mercado se incrementa
significativamente cada afio y
esto obedece al amplio campo
de aplicacion que tiene en di-
ferentes industria (Kumar and
Takag, 2000).

Se estima que las proteasas
representan entre el 1 y el 5%
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del genoma de los organismos
infecciosos y el 2% del genoma
humano (Puente et al., 2003).
Los diferentes procesos fisiolo-
gicos, como la reproduccion, el
nacimiento, el envejecimiento
y hasta la muerte estan regula-
dos por proteasas. Las protea-
sas son vitales en la imitacion
y propagacion de enfermeda-
des infecciosas y, debido a su
importante papel en el ciclo de
vida, son imprescindibles para
el descubrimiento de drogas.
Estan involucradas en los pro-
cesos normales vy fisiopatoldgi-
cos. Esta participaciéon las ha
llevado a producir enfermeda-
des mortales, como el cancer,
el SIDA (Rawlings et al., 2004).

Las proteasas son enzimas
del tipo hidrolasas también de-
nominadas peptidasas o pro-
teoliticas, estan intimamente
relacionadas a los procesos
biolégicos vitales, lo que hace
imaginar su importancia, inclu-
so en el caso de los organis-
mos mas simples y su asocia-
cion con procesos evolutivos.
El rango de variantes y espe-
cificidad que presentan, son el
reflejo de sus modificaciones
evolutivas que han sufrido a
través del tiempo.

Las enzimas en general es-
tan divididas en seis clases
y las proteasas se clasifican
en la clase numero 3, el cual
esta conformado por el grupo
de las hidrolasas, esta inmer-
sa en la subclase 3.4., en fun-
cion del tipo de sustrato sobre
el que actuan, ya que tienen
en comun la hidrolisis sobre

los enlaces peptidicos. Existen
ademas 13 subclases las cua-
les estan asociadas al tipo de
reaccién catalitica.

Existen otras formas de cla-
sificacion en funcién de su es-
tructura quimicas, lo cual su-
ministra informacion sobre el
origen de la evoluciéon familiar,
existe una base de datos ME-
ROPS (http://merops.sanger.
ac.uk) que tiene como objetivo
satisfacer esta necesidad. Es de
tipo organizativo, de una base
de datos con una clasificacién
jerarquica en la que los conjun-
tos homologos de las proteinas
de interés se agrupan en fami-
lia y las familias homologas se
agrupan en clanes. Cada pep-
tidasa, familia y clan tienen un
identificador Unico. La base de
dato se ha empleado reciente-
mente para incluir los inhibido-
res de las peptidasas y estos se
clasifican de manera muy simi-
lar a las peptidasas, en funcién
de la estructura tridimensional
de la proteina y sus sitios ca-
taliticos. Cada clan proporciona
informacién sobre la estructu-
ra catalitica de las proteasas.
Los nombres que adoptan las
enzimas estd relacionado al
aminoacido representativo o al
metal presente o al elemento
icono ubicado en el sitio acti-
vo: Peptidasas asparticas (A),
Cisteina peptidasas (C), Métalo
peptidasas (M), serina pepti-
dasas (S), tipo catalitico mix-
to (P) y tipo desconocido (U).
(Rawlings et al; 2004).

La estructura de conforma-
cion alrededor del sitio acti-

vo de la proteasa, determina
cémo el sustrato, puede unirse
al centro activo de la enzima.
La superficie de la proteasa
que se acopla a la cadena del
sustrato se le denomina sub-
sitio y determina la especifici-
dad del sustrato a la proteasa.
Sin embargo, aunque la mayo-
ria las enzimas presentan una
cadena o estructura grande y
compleja, solo unos pocos ami-
noacidos estan involucrados en
el sitio activo. Por ejemplo la
quimiotripsina, es una serin-
proteasas, bien conocida por
su relacion geométrica clasica
de triada catalitica, existente
entre los aminoacidos Aspar-
tico102, Histidina 57 y Serina
195. (Tavano, 2013).

Las proteasas pueden cla-
sificarse en dos grupos segun
su zona de accion sobre la ca-
dena polipeptidicos, las exo-
peptidasas y endopeptidasas.
También existe otra forma de
clasificacién, pero basada en la
zona del pH optimo en el cual
actua la enzima, es decir, pro-
teasas acidas: pH optimo por
debajo de 7,0 dentro del rango
2,0 y 5,0; proteasas alcalinas:
pH doptimo por encima de 7.0 y
proteasas neutras: pH optimo
alrededor de 7.0. Las proteasas
son especificas en el sustrato al
cual se acopla, sitio activo, me-
canismo catalitico, pH, tempe-
ratura optima. El conocimiento
de estas caracteristicas es de
vital importancia para explotar
de manera exitosa su aplica-
cion industrial como biocatali-
zadores. (Sethi et al; 2016).
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Los microorganismos
y las proteasas

Partiendo del hecho de que
los microorganismos, por ser
seres vivos, por contar con un
cédigo genético, con un pro-
ceso de reproduccién celular,
contar con la presencia de or-
ganelos citoplasmaticos, en su
célula se llevan a cabo reaccio-
nes metabdlicas catabdlicas vy
anabdlica, dentro de las cuales
son fundamentales la presencia
de las enzimas, y las proteasas
entran en juego ejecutando ac-
ciones especifica tanto a nivel
celular como en la segregacién
extracelular.

Proteasas de origen
bacterianas

Las bacterias son organis-
mos procariotas unicelulares,
que se encuentran en casi to-
das las partes de la Tierra. Son
vitales para los ecosistemas
del planeta. Algunas especies
pueden vivir en condiciones
realmente extremas de tempe-
ratura y presion. El cuerpo hu-
mano esta lleno de bacterias,
de hecho se estima que contie-
ne mas bacterias que células
humanas. Las proteasas son
enzimas sintetizadas intracelu-
lares y extracelularmente por
bacterias y hongos para sus
funciones fisioldgicas. Las pro-
teasas de origen bacteriana,
especificamente las derivadas
del Bacillus sp. Son las enzimas
industriales mas ampliamen-
te explotadas comercialmen-
te con gran aplicacion en las
formulaciones de detergentes.

Y ey
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Estas enzimas se han utilizado
por esta industria desde 1914
como aditivo. En los ultimos
30 afos, la importancia de las
proteasas en detergentes ha
pasado de ser aditivos a ser
parte importante dentro de su
formulacion. Entre las protea-
sas comerciales existente se
encuentran la Subtilisina Carls-
berg, Subtilisina BPN, Alcala-
se, Esperase y Savinase. Estas
proteasas han sido producidas
con éxito de diferentes fuentes
de microorganismos. Las pro-
teasas alcalinas microbianas
dominan el mercado mundial
de enzimas, lo que representa
una participacion de dos tercios
de la industria de los detergen-
tes. Desde el advenimiento de
la enzimologia, las proteasas
microbianas han sido las en-
zimas mas ampliamente estu-
diada. (Beg and Gupta, 2003).

Las proteasas han ganado
interés, no solo por su papel
vital en las actividades meta-
bdlicas, sino también por su
inmensa utilizacion en diversas
industrias. La razén por la cual
las proteasas disponibles en el
mercado son en mayor canti-
dad de origen microbiano, obe-
dece a su alto rendimiento, los
tiempo de produccion son me-
nores, requiere de espacios re-
ducidos, se han logrado buenos
resultados con la manipulacion
genética y la rentabilidad es
superior, lo que las ha hecho
atractiva su alta demanda vy
utilizacién en el mercado.

Las proteasas de origen mi-
crobianas son mas requeridas
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que las proteasas derivadas de
plantas vegetales como papai-
na de la lechosa y bromelina de
la pifia, asi como las obtenidas
a partir de animales como es
el caso de las pancreaticas ob-
tenidas de porcino o la renina
del estdbmago de rumiantes, y
esto obedece a que estas en-
zimas en sustitucion, reune las
caracteristicas deseadas para
aplicaciones industriales y lo
mas atractivo es que su forma
de producciéon es mas faciles
de controlar en tiempo y es-
pacio. Para reducir el costo de
produccién, el uso de sustratos
abundante disponibles y eco-
nomicos estan llamados a ser
evaluados para la produccion
de enzimas. De alli la abun-
dante investigacion existentes
en el uso de desechos agricolas
(Sathishkumar et al., 2014).

Los productos biofarmacéu-
ticos existentes en el mercado,
tales como los anticuerpos, las
hormonas, factores de creci-
miento, interferones, inter-
leucinas, insulina, penicilina G
acilasa, estreptavidina y dife-
rentes quinasas representan
aproximadamente una quinta
parte de los productos farma-
céuticos producidos. Las bacte-
rias especificamente las cepas
de Bacillus son los que revisten
mayor interés para la produc-
cion por la via de ADN recom-
binante, técnica establecida
desde hace mucho tiempo para
la produccién biotecnoldgica de
proteinas, para ello hacen uso
de técnicas como cultivo en
placas, micro titulacién, matra-
ces agitados, biorreactores por

utilizadas en la produccion de quesos @ @@
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lotes, por lote alimentado y en
proceso continuo, aqui entra
en juego la herramienta dmica
y la protedmica con enfoques
prometedores, llevando a los
Bacillus hacia la aplicacién in-
dustrial para la produccién de
proteinas farmacéuticas re-
combinantes. (Lakowitz et al;
2018).

Las proteasas intracelula-
res, juegan un papel vital en
el recambio de proteinas, en
la regulacion hormonal y en la
disponibilidad del conjunto de
proteinas celulares, mientras
que las proteasas extracelula-
res tienen su importancia sig-
nificativa en su utilizacién y
aplicacién en la hidrodlisis de
proteinas, para la produccién
de péptidos y aminoacidos de
gran interés en el campo ali-
mentario (Adrio and Demain,
2014).

Las utilizaciones de enzimas
de origen microbianas se ven
favorecidas especialmente por-
que pueden ser producidas de
forma masiva y ofrece una va-
riedad de propiedades que per-
miten la seleccidon de las condi-
ciones mas adecuadas para su
aplicacion.

Proteasas secretadas
por hongos

Los hongos del latin fungus,
es un organismo del grupo de
los eucariotas que pertenece
al reino Fungi. Los hongos for-
man un grupo polifiletico, es
decir no tienen un antepasado
comun a todos los miembros

y son parasitos o viven sobre
materia orgdnica en descom-
posicion.

Las proteasas acidas

Los hongos es el género mas
relevante conocido para la ex-
crecién de proteasas, del tipo
acidas, las cuales son las mas
adecuadas para ser utilizadas
en la industria de los alimentos,
se caracterizan por que son es-
tables y activas en un rango de
pH que se mueve entre 3,8 y
5,6. Los microorganismos que
se han identificados produc-
tores de proteasas especificas
para actuar en medio acido, pH
menores a 7.0, son las excre-
tadas por hongos filamentosos,
de alli que basado en esta ca-
racteristica son las mas ade-
cuadas para ser utilizadas en el
campo de los alimentos, es por
eso que se utiliza para elabo-
rar queso, partiendo de que el
punto isoeléctrico de precipita-
cion de la k - caseina de la le-
che esta ubicado en el valor de
pH 4,6; ademas su utilizacidon
en la preparacion de salsa de
soja, hidrolizado de proteinas,
ayudas digestivas, material
para condimentar. Entre otras
aplicaciones, las proteasas aci-
das también se utilizan en la
clarificacién de jugos de fruta,
para mejorar la textura en la
masa y pasta en panificacién
por hidrolisis del gluten lo cual
también contribuye para die-
tas especiales, también se uti-
liza en el ablandamiento de la
carne, para eliminar la turbidez
gue se genera en frio en la cer-
veza como consecuencias de la

presencia de péptidos, con esto
se logra mejorar la clarificacion
de cervezas, también para eli-
minar el sabor en algunos tipos
de bebidas de frutas y alcohdli-
cas (Zhang et al; 2010).

Las proteasas asparticas se
han utilizado en la clarificacién
de jugos de frutas. Hay un es-
tudio de investigacién donde se
identificd un nuevo gen de pro-
teasa aspartica (Tlap) derivada
del Talaromyces leycettanus
JCM12802; se expreso de for-
ma heterdloga a partir del hon-
go Pichia pastoris. Usando ca-
seina como sustrato, el TIAP
recombinante purificado, mos-
tré actividades o6ptimas a pH
3,0 y 55 °C; con una actividad
especifica de 1.795,4 + 62,8U
/ mg, y se mantuvo estable en
un rango de pH dentro del ran-
go de 3,0-6,0; a temperaturas
por debajo de 45 °C. Ademas,
la enzima mostré se altamen-
te resistente a la mayoria de
los iones metdlicos y reactivos
quimicos, a excepcion del Fe+3
y al B-mercaptoetanol. Cuan-
do se agregé al jugo a base de
manzana, naranja, uva y kiwi,
mostré una excelente actividad
proteolitica contra las protei-
nas formadoras de turbidez,
disminuyendo la turbidez hasta
un 49,9 unidades de turbidez
de nefelometria (NTU). Estas
propiedades enzimaticas crean
un potencial favorable para el
uso de la TIAP en la industria
de jugos de frutas. (Guo et al;
2019).

De los hongos mas utiliza-
dos en la producciéon de pro-
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teasas para aplicaciones en la
industria alimentaria se en-
cuentran el Aspergillus oryzae,
y el Rhizomucor miehei en es-
pecial por su gran relevancia
en la produccién de cuajo para
la industria quesera. (Copetti;
2019).

En trabajo de investigacion
desarrollado por Prezzi et al,
(2018) hace mencion que la
hidrolisis de la caseina de la
leche da como resultado pép-
tidos con propiedades immu-
nomodulatoria, antioxidante,
antihipertensiva, antitromboti-
ca, anticancerigena y acciones
inhibitorias de enzimas, de alli
su importancia como trata-
miento terapéutico y su pro-
duccion como producto para la
industria farmacéutico, investi-
gaciones que hoy dia llevan la
vanguardia en los paises desa-
rrollados.

Las proteasas de acido as-
partico, también conocida
como aspartil proteasas o pro-
teasas acidas, son del tipo en-
dopeptidasas y dependen de
dos residuos de acido asparti-
co ubicados en el sitio activo,
para su actividad catalitica, lo-
calizados en dos tramos cortos
de aminoacidos que tienen alta
homologia de secuencia y si-
militud de estructura tridimen-
sional. Actuan a valores de pH
acidos, poseen una preferencia
de ruptura entre aminoacidos
hidréfobos, son inhibidas por la
pepstatina, presentan puntos
isoeléctricos en el intervalo de
pH 3,0 a 4,5 y sus masas mole-
culares estan dentro del rango
de 30 a 50 kDa.
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La base de datos MEROPS,
clasifican ocho subfamilias den-
tro de las proteasas asparticas
con la secuencia de los ami-
noacidos Asp-Thr (Ser)- Gly en
su sitio activo. Las subfamilias
difieren segun la posicion del
mismo, los residuos especifi-
cos, el numero de puentes di-
sulfuro presentes dentro de la
estructura y el pH éptimo en el
que funciona la enzima.

La mayoria de las proteasas
asparticas se ajustan a estas
caracteristicas, existen diferen-
cias sustanciales relacionadas
a las propiedades cataliticas,
la localizacién celular y las fun-
ciones bioldgicas. En general,
se sintetizan como precursores
inactivos, que se convierten a
la forma activa por activacion
en medio acida, sufren proted-
lisis autocatalitica y participan
en la eliminacion de cadenas
de polipéptidos del extremo
donde estd ubicado el nitrége-
no terminal (N-terminal).

El mecanismo de accion
mas ampliamente aceptado
de las proteasas asparticas, es
una catalisis acido-base, que
se puede denominar “empujar-
tirar”, que implica dos residuos
activos de acido aspartico en el
sitio activo, que actian como
donador y aceptor de proto-
nes, asi como, una molécula de
agua que reside entre ellos y
gue realiza un ataque nucleofi-
lico carbono carbonilico especi-
fico en el sustrato. (Vigueras et
al; 2019).

El Mucor, es un hongo que
se desarrolla normalmente
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como saprofitico en el suelo,
materia orgdanica, estiércol de
herbivoros, en general se con-
sideran como un fitopatégeno
de menor importancia. Mucor
miehei, M. pusillus y M. bacilli-
formis han sido muy utilizados
para la produccién de protea-
sas y su aplicacion en la indus-
tria alimentaria y bebidas fer-
mentadas y en la coagulacién
de la leche en la fabricacion de
queso. Estas especies general-
mente se han demandado en
preferencia como un sustituto
del cuajo de rumiantes por su
especificidad en la hidrolisis
de los péptidos de los kappa-
caseina, por su alta proporcion
en la coagulacion de la leche
durante la actividad proteolitica
y sus requerimientos de calcio
muy similar al uso tradicional
y por la obtencién de un queso
de buena calidad. En un traba-
jo de investigacion se pudo evi-
denciar que el crecimiento ce-
lular del hongo Mucor aumentod
rapidamente en Las primeras
etapas. La sintesis de enzimas
comenzé en las primeras 24 h.
cuando el consumo de nutrien-
tes era alto. Hubo reduccidn
en la actividad enzimatica des-
pués de alcanzar un maximo
de 120 h. (Alves et al; 2005).
Desde esta orientacién vendria
a ser una alternativa a la utili-
zacion de la enzima quimosina
extraida de rumiantes (Solera,
et al; 2010).

Al igual que el Mucor, hay la
existencia de otros hongos que
han sido de interés industrial
como es el caso de Aspergi-
llus spp., Candida, Neurospora
y Rhizopus, han sido amplia-
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mente explotadas en diversas
industrias, lo que refleja la ac-
tividad de estas enzimas a di-
ferentes valores pH y tempera-
turas. Las proteasas acidas se
han obtenido en las especies
Mucor miehei, Mucor hiemalis,
Mucor racemosus y Mucor ba-
cilliformis. De igual manera se
han logrado obtener proteasas
acidas parecidas a la pepsina
a partir de especies de Asper-
gillus y Rhizopus. (Sethi et al;
2016).

Las proteasas asparticas
estan codificadas por la co-
misidon de enzimas como EC
3.4.23, conocidas como pro-
teasas acidas, son una subfa-
milia de endopeptidasas que se
han aislado de diversas fuen-
tes, incluidos virus, bacterias,
hongos, plantas y animales.
Enzimas del tipo renina se han
aislado a partir de la Endothia
parasitica (endotiapepsina, EC
3.4.23.22), y de las especies
de Mucor y Rhizomucor (mu-
corpepsina, EC 3.4.23.23). Es-
tas enzimas tienen pesos mo-
leculares en un rango de 30 a
45 kDa y contienen uno o dos
residuos de acido aspartico
conservados en el sitio activo.
Estas proteasas asparticas pre-
sentan pH optimo acido entre
el rango de pH 3,0 y 5,0 y son
inhibidas por la presencia de
Pepstatina A.

Las proteasas y su aplica-
cion en la industria alimen-
taria

Las proteasas tienen una
gran diversidad de aplicaciones

en el procesamiento de alimen-
tos, por ejemplo, en el procesa-
miento de lacteos, panaderia,
pescados y mariscos, procesa-
miento de proteinas animales,
ablandamiento de carne, pro-
cesamiento de proteinas vege-
tales y generacién de péptidos
bioactivos. El objetivo principal
de la aplicacidon de enzimas en
el procesamiento de alimen-
tos es mejorar las propiedades
nutricionales y funcionales de
los alimentos, como la diges-
tibilidad, las modificaciones de
la calidad sensorial, la mejora
de la capacidad antioxidante
y la reduccién de compuestos
alergénicos (Tavano, 2013).
Sin embargo, la eleccion de la
enzima y el grado deseado de
hidrdlisis deben realizarse te-
niendo en cuenta el sabor, la
solubilidad y las propiedades
de aplicacion especificas del
producto hidrolizado.

Los hidrolizados de protei-
nas pueden usarse para la re-
gulacién de la presion arterial,
para formulaciones de alimen-
tos infantiles, para productos
dietéticos terapéuticos especi-
ficos y para el enriquecimiento
de jugos de frutas y refrescos
(Ray, 2012 citado por Singh
and Bajaj, 2017). Sin embar-
go, el sabor amargo de los
hidrolizados de proteinas es
una barrera importante en su
amplio rango de utilizacion.
La intensidad del amargor es
proporcional a la presencia de
aminoacidos hidrofébicos en
los hidrolizados, el uso de exo-
peptidasas como la aminopep-
tidasa que tiene la particulari-

dad de romper vy liberar estos
aminoacidos hidréfobos como
la leucina y prolina, solventa-
ria esta dificultad mejorando
el sabor en productos amargos
(Sumantha et al; 2006 ).

Fermentacion sumergida

En los procesos de creci-
miento de microorganismos se
hace uso de la fermentacion,
dentro de la cuales hay varias
clasificaciones, segun el medio
de cultivo que se esté utilizan-
do para el crecimiento del mi-
croorganismo llamese hongo o
bacteria estan la fermentacion
sumergida en medio liquido y
la fermentacion en estado soé-
lido, las cuales tiene influencia
en el crecimiento del microor-
ganismo y también en la pro-
duccidon de enzimas, la princi-
pal diferencia entre ellos esta
la cantidad de agua que utili-
zan. En estado liquido los mi-
croorganismos crecen con alta
disponibilidad de agua y en
estado solido los microorga-
nismos crecen en forma natu-
ral en material de soporte de
solidos inertes en presencia de
un contenido de agua libre muy
bajo moviéndose dentro de un
rango entre 12 y hasta 70 %
de agua. De alli deriva que la
fermentacion sumergida es la
mas adecuada para bacterias y
la solida para hongo por el tipo
de crecimiento estructural, fila-
mentosos, de agregado.

Marathe et al, (2018) En
investigacién desarrollada con
Bacillus subtilis en fermenta-
cion sumergida lograron una
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mayor actividad enzimatica
cuando las condiciones se man-
tenian a pH 10,0; temperatu-
ra de incubacion entre 55°C a
60°C, cuando el sustrato utili-
zado era caseina y cuando los
medios de produccion fueron
optimizados con glucosa, ex-
tracto de levadura y nitroge-
no como fuente de carbono.
Entre los bacilos que se han
identificado en investigaciones
como fuentes principales de
proteasas alcalinas estan Baci-
llus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis, Bacillus thuringiensis,
Bacillus alcalophilus, Bacillus
proteolyticus, Bacillus licheni-
formis.

Trabajo desarrollado por
Asker et al, (2013) en sobre-
nadante obtenido a partir del
cultivo del Bacillus megaterium
lograron obtener una proteasa
gue alcanzé una actividad es-
pecifica de 41,09 U mg 1, la
enzima fue purificada median-
te precipitacion con sulfato de
amonio al 60 % y logrando un
73,45% del rendimiento de la
enzima con un nivel de purifi-
cacion de 6,09 veces con res-
pecto al extracto crudo.

La industria de las enzimas
utilizan cultivo de microorga-
nismos y medio sintéticos y el
costo de los medios de cultivo
representan un rango entre el
60 y 80 % del costo total de
produccion de la enzima. Por lo
tanto en la actualidad el enfo-
que de los trabajos de investi-
gacion esta dirigido al uso de
material organico de desecho
como medio de crecimiento
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para diferentes microorganis-
mos con el fin de reducir los
costos de produccion. Estudios
previos utilizando desecho or-
ganico como fuente de carbo-
no y de nitrégeno en procesos
de fermentacidon de aislado de
bacterias para la produccion de
proteasas a nivel de fiolas han
alcanzado resultados positivos
en aumento pronunciado en la
actividad especifica después de
las etapas de precipitacion con
sulfato de amonio, cromato-
grafia de intercambio idnico y
filtracion en gel. Como resulta-
do de esta purificacion se ob-
tuvo una enzima con una acti-
vidad especifica de 300 U / mg
de proteina con un nivel supe-
rior en 17,04 veces la activi-
dad enzimatica con respecto al
extracto crudo y un porcentaje
de recuperacion del 34,6%. El
peso molecular de la proteasa
purificada se determind usando
SDS-PAGE en condiciones no
reductoras (71 kDa) y reducto-
ras (35 kDa y 22 kDa). (Igbal
et al; 2018).

Lo importante de este en-
fogue esta orientado en la ne-
cesidad de disminuir costos,
y los mismos son tan elevado
en el uso de la materia prima
lo cual lo direcciona hacia una
necesidad obligada a disminuir
de manera significativa a tra-
vés del uso del material orga-
nico, mas econdémico existente
al cual se le pueda dar uso de
la manera mas facil, mas acce-
sible y mas abundante y todo
esto apunta desde el pasado al
interés que siempre se ha mos-
trado en las fuentes residua-
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les organicas generadas por
la agroindustria con lo cual se
contribuiria a disminuir el im-
pacto ecolégico que la mismas
han representado en el tiempo.

Fermentacion en
estado solido

La fermentacién en estado
solido, es un sistema hetero-
géneo donde estan involucra-
do las fases soélidas, liquida y
gaseosa. Este sistema, se ha
utilizado para la producciéon de
diversos metabolitos de interés
comercial tales como antibidti-
cos, enzimas, alcohol, metano
y acido citrico. Es importante
elegir un sustrato adecuado
para una eficiente fermenta-
cion, el cual puede suplemen-
tarse con nutrientes como
glucosa, nitrégeno, sales mine-
rales, entre otros en funciéon de
que el microorganismo tenga
requerimientos nutricionales y
elementos inductores para su
crecimiento y produccion de
metabolitos de interés.

En los medios de crecimien-
to para microorganismo en
estado sodlido, la cantidad de
agua utilizada van desde un ni-
vel de 12 % hasta niveles de
70 % de humedad, valores por
debajo minimizan la actividad
biolégica y hace dificultosos el
crecimiento de microorganis-
mos, bajo estas condiciones de
humedad, los microorganismos
gue se ven favorecidos son los
hongos, debido a la capacidad
que tienen crecer en medios
con baja actividad de agua.

utilizadas en la produccion de quesos @ @@
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Un aspecto importante a
considerar en los procesos de
fermentacion son los costos
asociados en la produccion de
proteasas. A nivel industrial
se tiene en perspectiva la fer-
mentacién en estado sélido, en
comparacién con la fermenta-
cion sumergida, la fermenta-
cion solida permite el empleo de
sustratos complejos de origen
agricola que son abundante,
practicos y econdmicos con lo
cual se logra una considerable
reduccion de costo. Los hongos
filamentosos son los mas ade-
cuados para la fermentacion en
estado sdlido, el crecimiento se
visualiza en modo de hifas, hay
tolerancia a la baja actividad de
agua del medio, a la alta pre-
sion osmoética y es competitiva
por la micro flora natural en
la bioconversion de sustratos
sdlidos hay hongos que segre-
gan multiples enzimas, lo cual
contribuye a generar produc-
tos que quedan a la disposicién
para que el propio microorga-
nismos los metabolice.

La fermentacion sumergida
se aplica fundamentalmente en
el crecimiento de bacterias, es
mas adecuada, su crecimiento
no genera agregado, con lo cual
guedan libre en solucidon sin
crear problemas de transferen-
cia de sdlidos en solucién, en
este método es comun la apli-
cacion de la esterilizacién tér-
mica, para garantizar la inocui-
dad del medio de cultivo. Una
desventaja de la fermentacion
sumergida es la presencia o la
generacion de metabolitos que
pueden inhibir el crecimiento y

metabolismo celular por parte
de las bacterias, de alli la que
la seleccion de los medios de
cultivo tienden a ser muy se-
lectivos en funcién de minimi-
zar este tipo de factores a los
que se ven sometidos en este
tipo de cultivo.

En los procesos fermentati-
vos para la produccién de pro-
teasas, se tiene que para el
caso de bacterias un tiempo de
duracién que entre dos y cua-
tro dias y en el caso de hongos
los tiempos son mayores van
desde un minimo de tres, hasta
cuatro y siete dias que se han
reportado investigaciones. Las
concentraciones de enzimas
que se pueden obtener alcan-
zan valores de 30 g / L, que
luego son separadas del me-
dio de fermentacion aplicando
métodos de centrifugacion, en
el caso de bacterias o combi-
nada con filtraciéon en el caso
de hongos. La secrecién de en-
zimas extracelulares no esta
directamente relacionado con
el crecimiento microbiano, y
su generaciéon se puede inducir
por las variaciones en las con-
diciones del medio ambiente
de fermentacidon a bajo niveles
de nutrientes y con una mayor
proporcién en la relacién entre
carbono / nitrégeno (Gongal-
ves y Sato; 2017).

Estudio desarrollado con
una cepa aislada de la Neuros-
pora crassaCGMCC3088, en la
produccion de proteasas utili-
zando la pulpa de soya conoci-
da como okara, como medio de
fermentacion en estado sélido,

se alcanzaron las siguientes
condiciones 6ptimas: okara, 10
g; agua, 21 ml; pH inicial, 5,0;
temperatura de incubacion
30°C; cantidad de inoculacién,
2 ml; tiempo de fermentacion,
72 h, con una actividad de
proteasa correspondiente de
1.959,82 U/ g. (Zheng, 2020).

Por otro lado Sethi et al;
(2016) en trabajo desarrolla-
do con suplementacién de di-
ferentes fuentes de nitrogeno
organico e inorganico en me-
dio de fermentacién en estado
sélido, utilizando para ello el
hongo Aspergillus terreus se
obtuvo que la suplementacion
con peptona, fue la que me-
jor favorecidé la produccion de
proteasa entre todas las otras
fuentes de nitrégeno organi-
cas e inorganicas utilizadas en
el estudio. La produccion de
proteasa se inicid a las 24 h'y
aumentd durante un maximo
de 96 h. La biomasa aumento
sustancialmente después de 24
h y continué hasta 144 h, con
una produccién maxima de en-
zimas a las 96 h que posterior-
mente permanecié estable an-
tes de mostrar una disminucién
en el perfil de crecimiento.

La proteasa endopeptida-
sas del tipo aspergillus pepsi-
na A, derivada del hongos As-
pergillus niger, cultivada por
fermentacion en estado sélido
fue purificada haciendo uso de
técnicas cromatograficas con-
vencionales. Se encontré una
masa molecular de 50 £ 0,5
kDa. El pH y la temperatura
optimos fueron de 3,5 y 60 °C
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respectivamente. La enzima
fue estable durante 60 minutos
a 50 °C. La actividad especifica
fue de 40.000 + 1.800 U / mg.
La enzima tenia una homologia
del 85% con la endopeptida-
sas aspartica tipo aspergillus
pepsina A, reportada para el
Aspergillus niger CBS 513.88.
La Pepstatina A, mostrd inhi-
bicién reversible con un valor
de constante de inhibicidon Ki
de 0,045 pM. Se encontrd un
grado de hidrélisis de sustra-
tos comerciales en el siguien-
te orden de mayor a menor:
la hemoglobina fue mayor a la
soya desgrasada, y esta ma-
yor al gluten y este mayor a la
gelatina y este mayor a leche
descremada. Las propiedades
funcionales de la soja desgra-
sada hidrolizada fueron me-
joradas. Esta proteasa aspar-
tica es un excelente potencial
para la manipulaciéon genética
biotecnoldgica para las indus-
trias de alimentos y piensos.
(Purushothaman et al; 2019).

Fabricacion de queso

La fabricacion de queso es
un procedimiento complejo,
que involucra muchos pasos y
transformaciones bioquimicas.
Dependiendo del origen de la
leche o del proceso de coagu-
lacién aplicado, se puede obte-
ner una amplia gama de colo-
res, texturas, sabores, niveles
de firmeza y aromas. Existen
mas de 2.000 variedades de
queso en el mundo. Algunas
estadisticas han demostrado
que el mercado mundial del
queso representaba aproxi-
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madamente 90 mil millones de
ddlares para el afio 2016, y se
estima que alcanzard mas de
100 mil millones para 2.022
(https://www.statista.com/).
Por todas estas razones, la in-
vestigacion de nuevas enzimas
capaces de producir quesos
con caracteristicas, aromas y
sabores novedosos sigue sien-
do un tema muy relevante, que
merece mantenerse en estudio
(Silva, et al; 2020).

Se tiene que la coagulacién
de la leche es la fase principal
en la produccion del queso.
Este fendbmeno se lograr me-
diante el uso de enzimas coa-
gulantes, como las proteasas
de origen animal, microbiano y
vegetal. La enzima quimosina
(EC 3.4.23.4), extraida de los
estdmagos de rumiantes, es la
proteasa mas utilizada para la
fabricacion de queso. La cre-
ciente demanda de quimosina
combinada con la poca disponi-
bilidad de esta, asi como exis-
tencia de aspectos religiosos
(Islam y judaismo) y dietéticos
(vegetarianismo) son algunos
factores que han estimulado
los estudios para encontrar
fuentes alternas para la coagu-
lacién de la leche. Muchas de
estas enzimas no reunen los re-
quisitos a nivel de rendimiento
y los tiempo de procesamiento,
asi como en sabor del mismo
(Silva et al; 2020).

Las caseinas (asl-, as2, B-
y k-caseinas) son las proteinas
lacteas mas abundantes en la
leche y forman estructuras co-
loidales bien ordenadas, deno-
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minadas micelas ( Silva, et al;
2020). Cualquier evento que
desestabilice la estructura de
la micela provocara la coagu-
lacién de la leche. Por ejem-
plo, las proteasas coagulan la
leche porque la hidrdlisis de
k-caseina reduce la repulsidn
estérica y electrostatica entre
micelas, promoviendo su agre-
gacién. Sin embargo, la hidré-
lisis extensa o inespecifica de
caseinas puede producir que-
sos con caracteristicas inde-
seables. Por lo tanto, es muy
importante determinar la espe-
cificidad de la proteasa hacia la
k-caseina (Silva et al; 2020).

El cuajo estd constituido
por dos proteasas (quimosina
y pepsina), tienen una doble
funcion en la fabricacién de
queso. La quimosina es el com-
ponente principal y su papel
es la hidrolisis especifica del
enlace Phel05-Met 106 de la
proteina k-caseina. La Perma-
nencia de la enzima también
contribuye a la protedlisis que
ocurre durante maduracion de
queso. La mayor parte de la
actividad coagulante se pier-
de con el suero, pero queda un
residual enzimatico en la cua-
jada que sigue desarrollando
reacciones hidrolitica. Aunque
la quimosina es el componen-
te principal debido a su espe-
cificidad, existe otra proteasa
presente denominada pepsina,
la cual se mantiene durante el
proceso de maduracion llevan-
do acciones proteoliticas, rom-
piendo enlaces peptidicos de
aminoacidos aromaticos que
contribuyen a generar cambios

utilizadas en la produccion de quesos @ @@
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aromaticos y en el sabor de los
guesos madurados.

Durante la protedlisis se
hacen presentes modificacio-
nes de productos bioquimicos
en la produccion de queso, lo
que conlleva a importantes
transformaciones en el sabor y
textura, los cuales pueden ser
alterados de manera significa-
tiva, segun la relacién de hidro-
lisis durante el proceso de ma-
duracién. Pequefios péptidos
generados por protedlisis pue-
de ser mas soluble y de mejor
sabor que la caseina intacta o
incluso proteinas de suero. La
liberacién de aminoacidos, que
puede actuar como precurso-
res de reacciones catabdlicas,
se cree que es el responsable
del de desarrollo del sabor del
queso.

La creciente demanda de
la industria del queso y la cre-
ciente escasez de cuajo prove-
nientes de rumiantes ha enfo-
cado el interés en la busqueda
de fuentes alterna de enzimas
que coagulen la leche. Las utili-
zaciones de enzimas de origen
microbianas se ven favorecidas
especialmente porque pueden
ser producidas de forma masi-
va y bajo condiciones contro-
ladas y planificadas y ofrece
una variedad de propiedades
que permiten la seleccion de
las condiciones y variables mas
adecuadas para la utilizacion
en la fabricacion de queso.

Hsiao, et al (2014). Hacen
mencion que la enzima ade-
cuada para la coagulacion de la

leche debe tener una alta es-
pecificidad de actividad casei-
nolitica; sin embargo, muchos
niveles de actividad reportados
son bajos, en su desarrollo de
investigaciéon encontraron que
el peso molecular de la enzi-
ma purificada a partir del Rhi-
Zopus orizae determinado por
SDS-PAGE, obteniendo un va-
lor aproximado de 39 kDa. La
enzima purificada parece ser
una proteasa aspartica, la mis-
ma fue inhibida en presencia
de Pepstatina A. El pH éptimo
fue de 3,4 y estable a 35 °C,
apropiado para aplicaciones y
procesamiento de alimentos.

Otra via de aplicacion alter-
na del uso de la proteasa, se
puede reflejar en investigacion
desarrollada de la hidrdlisis de
la caseina en leche con enzi-
ma extraida del hongo Mucor
miehei, la cual fue inmovilizada
para evitar la coagulacion de la
leche, la hidrdlisis se realizé a 4
°C, evitando la precipitacién de
caseina, y luego la leche hidro-
lizada fue filtrada y calentada
a 30 °C, logrando un agregado
similar al cuajo soluble. Para
muchos quesos, la protedlisis
no se limita a la acciéon de en-
zimas anadidas, sino también
a las enzimas secretadas por
microorganismos presentes,
lo cual contribuye con reaccio-
nes adicionales que dan lugar
a otros fendmenos que influyen
en las caracteristicas organo-
|épticas de la misma. (Tavano;
2013).

Las proteasas microbianas
producidas por Rhizomucor

miehei, Rhizomucor pusillus
y Cryphonectria parasitica, ya
estan disponibles en el merca-
do. Sin embargo, es dificil en-
contrar una alternativa apro-
piada para la quimosina. Por
ejemplo, a pesar de su alta ac-
tividad de coagulacién de la le-
che, la quimosina muestra una
actividad proteolitica débil en
comparacién con muchas otras
proteasas. Una alta relacién
de coagulacién de la leche con
respecto a la actividad proteo-
litica se considera un parame-
tro critico para la insercion de
proteasas como sustitutos de
la quimosina (Alavi y Momen,
2020).

Es tanto el interés existen-
tes en buscar vias alternas en
la produccién de queso, que se
ve reflejado en una publicacion
de este ano 2020, la cual esta
enfocada en la produccion de
una enzima proteolitica pero
en este caso no es microbiana,
es a partir de alga, la cual mos-
tré una actividad caseinolitica
optima a 60 °C y un rango de
pH entre 6-8. Mostrando una
alta proporcién de coagulacidn
de la leche. Se confirmaron dos
tipos de proteasas, una serina
proteasa y una métalo protea-
sa, con un peso molecular de
44 y 108 kDa; respectivamen-
te. Exhibieron una alta activi-
dad hidrolitica en la k-caseinas,
rompiéndola en cuatro sitios
principales, uno de los cua-
les es el mismo que el cuajo
de rumiante, este resulta ser
el primer caso reportado para
una proteasa extraida de algas
(Arbita et al; 2020). Todo esto
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lleva a pensar en las conside-
raciones econdmicas, que hay
que tener en cuenta lo que
todo esto significa en tener que
hacer uso de la tecnologia para
procesar las algas, la dispo-
nibilidad de cultivo suficiente,
asi como los rendimientos que
puedan generar su produccion,
estos son aspectos importante
a la hora de evaluar la facti-
bilidad econdmica de esta via
alterna de produccion de cuajo
para la industria quesera.

Ingenieria genética como
perspectiva futura

La ingenieria genética pue-
de ser aprovechada en muchos
aspectos por la contribucion
importante y significativa para
la vida, para la proteccion del
medio ambiente, para la salud
humana, para la produccion
de alimentos, para la cria de
animales, para la fabricacion
de bioinsumos y combustibles
energéticos. En el futuro, la
manipulaciéon de la composi-
cion genética de diferentes mi-
croorganismos facilitara la pro-
duccién de proteasas bajo las
mejores condiciones con ca-
racteristicas especificas, para
acciones especificas en funcion
a un objetivo especifico e in-
dustrialmente importante para
satisfacer los requisitos huma-
nos deseados.

El estudio de los aspectos
bioquimicos y moleculares de
los sistemas proteoliticos de
las proteasas, ha venido ga-
nando interés de manera pro-
gresiva por los investigadores
enfocado en: busqueda de en-
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zimas bacterianas resistentes
por el alto valor comercial que
significan. La bioinformatica,
en conjunto con la protedmi-
ca y la omica jugaran un papel
valiosisimo en la produccion
de proteasas con nuevas pro-
piedades. Se estan adoptan-
do estrategias avanzadas para
generar cepas mejoradas pro-
ductoras de proteasas. Se pro-
ducirdn cepas microbianas con
caracteristicas deseables me-
diante el uso de cambios evo-
lutivos in vitro en la estructura
primaria de la proteina. Uno de
los principales objetivos de los
cientificos es lograr proteasas
con caracteristicas para un ma-
yor rendimiento, uso de sus-
tratos mas especificos y conve-
nientemente mas econdmicos,
con mejor estabilidad térmica,
con una amplitud pH optimo y
la prevencion de la inactivacidn
auto proteolitica, el control de
la protedlisis prolongada, la
minimizacion de efectos inhibi-
torios.

Hoy en dia, los investiga-
dores han incorporado nuevos
elementos y herramientas para
mejorar el rendimiento de la
proteasa para uso industrial,
como es la clonacién y la so-
breexpresién, la seleccién de
cepas, fermentacion por lote
alimentado, fermentacién en
flujo continuo. También se han
utilizado herramientas estadis-
ticas, como la metodologia de
superficie de respuesta para
lograr la optimizacidon de dife-
rentes medios y condiciones de
crecimiento.

Proteasas sintetizadas por microorganismos
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Hay que tener presente
que la industria de alimentos
y bebidas, por la inmensidad
de consumo que representa
para la poblacion, contribuye
mucho al crecimiento del pro-
ducto interno bruto dentro de
las naciones, para lograr el au-
mento en el desarrollo de pro-
ductos del sector alimentario,
los investigadores deberian
centrarse en la produccion de
altos rendimientos de enzimas
a partir de microorganismos a
través de la manipulacién de
genes y también en la sintesis
de productos de bajo costo y
alto valor a través de sistemas
econdmicos de procesamiento,
gue a su vez podrian ser acce-
sibles y asequibles para todas
las personas. Se tiene que los
Estados Unidos es el principal
consumidor de enzimas, China
es el mayor proveedor de enzi-
mas, seguido por Japdn. Cier-
tas encuestas indican que Eu-
ropa occidental seria el mayor
productor de enzimas en un
periodo de 10 afos. (Guruma-
llesh et al; 2019).

Los procesos, como la sin-
tesis y secuenciacién de pépti-
dos, la digestién de proteinas
no deseadas, la digestion pro-
teolitica de proteinas, la apli-
cacion de la tecnologia de ADN
recombinante y la ingenieria
se pueden utilizar para mejo-
rar la produccién de enzimas
industriales especificas de alta
prioridad y el uso de microor-
ganismos extremofilos podrian
ser explotados para la produc-
cion de mas adecuadas y para
ello se requiere de un inmenso
impulso de investigacion.

utilizadas en la produccion de quesos @ @ @
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Conclusiones

Hoy en dia las investiga-
ciones mas importantes es-
tan centradas en trabajar con
bacterias y hongos cada una
dentro de las ventajas que re-
presentan, bajo su control, re-
gulacidon y monitoreo, modifi-
caciones en espacios reducidos
y en tiempos cortos y bajo con-
diciones controladas lo que ha
permitido hasta ahora generar
un conocimiento inmensurable
de importancia para la huma-
nidad.

Las proteasas tienen un
gran campo de aplicaciéon in-
dustrial como la farmacéuti-
ca, alimentos, cuero, textil, y
detergentes y su tendencia es
al aumento progresivo en tal
maghnitud que se pierde en el
horizonte.

En el campo de aplicacion
de la industria de los alimen-
tos, los procesos biotecnold-
gicos disefiados para obtener
hidrolizados con péptidos es-
pecificos, el uso de la proteo-
lisis en la modificacidon de las
propiedades de las proteinas,
como la solubilidad, gelifica-
cion, emulsificacion y capaci-
dad espumante, reduccién de
alergia a proteinas, transfor-
macion de sabor o liberacidon
de péptidos bioactivos.

Las investigaciones estan
orientadas a producir altos ni-
veles de proteasas a bajo costo
haciendo uso de medios de cul-
tivo econdmicos, el uso de la
herramientas de la bioinforma-
tica, la protedmica y la omica,

manipulacién genética a través
del ADN recombinante, con el
objetivo de obtener enzimas
mas adecuadas, mas especifi-
cas en su accién y bajo las me-
jores condiciones controladas
de produccion que se puedan
explotar a nivel industrial.

A pesar de los avances al-
canzados y las modificaciones
introducidas y las mejoras lo-
gradas aun no se ha obteni-
do una proteasa en cantidad
y calidad que sea Unica en la
aplicacion para la elaboracion
de queso. Las proteasas mas
adecuadas son las acidas, las
mismas son segregadas por
hongos, los mismos son dificul-
tosos para cultivarse, sus tiem-
pos de produccion son largos,
los meétodos de purificacién
aun siguen siendo multiples,
engorrosos y costosos, los sus-
tratos para el cultivo microor-
ganismos aun siguen siendo un
elemento de investigacidon por
la complejidad que los mismos
representan para el logro de
objetivos muy especifico.

El avance en los sistemas
bioinformatica y el uso de las
herramientas omica y proteo-
micos y con la aplicacién de la
tecnologia del ADN recombi-
nante, es la via mas expedita,
para que los bioinvestigadores
avancen significativamente vy
puedan lograr en periodos cor-
tos, soluciones a estas proble-
maticas, no solo para un area
en especifica si no para todo el
amplio campo donde se mue-
ve, en beneficio de la humani-
dad y en el planeta.
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