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Introduccion. La produccion de enzimas es una industria que a
finales del siglo XX gener6é ganancias de alrededor de 1600
millones de dolares al afio, de los cuales el 60% es debido a la
venta de proteasas @ Industrialmente las enzimas mas utilizadas
son: amilasas, carbohidrolasas, lipasas y proteasas(z) Las
proteasas se pueden obtener de fuentes como plantas, animales
y microorganismos (m.o.), estas ultimas son producidas por
fermentacion en medio s6lido (FMS) o en medio liquido
(FML). Se utilizan en la industria de alimentos, detergentes,
textil, carnes, piel, entre otras. @ Las bacterias del genero
Bacillus sp y cepas fingicas como Aspergillus sp.®,
Penicillium sp. y Rhizopus sp., son las mas utilizadas para la
produccion de proteasas. Los m.o. que se utilicen en la
produccion de enzimas deben ser “GRAS”, es decir, que hayan
demostrado seguridad e inocuidad para el consumo humano y
animal. El sustrato natural de donde se aisla un m.o. influye
directamente en su metabolismo de tal manera que si aislamos
de un medio donde predominen lipidos, almidones 6 proteinas,
el mo seguramente producira lipasas, amilasas 6 proteasas. De
igual manera la temperatura tiene un efecto sobre el
metabolismo del m.o. asi como en la actividad de sus
metabolitos (enzimas).

El presente trabajo tiene como objetivo la caracterizacion de la
cinética de produccion de proteasas fingicas por FMS que
pudieran tener actividad a bajas temperaturas

Metodologia. La cepa se cultivo en agar papa dextrosa (PDA) a
30°C por 8 dias. La cinética de produccion de proteasas por
FMS se realizé usando harina de pescado como sustrato y
espuma de poliuretano (PUF) como soporte inerte. La
humedad se ajusto a 50 % con solucion salina (KH,PO, 1g/L,
MgSO4*7H,0 0.05g/L., KC1 0.05g/L) a pH 7.0. Se inoculd
con una concentracion de 2x10’ esporas/g de materia seca. Se
incubo a 30°C, tomando muestras a 0, 12, 24, 36 y 48 h. Se
obtuvo el extracto crudo enzimatico por compresion, se
determind la actividad proteolitica por el método de Kunitz y la
proteina liberada por la accion de la enzima se determino por el
método de Bradford ©® (Bio-Rad). Una unidad enzimatica (UI)
se defini6 como los de péptidos liberados por minuto,
equivalentes a Albumina Serica Bovina (BSA). El crecimiento
radial se caracteriz6 en los medios de Agar Papa Dextrosa
(PDA), Agar Dextrosa Sabouraud (SDA), Agar Extracto de
Malta (AEM) y Agar Czapec Dox (ACD). Se inocularon 2 pL
de suspension de esporas (=486x10° esporas) al centro de la
placa y se incubo a 4, 15 y 30°C, midiendo el crecimiento
radial cada 24h por 14 dias, observandose el efecto de la
temperatura y el medio de cultivo en el crecimiento de la cepa.

Resultados. En la Figura 1 se observa que a 36 h de cultivo se
obtiene la mayor actividad enzimatica (11.30 UI/mL), otros
trabajos reportan la mayor actividad proteolitica a 24 h
utilizando Bacillus sp. JB-99® y usando cepas flngicas la
mayor actividad proteolitica se ha medido a tiempos mucho
mayores, por ejemplo, en trabajos con Aspergillus fumigatus la
mejor actividad se reporta a 6 dias®.
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Figura 1 Cinética de produccion de proteasas fungicas por FMS a 30 °C

La cepa presentd un mejor crecimiento radial en SDA (3.35
cm), seguida PDA (2.7cm), AEM (2.65cm) y ACD (2.60cm)
respectivamente. Se observo que a 15°C se obtuvo la mayor
velocidad de crecimiento radial (u=0.3142 h™), lo que podria
indicar que se trata de una cepa psicrofila, sin embargo son
necesarios estudios de confirmacion. La morfologia colonial y
al microscopio del micelio y esporas sugieren que se trata de
una cepa de Penicillium sp, sin embargo, esto se debera
confirmar mediante la identificacion molecular de la cepa.
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Figura 2 Morfologia colonial (a) y al microscopio (b) de la cepa fingica
aisladas de queso Philadelphia®.

Conclusiones. La cepa fungica presentdé mayor produccion de
proteasas a las 36 h de cultivo en FMS a 30 °C y presento la
mayor velocidad de crecimiento radial a 15 °C. La morfologia
colonial y las observaciones al microscopio sugieren que se
trata de un Penicillium sp. En futuros estudios se vera el efecto
de la temperatura y el pH en la produccion de proteasas por
FMS.
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