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RESUMEN

lincremento de enfermedades crénico-degenerativas ha llevado a buscar alterna-

tivas de edulcorantes. Las proteinas dulces constituyen un grupo interesante de

edulcorantes de origen natural; actualmente se han identificado seis: taumatina,

monelina, mabinlina, brazeina, pentadina, y neoculina. Cada proteina posee dife-

rentes caracteristicas fisicoquimicas, por lo que suaplicacion en alimentos depen-
dera de la estabilidad que presenten. Sin embargo, la extraccion de proteinas dulces de su
fuente natural produce bajos rendimientos. La obtencién de estas proteinas dulces mediante
la expresion heteréloga es una solucion alternativa para la produccion de proteinas recombi-
nantes. Organismos como bacterias, levadurasy plantas, entre otros, se han estudiado paralle-
var a cabo esta expresion. La seleccion del sistema de expresion repercutira en el rendimiento
y los costos de produccion. En esta revision, se analizan varias estrategias de bioingenieria que
han sido utilizadas para obtener proteinas dulces con altos rendimientos. Asimismo, este arti-
culo presenta estudios recientes relacionados con las proteinas dulces, exponiendo sus carac-
teristicas fisicoquimicas, efectos sobre la salud y posibles aplicaciones como edulcorantes no
caldricosen laindustria alimentaria.

Palabras clave: endulzante natural, proteinas dulces, proteinas recombinantes,
expresion heterdloga, biorreactor.

ABSTRACT

Theincrease in chronic degenerative diseases has led to the search for alternative sweeten-
ers. Sweet proteins constitute an interesting group of sweeteners of natural origin; currently
six have been identified (thaumatin, monellin, mabinlin, brazzein, pentadin, and neocu-
lin), each of which has different physicochemical characteristics, so theirapplication in food
will depend on their stability. However, when extracting sweet proteins from their natural
source, low yields are obtained. Obtaining sweet proteins by heterologous expression is an
alternative solution for the production of recombinant proteins. Organisms such as bacteria,
yeast, plants, among others, have been studied to carry out heterologous expression. The
selection of the expression system will have an impact on yield and production costs. Sev-
eral bioengineering strategies that have been used to obtain sweet proteins with high yields
are analyzed in this review. Moreover, this article presents recent studies related to sweet
proteins, exposing their physicochemical characteristics, health effectsand possibles aplica-
tions, as non-caloric sweeteners, in the food industry.

Keywords: natural sweetener, sweet proteins, recombinant proteins, heterologous
expression, bioreactor.
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INTRODUCCION

El aumento global de enfermedades como la obesidad y dia-
betes mellitus ha llevado a la busqueda de edulcorantes natu-
rales saludables, que tengan un bajo o nulo aporte caléricoy
que posean un alto poder edulcorante. En la actualidad se han
identificado seis proteinas de sabor dulce: brazeina, tauma-
tina, monelina, neoculina, mabinlina y pentadina (Neiers et
al., 2016; Sharififar et al,, 2022). Asi, el uso de proteinas dulces
como edulcorantes naturales representa una nueva oportuni-
dad para el consumo en pacientes diabéticos y aquellos con
requerimientos nutricionales especiales, gracias a lo cual se
pueden evitar los posibles efectos no deseados que se presen-
tan al consumir azucares naturales. Sin embargo, la extrac-
cion de proteinas dulces de su fuente natural resulta dificil,
ya que estas fuentes a menudo son limitadas y la concentra-
cion del producto deseado generalmente es baja; por ello, se
ha optado por hacer uso de la ingenieria genética (Tripathiy
Shrivastava, 2019). Una de las ramas mas importantes de la
ingenieria genética es la expresion de proteinas recombinan-
tes mediante sistemas de expresion bioldgica (Karbalaei et al,
2020), los cuales se utilizan para la sintesis de proteinas hetero-
logas con importancia en diversos campos industriales (Gomes
et al,, 2016). Distintos estudios encaminados a la produccion
de proteinas recombinantes han logrado que el rendimiento de
la produccion de proteinas se incremente, lo que permite su
produccion a escala industrial, utilizando como sistema de
expresion bacterias, células de mamiferos, levaduras, células
de insectos, plantasy animales transgénicos. Por ejemplo, la bac-
teria Escherichia coli ofrece una tasa de crecimiento rapida
con un alto rendimiento del producto. Sin embargo, las bac-
terias tienen una maquinaria postraduccional muy limitada,
lo cual puede afectar la estructura y, por tanto, la funcionali-
dad de las proteinas obtenidas. En contraste, las levaduras son
capaces de realizar modificaciones postraduccionales (PTM) y
de obtener proteinas recombinantes a gran escala con bajos
requerimientos de crecimiento. Actualmente, las levaduras Sac-

charomyces cerevisiaey Pichia pastoris son los sistemas mas
utilizados para la produccion de proteinas. Las lineas celulares
de mamiferos son otro tipo de sistema de expresién que se han
utilizado para la produccion de farmacos; desafortunadamente,
representan una alternativa de produccion de proteinas cos-
tosa debido a los procesos de extraccion y purificacion reque-
ridos. Por lo tanto, es muy importante llevara cabo la evaluacion
de cada una de las condiciones de expresion de cada proteina
recombinante en conjunto con el desarrollo de bioprocesos
efectivos (Tripathiy Shrivastava, 2019).

El presente articulo aborda diversos estudios realizados
sobre las proteinas dulces, en el que se describen sus caracteris-
ticas fisicoquimicas, sus efectos en la salud y sus posibles apli-
caciones como endulzantes no caléricos en la industria de los
alimentos. Asimismo, se describiran diversas estrategias de bio-
ingenieria que se han empleado para obtener proteinas dulces
con altos rendimientos.

1. Proteinas dulces

El consumo excesivo de azucar ha ocasionado varios efectos
indeseables para la salud de los consumidores, lo que ha llevado
a sectores industriales alimenticios y a las autoridades regu-
ladoras a realizar esfuerzos conjuntos para reducir las practicas
de consumo de azicar en todo el mundo (Murasugi, 2010). Esto
ha originado la necesidad de buscar sustitutos del azicar que
puedan reducir la ingesta de calorias. Asimismo, los edulcoran-
tes bajos en calorias resultan ser una nueva oportunidad para el
consumo en pacientes diabéticos y pacientes con requerimien-
tos dietéticos especificos (Neiers et al., 2016), ya que no provo-
can una demanda de insulina, a diferencia de la sacarosa, que si
lo requiere (Rega et al., 2015). Ademas, este tipo de edulcorantes
no se han asociado con el desarrollo de caries dental (Garcia-
Almeida et al, 2013).

Los productos generados para reemplazar el uso de car-
bohidratos son conocidos como edulcorantes o sustitutos del
azucar (Stephens-Camacho et al,, 2018). Sin embargo, para que
un edulcorante sea considerado eficiente, requiere cumplir



Mufioz Santacruz, M., Morales Camacho, ). I. y Luna Suarez, S. (2024). TSIA, 18.

varios criterios: ser efectivos a bajas concentraciones, mante-
nersu estabilidad y dulzor a diferentes temperaturas, tener un
valor calérico bajo o nulo, ser compatible con las formulacio-
nes, no mostrar variaciones de un lote a otro y, finalmente, ser
baratos y facilmente disponibles (Sharififar et al.,, 2022).
Lainvestigaciony el desarrollo de nuevos edulcorantes bajos
en calorias son de gran interés para la sociedad debido al au-
mento de enfermedades ligadas al alto consumo de azucar,
como la obesidad, la hiperglucemia y enfermedades metabé-
licas (Gramazio et al, 2022). Esto ha conducido al desarrollo y
sintesis de edulcorantes no nutritivos (ENN), mismos que poseen
un mayor poder dulzor y un menor contenido caldrico en com-
paracion con los edulcorantes caléricos, como la sacarosa o el
jarabe de maiz (Garcia-Almeida et al., 2013; Stephens-Camacho
et al., 2018). Existen dos tipos de ENN: los artificiales, que son
sintetizados quimicamente, como la sacarina, el aspartame y
la sucralosa; y los de origen natural, como el esteviol y |a tau-
matina, que son derivados de plantasy presentan una elevada

IEENE Caracteristicas de diferentes proteinas dulces

capacidad para conferir sabor dulce en contraste con el azticar
de mesa o sacarosa (Stephens-Camacho et al,, 2018). Desgra-
ciadamente, el uso de edulcorantes artificiales se ha relacio-
nado con el desarrollo de trastornos metabolicosy la sintesis de
potentes precursores cancerigenos (Sharififar et al, 2022). Por
otra parte, las proteinas dulces son moléculas con alto poder
endulzante, que constituyen un grupo interesante de edulco-
rantes naturales (Szwacka et al, 2012; Neiers et al,, 2016) que
pueden ser utilizados en la industria de bebidas carbonatadas,
snacks, confiteria, entre otros alimentos (Kant, 2005).

En la actualidad, se han identificado seis proteinas dulces
aisladas de fuentes vegetales naturales: brazeina, taumatina,
monelina, neoculina, mabinlinay pentadina (véase la tablal),
las cuales son mucho mas dulces que la sacarosa y son extrai-
das de plantas que crecen en las selvas tropicales (Neiers et al.,
2016; Sharififar et al, 2022). Estas plantas constan de alrededor
de 50a 200 aminoacidos y poseen un rango de peso molecu-
lar aproximado de 6,500 a 30,000 Da. (Szwacka et al.,, 2012).

Proteina dulce Dulzura Aminoacidos Fuente natural Distribucion geografica
Taumatina 2,000 x 207 Thaumatoccus daniellii Benth Africa occidental
. 44 (Cadena A) / . . e .
Monelina 3,000 x 50 (Cadena B) Dioscoreophyllum cumminsii Africa occidental

- 33 (CadenaA) / . Lo .
Mabinlina 100 x 72 (Cadena B) Capparis masaikai Levi China
Brazeina 2,000 x 54 Pentad:planfira plcezece Africa occidental
Baillon
Pentadina 500 x 54 Pentadip Ianqra brazzenna Africa occidental
Baillon
Neoculina 550 x 14 Curculigo latifolia Malasia

Fuente: elaboracion propia, con informacion de Szwacka et al. (2012) y Joseph et al. (2019).
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Sin duda alguna, el alto poder edulcorante que poseen las
proteinas dulces en conjunto con su estabilidad, son dos de
las razones por las que dichas proteinas resultan sumamente
interesantes para su posible aplicacion industrial (Szwacka
etal,2012).

De acuerdo con la FDA, en Estados Unidos y Japdn, en con-
junto con la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
la taumatina se ha comercializado desde la década de 1990
como edulcorante bajo en calorias y modificador del sabor con
varios nombres comerciales como Talin® y San Sweet T-100(®.
Asimismo, el acuerdo sobre el uso de aditivosy coadyuvantes
enalimentos, bebidasy suplementosalimenticios, publicado en
2012 en el Diario Oficial de la Federacion, emitido por la Secre-
taria de Salud, reconoce a la taumatina como un edulcorante
permitido en México. A continuacion, se describiran las pro-
piedades fisicoquimicas de las proteinas dulces.

1.1. Taumatina

La taumatina es una mezcla de dos proteinas (taumatina 1 y 11)
que son aisladas de la fruta de Katemfe (Thaumatoccus danie-
lliiBenth) (DuBoisy Prakash, 2012), la cual pertenece a la familia
Marantaceae (Joseph et al., 2019) y se encuentra cominmente
en las selvas tropicales de Africa occidental, desde Sierra Leona
hasta la Republica Democratica del Congo (Joseph et al, 2019).
Posee un dulzoraproximado 2,000 veces mayor que el de lasaca-
rosa (en peso) (DuBois y Prakash, 2012) y esta conformada por
207 aminoacidos. En su estructura presenta ocho puentes disul-
furo que le confieren estabilidad en medios acidos (DuBois y
Prakash, 2012; Joseph et al, 2019). Su peso molecular es de
22 kDa (DuBois y Prakash, 2012). Actualmente, la taumatina es
la tnica proteina dulce aprobada por la FDA y es comerciali-
zada bajo los nombres de Talin® y San Sweet T-100® (DuBois
y Prakash, 2012; Sharififar et al., 2022).

Unavezextraida, se presenta como un sélido con unasolubi-
lidad en agua del 60 %% a 25 °C. Se ha reportado que es estable
en polvo seco o en solucidon acuosa en un rango de pH de 3.0a
6.0 (DuBoisy Prakash, 2012). De acuerdo con Joseph-Jewel et al
(2019), la proteina se mantiene estable durante procesos térmi-

cos como la pasteurizacién, el enlatado, el horneado y el proce-
samiento a temperaturas ultraaltas en valores de pH inferiores
a5.0. Sin embargo, al calentar la proteina por encima de 70 °C
en un pH de 7.0, existe una pérdida de dulzor (Joseph et al,
2019), lo que reduce sus posibles aplicaciones en alimentos
procesados térmicamente o en alimentos acidos. La taumatina
exhibe sabores amargos y similares al regaliz, asi como un ini-
cio marcadamente tardio y una persistencia de la dulzura muy
pronunciada (DuBoisy Prakash, 2012).

Estudios realizados por la FAO y la oMs afirman que la prote-
ina dulce esta libre de efectos toxicos, mutagénicos, genoto-
Xicos o teratogénicos; asimismo, no ha mostrado reacciones
adversas en estudios con animalesy humanos, porlo que ya ha
sido aprobada por Ia FDA para su uso como aditivo alimentario
(Joseph et al., 2019; Sharififar et al., 2022).

1.2. Monelina

La monelina es una proteina aislada de frutas u hojas de la
planta Dioscoreophyllum cumminsii (Farag et al., 2022), cono-
cida como la baya de la serendipia, originaria de Africa occiden-
tal. Lamonelinatiene un peso molecularde 11.4 kDa (Farag et al,,
2022) y se compone de dos subunidades (Ay B) unidas de forma
no covalente; [a cadena A contiene 44 residuos de aminoacidos
y la cadena B, 5o. Al desnaturalizar dicha unién ocurre una pér-
dida de dulzor (Sharififar et al,, 2022). El poder endulzante de la
monelina es 3,000 veces mayor que la sacarosa, pero es menos
dulce que lataumatinay labrazeina (Farag et al, 2022). La sensa-
cion dulce de la proteina llega lentamente hacia los receptores
y posee un sabor persistente. Sin embargo, se ha observado una
pérdida significante de dulzura al encontrarse en un pH inferior
a2.0ysuperiorag.o; porello, el uso de lamonelina esta limitado
debido a su baja estabilidad y alta propensién a la agregacion
en pH neutro (Farag et al, 2022). En consecuencia, se han rea-
lizado modificaciones estructurales con la finalidad de mante-
ner la estabilidad y mejorar moderadamente la resistencia en
pH alcalino y temperaturas elevadas, aunque no lo suficiente
para emplearse en procesos que requieran altas temperaturas
(Farag et al.,, 2022).
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1.3. Mabinlina

Lamabinlinaesuna proteina que se deriva de las semillas madu-
ras de la planta china de Capparis masai kai Levi, cominmente
conocida como mabinlang (Sharififar et al, 2022). Esta formada
pordos cadenas polipeptidicas Ay B; la primera contiene 33 ami-
noacidosy lasegunda, 72, las cuales estan estrechamente unidas
mediante unainteraccion no covalente. La mabinlina tiene cua-
tro isoformas (MBL 1, 11, 111, 1V) (Farag et al,, 2022); Ia forma 11 se
considera la isoforma mas dulce (400 veces mas que la sacarosa
en peso) (Sharififar et al,, 2022).

En comparacion con las seis proteinas dulces caracterizadas,
la mabinlina es la molécula que posee la mayor termoestabili-
dad, pues tolera hasta 8o °C por periodos superiores a una hora,
ademas de presentar una alta resistencia a los acidos (Sharififar
etal,2022).Suestabilidad térmica difiere de la de otras protei-
nas de sabor dulce, lo cual se atribuye a la presencia de cua-
tro puentes disulfuro (Farag et al, 2022). La mabinlina tiene un
sabor astringente-dulce, lo que permite enmascarar el amargor
de los compuestos vegetales; asimismo, es facilmente soluble en
agua (Sharififar et al, 2022). En la actualidad, la mabinlina no
se utiliza como edulcorante en la produccion de alimentos ya
que no hasido aprobada por la FDA (Sharififar et al, 2022).

1.4. Brazeina

La brazeina es |a proteina aislada mas pequefa (Farag et al,
2022); se deriva del fruto de la planta trepadora Pentadiplan-
dra brazzeana Baillon, originaria de Africa occidental (Sharififar
et al, 2022). Esta planta produce bayas globulares rojas de apro-
ximadamente dos pulgadas de didmetro, que contienen de una
a cinco semillas rodeadas por una gruesa capa de pulpa (Farag
et al, 2022). La brazeina se encuentra en la pulpa que rodea las
semillas. Unavez extraida, se presenta como un sélido blanco con
buena solubilidad en agua; ademas, es estable como polvo seco
yenunampliorango de pH, de 2.5a 8.0 (DuBoisy Prakash, 2012).
Posee una masa molecular de 6.4 kDa y un punto isoeléctrico
de 5. Es una proteina monomérica que consta de 54 residuos de
aminoacidos con ocho cisteinas y cuatro enlaces disulfuro
que le confieren la estabilidad térmica (Farag et al,, 2022).

Su sabor es similar al de la sacarosa y carece de regusto
metalico, lo que reduce eficazmente el resabio de otros susti-
tutos del azicar cuando se usan en combinacion (Sharififar et
al., 2022). Sin embargo, la deteccion inicial del sabor es signi-
ficativamente lenta (Sharififar et al,, 2022). La brazeina es 500
veces mas dulce que lasolucién de sacarosa al 10 o0 y 2,000 ve-
ces mas dulce que la solucion de sacarosa al 2 oo (Neiers et
al., 2021). Asimismo, presenta alta hidrosolubilidad y alta ter-
moestabilidad, y es capaz de mantener su dulzor ante diferen-
tes condiciones de temperatura y pH; dichas propiedades la
convierten en una proteina altamente compatible con dife-
rentes matrices alimentarias (Neiers et al.,, 2016).

En consecuencia, la brazeina resulta ser una de las proteinas
con mayor valor y potenciales aplicaciones industriales debido
asuestabilidad, potencia de sabory propiedades fisicoguimicas,
entre otras. Sin embargo, actualmente no esta aprobada por la
FDA para ninguna aplicacion en alimentos o bebidas (DuBois y
Prakash, 2012; Farag et al, 2022; Sharififar et al., 2022).

1.5. Pentadina

La pentadina es una proteina que se obtiene de la misma planta
de la que se extrae la brazeina (Pentadiplandra brazzeana Bai-
llon), con la diferencia de que la pentadina se extrae del fruto
deshidratado por calor, mientras que la brazeina se extrae del
fruto fresco (Farag et al,, 2022). Tiene un peso molecular de 12
kDay suintensidad de dulzura se estima 5oo veces la de la saca-
rosa, con una similitud a la monelina (Farag et al., 2022); asi-
mismo, essoluble en agua (Kashani-Amin et al., 2021; Sharififar
etal,2022). Debido a surelacién con la brazeina, la pentadina
parece serla formareticulada no nativa de la brazeina, aunque
difiere en su peso molecular (que es casi el doble). Sin embargo,
su dulzor se reduce significativamente en comparacion con el
de la brazeina (Faus, 2000; Farag et al., 2022). La estabilidad de
la pentadina se debe principalmente a la presencia de ciertos
aminoacidos como el acido aspartico, el acido glutamico, la
tirosina, lalisina, laargininay la prolina, en su mayoria. En con-
secuencia, esta proteina es altamente resistente a una tempe-
ratura de 100 °C por periodos de aproximadamente cinco horas
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(Kashani-Amin et al,, 2021; Sharififar et al,, 2022). Del mismo
modo, es capaz de conservar su sabor aun cuando se desnatu-
raliza quimicamente, por lo que puede resultar mas estable en
comparacion con otras proteinas dulces como la taumatina y
la brazeina (Farag et al,, 2022).

1.6. Neoculina

La neoculina, también llamada curculina, se aisla de los frutos
de Curculigo latifolia (Farag et al, 2022). Se compone de 114
residuos de aminoacidos, posee un peso molecular de 12 kDa
y un poder endulzante hasta 550 veces superior al de la saca-
rosa (Farag et al, 2022; Sharififar et al, 2022). Esta proteina tiene
dos subunidades diferentes con dos puentes disulfuro que son
necesarias para su actividad (Sharififar et al,, 2022); es decir,
si dichas estructuras llegasen a desnaturalizarse, la proteina
perderia su nivel de dulzory su estabilidad. La neoculina resiste
temperaturas de hasta 50 °C por periodos cortos de aproximada-
mente una hora; asimismo, es estable en unamplio rango de pH,
de 3 a 11 (Farag et al., 2022; Sharififar et al,, 2022). Aunque no
ha sido aprobada en Estados Unidos, esta reconocida como un
aditivo alimentario seguro en Japon, por lo que se haincluido
en lalista de aditivos alimentarios permitidos por el Ministe-
rio de Salud y Bienestar de ese pais (Bahadury Pal, 2020).

2. Proteinas y su efecto endulzante

Entre las cinco modalidades basicas de sabor (dulce, umami,
amargo, salado y acido), el dulce es uno de los principales deter-
minantes en la eleccion de la dieta (Laffitte et al, 2014). A
principios de la década de los 2000, se descubrio que la detec-
cion del dulzor esta mediada por un solo receptor compuesto
por dos subunidades: T1R2 y T1R3 (Laffitte et al, 2014). Estas
fungen como receptores especificos para la deteccion del sabor
dulce con unaaccionamplia; esdecir, son capaces de respondera
todos los estimulos de sabor dulce producidos por molécu-
las como azlicares naturales (glucosay sacarosa), aminoacidos
dulces (como la glicina), edulcorantes artificiales (sacarina y

acesulfame) y proteinas de sabor dulce (Calderén, 2011; Pue-
bla, 2011; Liu et al, 2012; Laffitte et al, 2014). Dichos receptores
gustativos convierten la estructura quimica de una molécula
dulce en una respuesta bioquimica que se propaga a la corte-
za cerebral, donde la actividad de las neuronas refleja la per-
cepcion cognitiva (Max y Meyerhof, 2008).

En la figura 1 se puede observar el modelo del receptor de
sabor dulce y las subunidades T1R2 y T1R3. Ambos poseen un
dominio Venus atrapamoscas (VFT) conectado a un dominio
helicoidal transmembrana (TMD). El VFT se compone de dos
|6bulos separados por una gran hendidura, en la que se unen la
mayoria de los edulcorantes; asimismo, posee un dominio corto
rico en cisteina, que conecta la depleciéon aguda de triptd-
fano (ATD) con la caracteristica del dominio transmembrana
a-helicoidal (Laffitte et al, 2014).

VFT

T™MD

Modelo del receptor de sabor dulce. Adaptada de Laffitte
etal. (2014).
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La activacion del receptor del sabor dulce en las papilas
gustativas induce una cascada de transduccion intracelular
que conduce a la despolarizacion de las células receptoras del
gusto; esto genera un potencial de accion y da lugar a la libe-
racion de trifosfato de adenosina (ATP) como transmisor para
activar las aferentes gustativas (Laffitte et al,, 2014; Calderdn,
2019). Experimentos realizados por Behrens-Maik (2011) de-
mostraron que las proteinas dulces son capaces de activar los
receptores T1R2 y T1R3, por lo que pueden ser percibidas por
humanos, simiosy monos (Liu et al., 2012).

3. Produccion biotecnoldgica de proteinas dulces
La produccion de proteinas recombinantes surgié a princi-
pios de la década de 1980 con el desarrollo de herramientas de
ingenieria genética. Esta tecnologia representa unaalternativa
eficiente a la extraccion de proteinas a partir de fuentes natu-
rales, pues el aislamiento de proteinas, especialmente de fuen-
tes vegetales, puede resultar costoso, complejo y prolongado.
En estesentido, la expresion heteréloga proporciona unaalter-
nativa conveniente que permite la produccion a gran escala
de proteinas vegetales en diferentes organismos (Yesilirmak y
Sayers, 2009; Karbalaei et al., 2020).

Las proteinas recombinantes han alcanzado un mercado
sustancioso, con un valor de 1,654 millones de délares en 2016.
Entre los sistemas disponibles para realizar 1a expresion hete-
réloga, las levaduras se han utilizado para producir una amplia
variedad de proteinas aplicadas a productos quimicos, com-
bustibles, alimentosy productos farmacéuticos; por ello, cons-
tituyen uno de los huéspedes mas utilizados para la producciéon
de proteinas recombinantes (Vieira Gomes et al.,, 2018). Las téc-
nicas de ingenieria genética se aplican en la biosintesis de
proteinas a gran escala para su uso en las industrias biofarma-
céutica, alimentaria, de diagnéstico y médica. Sin embargo, es
necesario emprender un trabajo extenso para abordar los desa-
fios técnicos en la produccion microbiana de proteinas de sabor
dulce a granel (Murasugi, 2010).

3.1. Sistemas de produccion de proteinas dulces

La produccion de alto nivel de proteinas a partir de huéspedes
modificados proporciona una alternativa a la extraccion de
proteinas desde fuentes naturales, puesto que estas suelen
ser limitadas y la concentracion del producto deseado gene-
ralmente es baja; esto hace que su obtencién sea muy costosa
o, incluso, imposible. Ademas, la extraccion puede conllevar
el peligro de contaminacién téxica o infecciosa, dependiendo
del origen natural de la proteina (Mattanovich et al., 2012).
La expresion heteréloga implica la identificacion de genes
y la transferencia de los fragmentos de ADN correspondientes a
huéspedes distintos de la fuente original que son modifica-
dos genéticamente para la sintesis de las proteinas codificadas
(Yesilirmaky Sayers, 2009).

Algunas proteinas recombinantes aprobadas hasta media-
dos de 2018 incluyen anticuerpos monoclonales, hormonas, en-
zimas, vacunas y una proteina dulce. Asimismo, los avances
en el area de produccion de proteinas recombinantes han cam-
biado, permitiendo la produccion de tales proteinas a escala
industrial (Porro et al., 2005; Mattanovich et al, 2012; Tripathi
y Shrivastava, 2019). La produccidn de proteinas recombinan-
tes se lleva a cabo mediante sistemas de expresion procarioti-
cosy eucarioticos, tales como células de mamiferos, bacterias,
levaduras, células de insectos y plantas transgénicas, que son
capaces de generar estas proteinas tanto a escala de laborato-
rio como a gran escala (Joseph et al,, 2019; Tripathi y Shrivas-
tava, 2019).

La brazeina se ha obtenido mediante diversos sistemas de
expresion como Escherichia coli, Lactococcus lactis, Pichia
pastorisy Kluyveromyces lactis. Sin embargo, la expresion en
la bacteria E. colidificultd la purificacién; en la bacteria L. lactis
se obtuvo un bajo rendimiento, mientras que en la levadura
P. pastoris se requirié de un procedimiento de purificacion
mas complejo (Hung et al,, 2019). Asimismo, la expresion de
la taumatina se ha llevado a cabo en diferentes microorganis-
mos como E. coli; no obstante, el rendimiento de la proteina
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fue bajo y el producto obtenido no logro estimular al receptor
de sabor dulce debido a la ausencia de modificaciones pos-
traduccionales y a un mal plegamiento. Se logré obtener un
rendimiento de 100 mg/L de taumatinaa partir de lalevadura
Hansenula polymorpha, aunque la levadura P. pastoris tam-
bién demostré capacidad para producir altas concentraciones
de brazeina (Joseph et al, 2019). Asi, para la seleccion de un sis-
tema de expresion se deben conocer las propiedades estructura-
les necesarias para que la proteina ejerza su funcion biolégica,
puesto que las modificaciones postraduccionales —como la
glicosilacion, la formacion de enlaces disulfuro, la fosforila-
cién o el procesamiento proteolitico— estan involucradas en
los procesos de plegamiento, estabilidad y funcion correcta de
la proteina. En consecuencia, generalmente se eligen sistemas
de expresion eucarioticos, ya que las bacterias actualmente
no pueden incorporar tales modificaciones (Porro et al., 2005;
Overton, 2014; Neiers et al,, 2016; Tripathi y Shrivastava, 2019).
Las levaduras son organismos capaces de realizar modi-
ficaciones postraduccionales (Tripathiy Shrivastava, 2019), asi
como caracteristicas eucaridticas que incluyen unavia secretora
que conduce al correcto procesamiento de proteinasy modifi-
caciones postraduccionales (Mattanovich et al,, 2012). La exis-
tencia de sistemas de expresion eucariotas, como el tabaco,
proporciona un sistemaecondmico. Lamphear-Barry et al. (2005)
obtuvieron una alta expresion de brazeina, con acumulacion de
hasta 4 %% de proteina soluble total en semilla de maiz, con una
altaintensidad de dulzura (hasta 1,200 veces la de la sacarosa en
peso). Sin embargo, el rendimiento es mucho menor en compa-
racion al obtenido en las levaduras, en especial P. pastoris.

Enlatablallse pueden observaralgunos sistemas de expre-
sion que han sido utilizados para la obtencién de las proteinas
dulces taumatina y brazeina; ademas, se observa que el sis-
tema de expresion, en conjunto con las condiciones de creci-
miento y expresion (nutrimentales o ambientales), repercuten
enelrendimiento de la proteina obtenida; por lo tanto, es fun-
damental evaluar cada una de las condiciones de cultivo para
la expresion de cada proteina recombinante y el desarrollo de
bioprocesos efectivos (Tripathiy Shrivastava, 2019).

ICUIENIE  Expresion heterologa de proteinas dulces en
diversos sistemas

Proteina Sistema de expresion Referencias
Pichia pastoris Joseph et al. (2022)
. - lllingworth et al.
Taumatina Bacillus subtilis (1988)
. . Daniell et al.
Escherichia coli (2000)
Bacillus licheniformis ~ Hung et al. (2019)
Brazeina Kluyveromyces lactis Jo et al. (2013)
Pichia pastoris Neiers et al. (2016)

Fuente: elaboracion propia.
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3.2. Bioprocesos para la produccion de proteinas dulces
Existen varios parametros de cultivo como la composicion del
medio, el pH, laagitacion, laaireacion, la temperatura, la densi-
dad celular, la concentracion de inductores, el tiempo de induc-
cién, asi como las estrategias de alimentacion, los cuales pueden
afectar el nivel de expresion de la proteina segun los sistemas de
expresion (Tripathi y Shrivastava, 2019). Debido a que los ren-
dimientos se correlacionan en gran medida con la densidad
celular, la fermentacién es esencial para las proteinas secreta-
das,y puede realizarse en pequefia escala (en matraz) o en escala
industrial (biorreactor) en algunos casos. Sin embargo, el cambio
de 2 expresion en matraces a fermentadores ocasiona un au-
mento en el rendimiento, que puede ser hasta diez veces mas
alto que en los matraces (Li et al,, 2007). Lo anterior se debe a que

el disefio de los biorreactores asegura la homogeneidad entre
los componentes del sistema (medio de cultivo, agente anties-
pumante, aireaciony solucionesamortiguadoras), lo que genera
condiciones optimas para el crecimiento microbiano y la ob-
tencion del producto deseado (Ruiz-Leza et al., 2007).

No obstante, las condiciones 6ptimas de expresién depen-
deran del huésped y la proteina a expresar. Por ejemplo, en la
tabla |1l se pueden observar las condiciones de cultivo bajo
las cuales se ha llevado a cabo la expresion heterdloga de dos
proteinas dulces en diferentes sistemas de expresion (bacte-
rias y levaduras); asi como el rendimiento que se ha obtenido,
recordando que este depende de factores como la composi-
cion del medio de cultivo, el tipo de organismo, factores no
nutricionalesy ambientales.

AEGIER[[B Obtencion de proteinas dulces mediante expresion heteréloga bajo diferentes condiciones de expresién

Condiciones de cultivo Referencias

Proteina | Rendimiento | Sistema de expresion
67.43 mg/L Pichia pastoris
Taumatina 1mg/L Bacillus subtilis
40 mg/L Escherichia coli

57 mg/L Bacillus licheniformis

Brazeina 104 mg/L Kluyveromyces lactis
345 mg/L Pichia pastoris

pH 6.0, 29 °C, tiempo de expresion: 96 horas

Medio BMGY, pH 6.0
4°C

Joseph et al. (2022)
lllingworth et al. (1988)
30 °C Daniell et al. (2000)
Tiempo de expresion: 36 horas Hung et al. (2019)
pH 5.5, 30 °C Jo et al. (2013)

Neiers et al. (2016)

Fuente: elaboracién propia.
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4. Aplicaciones potenciales en alimentos

Las posibles aplicaciones alimentarias de las proteinas dulces
dependen, en gran medida, de las caracteristicas fisicoquimi-
cas que presentan, como la estabilidad térmicay la estabilidad
ante diferentes valores de pH.

Lataumatina actualmente es utilizada como potenciador del
sabor, endulzante natural y para enmascarar sabores. Se aplica
en productos farmacéuticos para ocultar el sabor amargo de
jarabesysoluciones; asimismo, suaplicacion puede extendersea
bebidas carbonatadas (Sharififar et al., 2022), productos lac-
teos fermentados, golosinas en gelatina, helados, productos
de cacaoy chocolate, productos de confiteria, dulces para refres-
car el aliento, chicles, edulcorantes de mesa (en forma liquida,
en polvo o en tabletas), bebidas saborizadas, snacksa base de
patata, cereal, harina o almiddn, asi como complementos ali-
menticios suministrados en forma sélida, con excepcion de
los complementos alimenticios para lactantes y nifios peque-
fios (Younes et al.,, 2021).

Por otro lado, laisoforma 11 de la mabinlina posee un sabor
astringente-dulce, por lo que puede emplearse para enmasca-
rar el amargor de compuestos vegetales (Sharififar et al., 2022).
Ademas, puede utilizarse en alimentos sometidos a procesa-
mientos térmicos, como lacteos, alimentos enlatados y pre-
parados farmacéuticos, debido a su alta termoestabilidad.

Otra de las proteinas con multiples aplicaciones es la bra-
zeina (codigo de patente: U5326580A). De acuerdo con Hellekant
et al. (1994), puede emplearse como endulzante en productos
como café, té, bebidas carbonatadas, o bien combinarse con
otro edulcorante. Ademas, es posible expresar a la brazeina
en embriones de semillas de maiz, lo que abre la posibilidad de

producir cereales preendulzados sin aztcares afiadidos (Sharifi-
faretal,2022).

Debido a que Ia pentadina es una proteina con caracteris-
ticas fisicoquimicas similares a la brazeina, se puede deducir
que sus aplicaciones pueden ser las mismas. La neoculina tiene
una actividad modificadora del sabor, ya que, tras el consumo
de soluciones acidas, se presentara un sabor dulce. Esto permite
su uso como agente enmascarador en preparados farmacéuticos
(como jarabes, soluciones o emulsiones) (Sharififar et al,, 2022).
Deigual manera, laneoculina hasido considerada como posible
agente endulzante por la empresa The Coca-Cola Company(®),
de acuerdo con la patente EP1971228A1 (Prakash et al., 2008).

Sin embargo, la monelina posee una limitada aplicacion
en alimentos procesados debido a la pérdida significante de
dulzura ante diferentes valores de pH (Sharififar et al, 2022).
Aunque se se han realizado modificaciones estructurales para
mantener su estabilidad y resistencia en diferentes valores de
pH y temperaturas elevadas, aun no se ha logrado mantener
dicha estabilidad (Farag et al., 2022).

CONCLUSIONES

En conclusidn, el uso de proteinas dulces como edulcorantes
naturales representa una opcion viable para la industria. En
comparacion con la sacarosa, presentan un alto poder endul-
zante incluso a bajas concentraciones, mantienen su estabi-
lidad fisicoquimica, aportan menos calorias en comparacion
con la sacarosa y no favorecen la aparicion de caries dental,
entre otros beneficios.
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De igual manera, a lo largo de este articulo de revision
se demostrd que es posible obtener proteinas dulces mediante
técnicas de bioingenieria, lo que permite incrementar el ren-
dimiento a través del uso de biorreactores. No obstante, se
requieren mas estudios sobre las condiciones de expresion
optimas, considerando tanto el sistema de expresiéon como los
factores ambientales y nutricionales. En este sentido, resulta
necesario emplear modelos de optimizacion que sean capaces
de mejorar el rendimiento obtenido, tomando en considera-
cion los factores antes mencionados para la produccion en gran
escala de endulzantes proteicos.
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