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1. RESUMEN Y ABSTRACT

Resumen

La biocatalisis es considerada dentro de un sector relativamente nuevo con un gran
capital en el campo de la Biotecnologia debido al uso de un nimero muy variado de
enzimas o células en una amplia gama de industrias, desde la farmacéutica,
pasando por la alimentaria, hasta la produccién de biocombustibles!" .

Se define biocatalisis como el proceso que aumenta la velocidad de una reaccidn
debido al uso de enzimas. Este proceso dara lugar a diferentes tipos de compuestos,
como son los enantibmeros puros, que se empleardn en la fabricacion de
medicamentos®®.

Es interesante desde el punto de vista econdmico y desde el punto de vista
ecoldgico, pues ademas de efectuar una gran apuesta por lo que se denomina
“Quimica Sostenible o Quimica Verde” tiene consecuencias en los costes de
manufactura de los productos a los que afecta. La “Quimica Sostenible” contribuye
por tanto al desarrollo de una forma ecoldgica de los farmacos, sin perjudicar los
ecosistemas y, en consecuencia, a la fauna y flora que habitan en el planeta®®®,

En la basqueda bibliografica, se recurrieron a palabras clave como: “biocatalisis”,

“Quimica Verde”, “Ecologia”, “econémico”, “medio ambiente”, “beta-galactosidasa”,
“Kluyveromuceslactis” “Thermus”

Abstract

Biocatalysis is considered within a relatively new sector with great capital in the field
of Biotechnology due to the use of a very varied number of enzymes or cells in a
wide range of industries, from pharmaceuticals, going through foodstuffs, to biofuel
production (1).

Biocatalysis is defined as the process that increases the speed of a reaction due to
the use of enzymes. This process will give rise different types of compounds-for
exemple enantiomeric compounds- that will later be used in medicine manufacturing
(2) (3).

It is interesting from the economic point of view and from the ecological point of view,
because apart from making a great commitment to what is called "Sustainable
Chemistry or Green Chemistry" it has consequences on the manufacturing costs of
the products it affects. Therefore, "Sustainable Chemistry" contributes to the
development of an ecological form of drugs, without harming ecosystems and,
consequently, the fauna and flora that inhabit the planet (4) (5) (6).

In the bibliographic search, key words such as: "biocatalysis", "Green Chemistry",
"Ecology", "economic", "environment", "beta-galactosidase", "Kluyveromuceslactis"
“Thermus” were used.
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2.

INTRODUCCION

A lo largo de la historia el ser humano ha utilizado microorganismos para la
obtencién de compuestos mediante la utilizacion de células enteras o de sus
enzimas aisladas'”.

La utilizacion de células o enzimas ha demostrado tener un gran potencial a la hora
de la sintesis de productos procedentes de la industria farmacéutica o alimentaria,
entre otras (Tabla 1) ). Esto se debe a que la utilizacién de dichas enzimas va a
promover una produccion mas eficiente y respetuosa con el medio ambiente que la
producida por la quimica sintética tradicional. Se considera mas ecol6gica porque las
condiciones de reacciéon se producen en medios que son menos téxicos con el
medio ambiente- es lo que promueve el nuevo término de Quimica Verde- y bajo
condiciones de temperatura y pH suaves, haciendo a su vez que estas reacciones
sean mas regio y estereoselectivas y con menor coste econdmico. Si se hiciesen en
condiciones extremas, se podrian producir isomerizaciones, racemizaciones o
transposiciones /®®)

SECTOR SANITARIO-FARMACEUTICO SECTOR AGROALIMENTARIO
s Enzimas para diagndstico s Aromas, edulcorantesy aditivos
e Enzimas de uso terapéutico alimentarios
e Sintesis de intermedios y compuestos | ¢ Aminodcidosy otras moléculas
quimicos de interés farmacéutico nutritivas
e Enzimas para queserias y productos
lacteos dietéticos (sin lactosa)
e |nsecticidasy herbicidas
SECTOR MEDIOAMBIENTAL PROCESOS INDUSTRIALES
* Biorremediacion e Detergentes
* Obtencidn de plasticos * |ndustria textil y peletera
biodegradables ® Sintesis de compuestos quimicos
* Biocombustibles

Tabla 1. Aplicaciones de la Biocatalisis en distinto sectores productivos“)m

La instauracion de un proceso biocatalitico a nivel industrial va a conllevar una
mejora en diversas etapas:(1) seleccion de la enzima mas adecuada en funcién de
la finalidad que se pretenda, (2) su produccion y purificacién, (3) caracterizacion,
para ver a qué condiciones son las idéneas para llevar a cabo el ciclo biocatalitico,
y (4) inmovilizacion de la enzima que conlleva una disminucién del coste del
proceso. Estas etapas se ven reflejadas en la Figura 1 M),

Seleccion de la

PROCESO
BIOCATALIZADO
ENZIMA

Etapas para el \

escalado industrial

Reactivo(s) Producto(s)

>

Figura 1. Etapas en el escalado industrial de
un proceso biocatalizado por enzimas.'"

Purificacionde ‘
la ENZIMA

| Ingenieria genética T
L B Caracterizacion de

la ENZIMA

£
o
> Estudio cinético '\JS ‘?‘ﬁ

> Estabilidad 5f
> Condiciones optimas de reaccion f’#ﬁ ¢

= Informacion estructural

Enzimas mutadas

con propiedades mejoradas
> mayor actividad
¥ mayor estabilidad
» mayor selectividad

Lo mas importante del uso de estas enzimas es la sintesis de enantiomeos por las
enzimas (Figura 2) (%, Esto va a presentar gran importancia toda vez que, al unirse
solamente a un receptor de forma selectiva, impedird que se una a otros y, en
consecuencia, provocando una menor cantidad de reacciones adversas.
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Figura 2. Union de los diferentes enantiémeros al receptor "

La posibilidad de obtener enzimas que presenten elevada especificidad se puede
llevar a cabo gracias a la biocatalisis, que va a dar lugar a compuestos enantiopuros
— se va a formar en mayor proporcion uno de los dos enantiomeros-. Estos
compuestos se van a poder producir por distintos métodos, ya sean quimicos,
biocataliticos o pudiendo ser llevados a cabo por microorganismos. Gracias a los
avances en ingenieria genética se ha podido modificar el genoma de dichos
microorganismos facilitando asi la produccion de una mayor cantidad de enzima
disponible para poder aplicarlo en una gran variedad de industrias ©.

2.1. Ventajas de las biotransformaciones

Dentro de los procesos de biotransformacién y por lo que a sus ventajas se refiere,

han de destacarse ®©(12013).

- Las enzimas son catalizadores muy eficientes, que van a hacer que la velocidad
de la reaccién se vea incrementada. Se van a usar a concentraciones muy
bajas. Dichas enzimas suelen proceder de microorganismos, como son las
bacterias, levaduras u hongos.

- Dichas enzimas no van a producir contaminacion medioambiental. Las enzimas
son proteinas, es decir, unidades estructurales que pueden ser biodegradadas.
Por ello, se denominan catalizadores biodegradables. Ademas, hay que tener
en cuenta que dado que las condiciones de trabajo son suaves, éstas van a
implicar un menor consumo energético y por tanto una menor emision de gases
contaminantes.

- Las enzimas trabajan en condiciones suaves de pH, temperatura y presion.
Generalmente, las enzimas funcionan a temperatura ambiente, presion
atmosférica y pH neutro o cercano a éste.

También presentan actividad en medio acuoso por lo que en muchas ocasiones

se escogera el agua como disolvente (recomendable puesto que es barato y no
contaminante).

De la misma manera, se han podido llevar a cabo reacciones con disolventes
organicos, predominando en tales casos, algunas transformaciones.

- Las enzimas, como se ha justificado anteriormente, son especificas, 0 que va a
hacer que no se produzcan reacciones secundarias.
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- La biocatalisis se va a encargar de dar lugar a un unico enantibmero, lo que
supone una gran ventaja porque los compuestos asi obtenidos presentan una
mayor pureza.

- En_las reacciones quimicas, por lo general, han de aportarse grupos de
activacién, proteccion o desproteccion para que la reaccion se vea favorecida.
La ventaja en este caso, observable en la introduccién de dichos grupos, va a
ser la reduccién de los pasos necesarios para la sintesis —debido a la elevada
selectividad- , lo que va a conllevar un menor numero de subproductos y menor
cantidad de reacciones adversas.

No obstante, a pesar de tener las tres ventajas antedichas, ha de ponerse de
manifiesto que estos compuestos no se utilizan en todas las reacciones porque
presentan a su vez limitaciones de gran importancia, a saber (1419

- Reducida estabilidad, debido a que son proteinas y éstas se pueden
desnaturalizar al aumentar la temperatura y con ello, perder toda la actividad
enzimatica que, en cada caso, les es propia.

- La dificultad que conlleva la separacion de dichas enzimas de los sustratos que
presentan lo cual impide la reutilizacion de las enzimas.

2.2. Inmovilizacion de enzimas

Para poder elaborar a nivel industrial un proceso enzimatico ha de tenerse en
cuenta, en particular, una de las limitaciones citadas y que no es otra que su alto
grado de inestabilidad. Para ello se produciran diversas reacciones con el fin de
minorar dicho inconveniente, dotandole de una mayor estabilidad, facilitando asi el
paso de la fabricacién a pequena escala a una fabricacién industrial.

Para poder llevar a cabo este proceso es necesario que se realice de una forma
sencilla, eficaz y sobre todo lo mas econémica posible, pudiendo destacar en este
aspecto la produccion de una enzima extracelular a partir de un medio de cultivo.

Para poder realizar la estabilizacion de enzimas en las condiciones en que se
efectian los procesos a nivel industrial es necesario utilizar la inmovilizacion de las
enzimas, otorgando asi un aumento de la estabilidad de nuestra enzima. Es el
proceso de mayor relevancia 9.

Por otro lado, otra de las técnicas que se llevan a cabo es la ingenieria molecular
que, gracias a mutaciones, las enzimas sean mas resistentes a los medios de
reaccion 9.

Por tanto, puede decirse que la inmovilizacién de enzimas no sélo ha conseguido
disminuir considerablemente los inconvenientes descritos anteriormente, sino que ha
permitido que muchos de los procesos industriales biocatalizados que antes
suponian un gran desembolso de dinero, sean rentables econémicamente para la
industria farmacéutica y alimentaria, entre otras ('®.

Entre los métodos de inmovilizacion destaca, por un lado, la retencién fisica,
dentro de la cual se encuentra el atrapamiento de enzimas y la inclusion de
membranas (figura 3) © "y por otro, la unién guimica que abarca tanto la unién

de enzimas a soportes como el reticulado (figura 4) © (1% (7).

-6-
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Figura 3. Métodos de inmovilizacion Figura 4. Métodos de inmovilizacién mediante

mediante retencién fisica ¥ ¥ )
unién quimica .

De todas las formas de inmovilizacion existentes, se va a profundizar en las dos

categorias principales (")

17).
Unidn a soporte. Es el método mas utilizado dentro de la retencién quimica.
Este proceso se puede llevar a cabo industrialmente siempre y cuando su coste
no sea muy elevado.

Los enlaces mas fuertes son los covalentes que, por un lado, presentaran la
ventaja de estabilidad pero, por otro, presenta la desventaja que, al tener una
union tan estable, en el supuesto de que la enzima sea inactivada, el proceso
requerird de un aporte energético mayor y, en consecuencia, de un incremento
del coste econdmico en el mismo sentido. En esta categoria la enzima queda
retenida —adsorbida- en la superficie del soporte.

Atrapamiento del enzima. Es un método de retencién fisica. El atrapamiento
de la enzima consiste en la retencibn de ésta en el interior de la matriz
compuesta por poros. Esta matriz se va a formar una vez se ha producido el
contacto con la enzima, haciendo que ésta se quede en el interior de dicha
matriz y no en la superficie. Dicho atrapamiento se realiza en una red
polimérica, pudiendo ser organica o inorganica. El proceso es relativamente
sencillo y requiere una pequena cantidad de enzima lo que contribuye a que el
proceso sea mas econdémico. La enzima utilizada mantiene durante todo el
proceso su estructura tridimensional (no se llevan a cabo condiciones que den
lugar a un proceso de desnaturalizacion de la enzima) pudiendo citarse, como
ejemplos de matriz, la de alginato o la de colageno.

Si se siguiesen utilizando los métodos convencionales de sintesis, no solo habria un
aumento en el gasto sino también de los problemas que los residuos de las
industrias generan en el medio ambiente.
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Se pueden recoger en la tabla siguiente las ventajas e inconvenientes que presenta
la inmovilizacién de enzimas:

Ventajas Desventajas
Reutilizacion del catalizador Pérdida o reduccion de actividad
Mayor facilidad de operacion del reactor Limitacion difusional
Mayor facilidad para separar el producto Costo adicional

Eleccion mas amplia del reactor

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de los sistemas de enzimas inmovilizadas .

2.3. Quimica Sostenible

Las consecuencias medioambientales derivadas de la utilizacion de métodos
convencionales en la industria farmacéutica, la industria alimentaria y otras
industrias, dio lugar al nacimiento, en los afos noventa, de un nuevo concepto —
Quimica Verde o Quimica Sostenible- que fue definido por la EPA (Environmental
Protection Agency) de EEUU.

Asi, la Quimica Sostenible es una vertiente de la ciencia que presenta elevado
potencial en todos los ambitos de la quimica, que permite reducir el numero de
etapas del proceso quimico y como consecuencia disminuir la contaminacion
ambiental. Se define la Quimica Sostenible como una herramienta de vital
importancia para la protecciéon del medio ambiente que surge como consecuencia de
la contaminacién producida por la industria quimica, siendo expresada por medio de
12 principios descritos por Paul Anastas y John Warner en 1998 (19 20,

Ahora bien, este nuevo concepto es eficaz con relacién al medio ambiente en el
supuesto en el que la industria acatara tales principios, circunstancia ésta que ha
tenido lugar a tenor de los datos arrojados en diversos estudios relativos a otros
tantos paises donde han aflorado, no solo las reflexiones éticas sino, y
probablemente ésta sea la razén de su éxito, también un mejor balance econémico
en la industria.

El pensamiento y la reflexion de estos dos cientificos se puede resumir en tres

apartados: prevencion de la causa de riesgo, metodologias quimicas y accién de

acuerdo con un disefig ¥@1@2)3)

2.3.1. Principios de la Quimica Verde

La Quimica Sostenible, como se ha dicho, sigue doce principios fundamentalmente
(4)(19)(21)(22)(23)

1. Es mejor prevenir la formacion de residuos que tratar de eliminarlos tras su
formacion.

2. Eficiencia o economia atémica. Los métodos sintéticos deben ser
disefados para conseguir la maxima incorporaciéon en el producto final de
todas las materias usadas en el proceso. Asi, con la mejora de la economia

-8-
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atomica puede suponer un cambio en la clase de reaccién, evitando que se
generen subproductos.

Se deben disefiar métodos y reacciones sintéticas para el uso y la generacién
de sustancias con una menor toxicidad humana y ambiental.

Se deben elaborar productos quimicos que presenten baja toxicidad, siendo
eficaces a la hora de la realizacién de su funcién.

En una reaccién quimica, la cantidad de principio o sustancia activa va a ir en
menor proporcidn, siendo el disolvente y las sustancias auxiliares las que van
a conllevar un mayor porcentaje. Por eso, se ha de tener claro y estar seguros
que todos los compuestos que conforman la mayor parte sean inocuos.
Ademas, al estar en mayor proporcién, va a provocar un aumento tanto del
gasto econdmico como del impacto medioambiental que produce.

Las necesidades energéticas a la hora de realizar un proceso quimico deben
ser disminuidas al maximo para evitar que cualquier enzima o proceso sufran
reacciones que propicien la desnaturalizacién y la desactivacion. Lo ideal es
que los métodos sintéticos se lleven a cabo a una temperatura y una presion
ambiental. Esto va a reducir el impacto sobre el medioambiente.

. Todos los reactivos deben ser renovables y no extinguibles en la medida que

sea posible.

La formacién de derivados o de subproductos debe ser evitada en cuanto sea
posible. La selectividad es inversamente proporcional al tiempo que dura la
reaccion (es decir, a la diferencia entre las energias de activacion), porque las
diferencias son mayores cuanto mas baja son las temperaturas y mas suaves
son los reactivos.

Las cantidades de los reactivos cataliticos deben ser superiores a las de los
estequiométricos.

10.Los productos elaborados deben ser biodegradables, es decir, que una vez su

funcion haya terminado, no deben permanecer en el ambiente sino que estos
deben fragmentarse en distintas particulas inertes para el medio ambiente.

11.Se deben elaborar métodos analiticos para evitar el impacto nocivo en el

medio ambiente. Lo ideal seria la monitorizacion de la reaccion a medida que
tiene lugar para observar si se producen los compuestos nocivos o no.

12.Seleccionar aquellas sustancias que sean seguras para poder evitar al

maximo en la medida de lo posible la posibilidad de accidentes.

Este trabajo tiene como propdsito la obtencion de conocimientos acerca de la
biocatalisis y la Quimica Verde, viendo, ademas las diversas ventajas e
inconvenientes que plantea.

Ademas, cabe recalcar el importante papel que, a dia de hoy, esta adquiriendo la
biocatalisis, especialmente en la Industria Farmaceéutica y en la Industria Alimentaria.

-9.
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De esta forma, se llevara a cabo la sintesis de productos de utilidad terapéutica de
una forma mas sencilla, repercutiendo asi en un ahorro econémico para la Industria
y, por ende, en los consumidores.

Es por esto que el ahorro puede provenir de diferentes partes de la ruta de sintesis,
pero que este ahorro suponga, ademas, sostenibilidad y respeto por el medio
ambiente, es algo que lo hace aun mas atractivo. Por tanto, el primer objetivo sera
demostrar este hecho.La biocatédlisis es utilizada para la preparacion de una gran
diversidad de compuestos, tanto en el ambito farmacéutico como en el alimentario,
desde B-lactamicos, hasta hidrolasas, proteasas o lipasas, asi como para la
produccién de alimentos de elevada importancia para personas con intolerancias.

3. OBJETIVOS

El objetivo de esta revision bibliografica es el conocimiento de los rasgos basicos y
fundamentales de la biocatalisis para la sintesis de sustancias, acompanada de una
simplificacion de los procesos para su obtencion, de un ahorro econdémico y de un
incremento en la sostenibilidad de dicho proceso.

Este trabajo pretende poner de manifiesto la importancia que presenta el uso de
enzimas, en este caso, la enzima beta- galactosidasa en la industria alimentaria y
cémo repercute a un sector de la poblacién que presenta un déficit de dicha enzima,
asi como sus métodos particulares de inmovilizacion.

4. MATERIAL Y METODOS
Se realiz6 una busqueda bibliogréfica, gracias a la cual se ha adquirido toda la
informaciéon que se reflejara en el trabajo. Esta informacion procede de diversos
medios a través de internet, como son libros de texto, paginas web o bases de datos
cientificas como Pubmed, ScienceDirect, Elsevier, Google Académico, asi como
articulos cientificos, tesis doctorales y en toda la bibliografia expuesta al final de este
trabajo.

Para ello, se comenz6 por un estudio acerca de la Quimica Verde y la Biocatélisis
para posteriormente centrarse en la influencia que esto presenta a nivel industrial, ya
sea farmacéutica, alimentaria u de otro sector.

Una vez conocido el fundamento y funcionamiento de esta nueva forma para el
desarrollo de farmacos o alimentos de gran uso en la sociedad, este trabajo se
centra en el uso de la beta-galactosidasa y, en concreto, en la produccion de
alimentos para personas que presentan intolerancia a la lactosa.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Leche deslactosada

La leche es un alimento que presenta una elevada cantidad y variabilidad de
compuestos, caracterizandose por ser un alimento completo. La mayor parte de su
composicidon esta formada por lactosa (combinacién de D-glucosa y D-galactosa). A
pesar de esto, es importante recalcar que el numero de microorganismos
fermentadores es limitado. Esta hidrélisis puede ser llevada a cabo por un
tratamiento &cido o enzimatico .

-10 -
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En condiciones normales, la lactosa es hidrolizada por la lactasa (es un tipo de beta-
galactosidasa) en las vellosidades intestinales del duodeno distal y yeyuno proximal,
por lo que esta enzima resulta de gran utilidad para la elaboraciéon de productos sin
lactosa. Por otra parte, de la beta-galactosidasa se conoce una gran cantidad de
informacion tanto de su mecanismo como de aspectos esenciales para su cultivo
como son temperatura, pH, recuperacion de la enzima... 9.

El problema de la intolerancia a la lactosa se presenta cuando, tras el periodo de
lactancia, se produce una disminucion significativa de la enzima lactasa, haciendo
qgue dichas personas presenten lo que se conoce como intolerancia a la lactosa. Tal
intolerancia deviene de la falta de dicha enzima, lo cual provoca una malabsorcién
de lactosa (no esta hidrolizada) y que este azucar llegue al colon donde, debido a las
bacterias presentes, se generen sintomas clinicos caracteristicos como gases,
hinchazén o diarrea. Consecuencia de lo anterior es la tendencia de esa parte de la
poblacion a eliminar este alimento indispensable y completo de su dieta, ahora bien,
la lactosa no solo se encuentra en productos lacteos sino que también se puede
localizar como aditivo alimentario en la industria, por lo que es conveniente fijarse en

la composicidn de los distintos alimentos en el caso de que se sufra este trastorno
(25) (26)

Las intolerancias a la lactosa se pueden clasificar segun su etiologia:

- La mayor parte de las personas que presentan este cuadro clinico es debido a
una causa genética. Sin embargo, los adultos que lo presentan suelen
conservar entre un 10-30% la actividad de la enzima ¢°).

- Por otro lado, se encuentran aquellas personas que presentan déficit de la
enzima pero que éste no es debido a una alteracion genética sino que se
produce por un dano intestinal. Esto quiere decir que este déficit se va a
producir de forma temporal y de manera reversible ®.

La hidrdlisis de dicho disacarido —lactosa- traera como consecuencia la obtencién de
dos monosacaridos potencialmente mas reactivos, la D-glucosa y la D-galactosa. Al
ser mas reactivos, esto conllevara que sean mas susceptibles al deterioro si lo
comparamos con una leche entera ®”. El aumento de la produccién y de la
investigacién en estos productos es debido a la elevada demanda que conllevan y, a
su vez, porque hay personas que aungue no se les haya diagnosticado el trastorno
como tal, les facilita una posterior digestion ¢,

Como se viene diciendo a lo largo del trabajo, la biocatélisis trata de realizar
procesos industriales de una forma ecoldgica y sobre todo econémica, por lo que es
necesario reutilizar la enzima por medio de su inmovilizacion — se ha visto los tipos
de inmovilizacién enzimatica que se utilizan hoy en dia en la industria-.

5.1.1. Mecanismo de accidén de la beta galactosidasa

La beta-galactosidasa o lactasa tiene un papel fundamental en esta patologia,
debido a que cataliza la reaccion hidrélisis de la lactosa, transfiriendo la galactosa a
un compuesto que presente un grupo hidroxilo (Figura 5).%®
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La reaccion catalizada se desarrolla en dos pasos fundamentales:

1. Se forma un complejo galactésido-enzima, produciéndose la liberacion de
glucosa sin gasto de energia, es decir, es espontanea.

2. El complejo galactdésido enzima es transferido a un aceptor nucleofilico,
pudiendo ser éste el agua u otro sacarido. Independientemente del camino
que se siga, el fin va a ser tener libre la enzima para que ésta pueda
reaccionar con la lactosa (se recuerda que estd formado por glucosa y
galactosa) y la disocie.

GOs Sacarido
Sacérldu i) AR
Aceptar [ Aceptor
/ Reaccion de Transgalactosﬂal:lon\

©eo-0® o9

& Reaccién de Hidrélisis /

Figura 5. Mecanismo de reaccion para la hidrélisis de lactosa por la beta-galactosidasa @

8) (29)

Como se puede observar en la figura 5, uno de los factores influyentes en la
reaccidbn va a ser la concentracion de lactosa. Cuanto menor es la cantidad de
lactosa y mas la de agua, predominara entonces la reaccién de hidrélisis gracias a la
enzima beta-galactosidasa #®®#%.

La beta galactosidasa puede obtenerse de diversos seres vivos, ya sean integrantes
de la flora como de fauna. Esta enzima se va a encargar de hidrolizar los enlaces
B(1>4) glicosidicos que se pueden encontrar en los residuos de lactosa. %

La reaccién quimica que cataliza la beta-galactosidasa se representa a continuacién
(Figura 6) ©

CHyOH CH,0H Lactase CHyOH CHZOH

OH./ 0 S 0. OH HD OH—0. OH /’—O OH
\_/ f\-“_/ T \_/ \_/

OH

Lactose D-galactose D-glucose

Figura 6. Mecanismo de hidrolisis de la lactosa por la beta galactosidasa @1

Esta reaccion puede ser catalizada por distintos microorganismos pero la utilizacion
de todos ellos no proporciona seguridad por presentar diferentes efectos adversos.
Asi, algunos microorganismos muy conocidos que pudieran ser utilizados en la
industria alimentaria y que contienen la enzima beta-galactosidasa, tal es el caso de
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Escherichia coli, presentan ademas de un elevado coste, contraindicaciones por su
gran toxicidad.

Por ello se suelen utilizar otros microorganismos como Aspergillus spp. (hongo) y
Kluyveromyces spp. (levadura), este ultimo explicado en este trabajo debido a que
se(zga establecido un uso seguro como fuente de la enzima en cuestion ?¥ (Tabla
3)*“.

Organos de
Bacterias Hongos Levaduras Plantas animales

Bacillus megaterium
Clostridium acetobutylicum
Escherichia coli Aspergillus foelidis Bullera singularis

Lactobacillus acidophilus Aspergillus niger Kluyveromyces bulgaricus Albaricoque
Lactobacillus bulgaricus Aspergillus oryzae Kluyveromyces fragilis Almendra Cerebro
Lactobacillus helviticus Auerobasidium pullulans Kiuyveromyces lactis Fruto de café Intestinos
Lactobacillus lactis Neurospora crassa Kluyveromyces marxianus Melocoton Tejido de la piel
Lactobacillus thermophilus Penicillum canescens Saccharomyces anamensis Semillas de Alfalfa
Pseudomonas fluorescens Penicillum expansum Saccharomyces fragilis
Streptococcus lactis Streptomyces violaceus Saccharomyces lactis
Streptococcus thermophilus
Thermus acquaticus

Tabla 3. Fuentes de beta-galactosidasa [Panesar et al. 2010] @8)

El elevado precio de la enzima implica la necesidad de su reutilizacion con el fin de
disminuir el coste y con ello, simplificar el proceso de fabricacion. Para llevar a cabo
este proceso, es necesario inmovilizar la enzima tal y como se ha visto en otros
puntos.

5.1.2. Inmovilizacion en Kluyveromyces spp

Como ya se vio, la inmovilizacion de enzimas se puede definir como la localizaciéon
de la enzima en una regién especifica del espacio denominada soporte, evitando su
disolucion y provocando asi un aumento en el rendimiento de la reaccion. Este
proceso conlleva ademas un aumento en la estabilidad y por tanto, en su
reutilizacion, pues va a dar lugar a formas insolubles de la enzima que van a retener
su actividad catalitica, propiciando su repetida utilizacién y, en consecuencia,
disminuyendo asf el coste del proceso (1®32),

Como es lbégico pensar, este mecanismo presenta algun que otro inconveniente
pero, puede decirse que los aspectos positivos superan en gran medida a los
negativos (pérdida de actividad, alteracion de la conformacién, heterogeneidad en el
sistema soporte-enzima...) ®"). El soporte y el método de inmovilizacién son dos
aspectos que hay que tener en cuenta porque van a afectar a la funcién de la
enzima. El escoger un método u otro resulta dificil a la hora de valorar qué método
sera de mayor conveniencia para el estudio .

Las beta-galactosidasas se han inmovilizado por distintos procesos dentro de los
que se puede destacar el atrapamiento, adsorcion en soportes porosos o formacion
de enlaces covalentes o de complejos con metales .

La forma de inmovilizacion mas estudiada es un soporte mesoporoso a base de
materiales de O6xido de silicio, en el que se incorpora el compuesto dentro de
soporte. La formaciéon de estos materiales mesoporosos puede darse gracias a un
proceso de auto-ensamblaje de tipo inorganico-organico en la que el precursor —
formado por un tensioactivo y un compuesto inorganico- es hidrolizado para la
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generacion de una plantilla autoensamblada. Una vez terminada la reaccion, debe
someterse a un proceso hidrotérmico para que se defina el diametro de poro. El
tensioactivo se elimina por calcinacién, dando lugar a un material mesoporoso.

Condensacién silice Material mesoporoso

5 "
i sobre las micelas (MCM-41)

micelas

Micela Micela
esferica

cilindrica & - °
;620
* kY

(<) Eliminacién

o sarfactante
) Precusor
ST ™ de silice

(TEOS)

Figura 7. Formacion de materiales mesoporosos @4

El 6xido de silicio es un material muy Gtil debido a que presenta una gran area
superficial con poros de diversos tamanos, estructura y volumen. Presentan elevada
resistencia mecanica y térmica, asi como una gran utilidad como soportes. La
enzima inmovilizada pueden tener distintos origenes pero fundamentalmente se
obtienen de Aspergillus spp. y Kluveromyces spp (Tabla 3) 3 34,

El uso de enzimas como catalizadores ha hecho que a pesar de todos los aspectos
positivos que presentan, su uso se haya visto disminuido debido a su elevada
solubilidad en agua. Todos los factores que afecten directa o indirectamente a la
enzima van a ser de vital importancia a la hora de ver si es Util o0 no la inmovilizacion.
Un ejemplo de esto puede ser debido a que el soporte presente un tamaro de poro
muy elevado, que conlleva a que muchas enzimas puedan agruparse y con ello
perder actividad ©¥.

Una serie de experimentos han determinado que el pH éptimo para que se produzca
la inmovilizacion es de cinco. En este caso, el soporte siliceo se encontrara ionizado
negativamente debido a que su punto isoeléctrico es alrededor de dos, mientras que
la enzima escogida, al presentar un punto isoeléctrico mas elevado, se encuentra
con carga positiva. EI hecho de que presenten cargas opuestas va a facilitar la
interaccion entre el soporte y la enzima. ¢

Evaluacion del proceso de inmovilizacion en soporte mesoporoso

Una vez se ha utilizado el soporte mesoporoso y se ha llevado a cabo el proceso de
inmovilizacién, es necesario comprobar su eficacia. Por tanto, después de la
inmovilizacién se va a llevar a cabo un andlisis en el sentido de comprobar la
cantidad de enzima unida al soporte y aquélla que, por contra, va a continuar libre.

Asi, la cantidad unida al soporte supondra un cambio conformacional o ruptura de
las cadenas polipeptidicas, dando lugar a una disminucién de la actividad enzimatica
(esto es uno de los inconvenientes que se ha comentado anteriormente), aunque
ésta disminucion de la actividad se va a ver compensada por la reutilizacion de dicha
enzima.

Todos estos cambios pueden venir por las condiciones de la reaccion, por el blo%ueo

de los sitios activos por parte de los inhibidores o formacién de agregados, etc ©°.
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Igualmente, se lleva a cabo una caracterizacion fisicoquimica, donde, dentro de esta
diferenciacién se distingue entre el anlisis Termogravimétrico (TGA) ©9, la
Difraccion de Rayos X (DRX) ®”, el Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)
8y la Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) ©9) 40,

Con todo esto se hace posible la inmovilizacion de la enzima y la evaluacion del
proceso. Es importante ver el balance tanto energético como econémico de la
reaccion, asi como la repercusion que ésta puede tener en el medio ambiente. Este
mecanismo esta en pleno auge y es por ello que es necesario que todos los
métodos utilizados estén en constante evolucidén, para proporcionar una mejor

calidad a los consumidores y un menor impacto medioambiental.

5.1.3. Inmovilizacién en Thermus sp. — Escherichia coli *"

En esta técnica de inmovilizacion se intentd producir la beta-galactosidasa de
Thermus sp. (Cepa 2) para posteriormente purificarla e inmovilizarla en un soporte
denominado IMAC (“lon metal affinity chromatography”. Una fuente interesante de
esta enzima esta presente en los organismos termofilicos.

Es por ello, que esta cepa, por sus caracteristicas microbiol6gicas se puede
encontrar dentro de los microorganismos extremdfilos, exigentes nutricionalmente y
de crecimiento lento, por lo que es necesario que se cultive a unas temperaturas
muy altas (alrededor de los 70°C) y en unos medios de cultivo selectivos.

Por todos los impedimentos que presenta, se decidié utilizar otro microorganismo
siendo éste Escherichia coli, siendo capaz de eliminar los inconvenientes que
impedian el uso del género Thermus.

Se pueden realizar dos tipos de inmovilizacién: covalentes, que se llevan a cabo
sobre resinas epoxiacrilicas o reversibles que se realizan sobre soportes activados
con polietilenimina, que también dan lugar a una inmovilizacion fuerte de la enzima.

En cuanto a la inmovilizacion irreversible, destacan los soportes IMAC de los que
se ha hablado al principio, y que presentan numerosos grupos quelato. Se va a
llevar a cabo una adicion de colas de poli-histidina a la enzima, haciendo que se
produzca una adsorcién selectiva de las proteinas diana. Esta adsorcion selectiva de
proteinas diana se va a originar haciendo una modificacién en dicho soporte — pues
las proteinas naturales tienen que establecer numerosas interacciones entre la
histidina y los quelatos, aspecto que en el caso de las proteinas diana s6lo necesitan
una interaccién-.

Por otro lado, la mayor adsorcién de la beta galactosidasa se produce utilizando el
Cu como metal (es una interaccién muy selectiva), pero, a pesar de ser tan selectiva,
el soporte provocaba una inactivacion de la enzima. Por ello, se cambia a un metal
que evitase esta desventaja, como el niquel (Ni) o el cobalto (Co). La union de la
cola de histidina a uno de los dos metales va a dar lugar a la unién de la enzima a un
soporte de forma irreversible.

La inmovilizacidon reversible se basa en la union -a través de la adsorcion de la
enzima a un soporte- muy fuerte, pero, esta union no va a influir en la estabilidad
que la enzima presenta. Una vez la enzima se ha inactivado, ésta se puede
desorberse del soporte, quedando libre.
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5.1.4. Técnica sin necesidad de inmovilizacién de la enzima *?

A pesar de que la inmovilizacion enzimatica presenta una gran cantidad de ventajas,
la tecnologia mas utilizada actualmente es la inclusién de la enzima soluble justo en
el momento anterior al empaquetamiento de dicha leche para que durante el tiempo
que se encuentre dentro del envase, sea capaz de realizar su funcién.

6. CONCLUSION

La biocatalisis es una de las herramientas que mas se esta desarrollando en los
ultimos afnos. Es un proceso de gran interés industrial, tanto a nivel farmacoldgico
como alimentario. Ofrece las herramientas necesarias para la produccién de
alimentos o farmacos de una forma mas sostenible y eficiente. De esta manera, se
va a incrementar el rendimiento de las enzimas utilizadas.

La biocatalisis surge como una innovacién de la sintesis quimica convencional, la
cual no tenia principios que tuviesen en cuenta la repercusién de dicho proceso.
Ademas, emerge en los afnos noventa por medio de la EPA, la Quimica Verde como
mecanismo para combatir la contaminacién ambiental, promovida por los doce
principios descritos por Paul Anastas y John Warner.

Gracias a la elevada especificidad y selectividad de las enzimas y al actuar sobre un
unico receptor se generan menos efectos adversos en el paciente y, con ello, una
disminucién en la liberacién de productos téxicos al medio ambiente.

Asimismo, este proceso biocatalitico va a hacer que la reaccién se desarrolle en
condiciones que sean menos perjudiciales para el medio ambiente y que el coste del
proceso sea inferior debido a la reutilizacion de las enzimas (son enzimas que tienen
elevado precio). Debido a lo expuesto anteriormente se ve a la biocatalisis como un
proceso de gran rentabilidad industrial, a todos los niveles.

La intolerancia a la lactosa es un trastorno que padece una parte importante de la
poblacion y es debido a un déficit en la enzima beta-galactosidasa. Sus causas
pueden radicarse bien en circunstancias de tipo genético, bien como consecuencia
de un trastorno puntual.

El uso de la biocatélisis para el desarrollo de alimentos deslactosados es una
iniciativa que se encuentra en pleno auge debido a la gran demanda de estos
productos. Asi, cada vez son mas los consumidores que recurren a este tipo de
alimentos porque ademas de presentar la misma composicién nutricional al no tener
lactosa dentro de sus componentes (sino que contienen una combinacién de glucosa
y galactosa) se facilita su digestion.

Para reutilizar la enzima es necesario inmovilizarla, permitiendo su reutilizacion
porque va a dar lugar a una enzima que no sea soluble en agua. Asimismo se va a
aumentar la estabilidad de ésta. Al utilizar varias veces la enzima, el coste total del
trabajo va a ser mas bajo y, como consecuencia, va a haber una mayor accesibilidad
por parte de la poblacion.
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Al ser una minoria las personas que han de consumir obligatoriamente estos
alimentos, éstos producen a menor escala a nivel industrial y por tanto, con elevados
costes y precio. En este sentido, y concluyendo con lo que se ha expuesto, puede
decirse que este tipo de catélisis es un proyecto de futuro que va a hacer mas
accesible a la poblacién este tipo de productos al disminuir su precio.
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