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Abstract— Enzymes are a key tool in food industry. Their relevance falls not only on the profits associated with their
use or production, but also in improvement of manufacturing process and sensory properties of foods. Therefore, new
application areas are arising as biosensors design and active food packaging, where the oxidizing-reducing enzymes are
involved in quality assurance and shelf life of products. Given their demand, more fast and sensitive strategies as DNA
recombinant, metagenomic and protein engineering, are needed to find enzymes with best properties. Investment in this
field, could boost the economy of emergent countries.
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Resumen—Las enzimas son una herramienta clave en la industria alimentaria. Su importancia no solo radica en las
ganacias que se obtienen de su uso o produccion, sino que mejoran los procesos de fabricacidn y las propiedades sensoriales
de los alimentos. Dando lugar a nuevas areas de aplicacion, como disefio de biosensores y envases activos en donde enzimas
de tipo oxido-reductasas garantizan la calidad y vida de anaquel de los productos. Dada la demanda, se han requerido de
estrategias mas rapidas y sensibles, como el uso de la tecnologia del &cido desoxirribonucleico recombinante, metagendmica
e ingenieria de proteinas para encontrar enzimas con mejores propiedades. La inversion en este campo podria detonar la
economia de paises emergentes.
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I. INTRODUCCION

Las enzimas son ubicuas en todos los seres vivos porque son moléculas esenciales para su
funcionamiento. Una de las caracteristicas mas sobresalientes de las enzimas es su elevada especificidad
por lo que tienen una amplia aplicacion en diversos sectores industriales.

El uso de las enzimas para la produccion de alimentos data del afio 2000 A.C., en productos
fermentados como cerveza, vino, pan y queso, aunque fue hasta finales del siglo XIX que se acufig el
término enzima. En los afos 80’s del siglo XX se incorporaron por primera vez a nivel industrial
preparaciones enzimaticas comerciales para incrementar el contenido nutritivo y la digestibilidad de
alimento para ganado. En la década de los 90’s se produjeron y aprobo el uso de enzimas recombinantes
para queso (EUA) y pan (Reino Unido).

Actualmente, las enzimas se consideran como aditivos en la industria de los alimentos que pueden
modificar la apariencia, textura, valor nutricional, generar aromas y sabores, ademas de disminuir el
tiempo de proceso. Su utilizacion se ha extendido a otras aplicaciones relacionadas con la industria
alimentaria como el desarrollo de envases activos y biosensores.

El objetivo de esta revision es dar a conocer de manera general el impacto econémico y las fuentes de
obtencidn; asi como las principales aplicaciones, las innovaciones y la regulacion de las enzimas en la
industria alimentaria.
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Il. IMPACTO ECONOMICO

La produccion de enzimas a nivel mundial (fig. 1) estd a cargo de 18 compafiias distribuidas en
Europa, Asia y América, dominando casi el 75% de las ventas globales Novo Nordisk (Dinamarca) y
DuPont (USA) con sus filiales Danisco-Genencor (USA). Con una participacion menor pero importante
se encuentran las compafiias alemanas BASF y Henkel, la holandesa DSM, asi como las japonesas
Amano y Ajinomoto. En el 2013 se calculé que el mercado global de las enzimas era alrededor de 4.5
billones de ddlares y se espera para el 2020 un incremento a un ritmo del 8.3%, alcanzando valores
mayores a 7.5 billones de dolares [1], [2]. En América Latina existen empresas productoras de enzimas,
sin embargo muchas de ellas son subsidiarias de empresas transnacionales [3]. En México, Enmex,
figura dentro de las principales compafiias productoras de enzimas a nivel mundial [4].

México
0.03%

Fig. 1. Principales paises productores de enzimas

La venta mundial de enzimas se ha incrementado de manera constante desde hace varios afios (fig. 2)
en funcién de las necesidades especificas de cada continente o region [5]. La distribucion del mercado
esta repartido en diversos sectores, entre los que se encuentran productos de limpieza (37 %), alimentos
y bebidas (31 %), bioenergéticos (17 %), alimentos para ganado (15 %). Las regiones en las que se
comercializan las enzimas son Norteamérica (35 %), Europa (36%), Asia (19%) y Latinoamérica (10%)
[6]. En Europa y Norteamérica se consumen enzimas para el sector de bicombustibles y de detergentes;
mientras que en América Latina y China, en el sector alimentario [4]. En China e India, se producen
enzimas para autoconsumo y se estima que en pocos afos se sumen a los principales productores
mundiales. Por esta razon, empresarios, en conjunto con los gobiernos de paises con economias
emergentes, incluyendo Meéxico, deberian implementar estrategias para satisfacer al menos la
autodemanda de enzimas, en varios sectores productivos.
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Fig. 2. Ganancias en el mercado enzimatico del 2008-2015 (BCC Research)

I11. OBTENCION DE ENZIMAS

Las enzimas pueden obtenerse a partir de tejidos animales, tejidos vegetales 0 mediante procesos de
fermentacion utilizando microorganismos seleccionados. ElI uso de enzimas a nivel industrial se ve
limitado por la disponibilidad-costo, es por ello que los microorganismos como fuente de enzimas
versus plantas y animales ofrecen importantes ventajas como: espacios de produccion reducidos, no son
estacionales, poseen un rapido crecimiento sobre medios de cultivo econdémicos, la mayoria de las
enzimas son secretadas al medio de cultivo lo que facilita su recuperacion. Ademas, las enzimas
microbianas son mas estables y su produccion es mas conveniente y segura [7]. Por esta razon, 50% de
las enzimas son producidas por hongos y levaduras, 35% por bacterias, y 15% por plantas y animales
[8]. La mayoria de las enzimas hidroliticas extracelulares, utilizadas en alimentos, son producidas por
organismos pertenecientes a los géneros Bacillus y Aspergillus [9], [10], [11].

Por otro lado, la tecnologia del ADN recombinante mediante diversas técnicas ha permitido la
expresion de enzimas vegetales, animales y microbianas en microorganismos huéspedes de alta
produccion como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger entre
otros [11], resolviendo la disponibilidad y la obtencion de enzimas mejoradas con caracteristicas
diversas [11], [12].

A. Obtencion de enzimas a partir de fuentes no-cultivables: metagenoémica.

La mayor parte de las enzimas con aplicacion industrial en alimentos proviene de fuentes
microbianas cultivables, sin embargo se estima que solo se conoce entre el 0.001-15% de la microbiota
de una muestra [13], [14]. Para explicar ese fendmeno se ha argumentado que se desconocen los
requerimientos nutricionales y las condiciones fisicoquimicas necesarias para el desarrollo de gran
numero de grupos microbianos [15]. Como alternativa a este problema ha surgido la metagenémica, con
la que se accede al material gendmico representativo de una comunidad microbiol6gica sin necesidad de cultivar a los
microrganismos [16].

El uso de la metagenémica como herramienta novedosa en la bldsqueda de nuevas enzimas esta
ampliamente reportado [17], [18], [19], [20], [21], [22]. De hecho, en estudios metagendmicos pioneros
realizados en el Mar de los Sargasos se identificaron 1.2 millones de genes que codifican para enzimas
con diversas categorias funcionales [23]. Se han encontrado genes, no reportados, que codifican para
esterasas, celulasas, ciclodextrinasas, lipasas, amilasa, glucosidasas, entre otras, de ambientes muy
diversos (heces fecales porcinas, suelos, heces fecales humanas, etc.) con pardmetros de operacion
novedosos [24], [25], [26]. Hoy en dia, se han comenzado a explorar ambientes extremos: zonas
geotérmicas, ambientes hipersalinos y zonas polares con el fin de encontrar enzimas con actividades a la
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temperatura y el pH de estos sitios [27]. Incluso analisis metagenomicos del intestino humano han
revelado una gran diversidad de enzimas, sobre todo aquellas relacionadas con la hidrolisis de
carbohidratos [28], [29].

Aunque actualmente no se han empezado a utilizar de manera industrial enzimas aisladas de
metagenomas en alimentos, es posible que su insercién se haga a corto plazo. Mientras tanto, la
metagenomica brinda la oportunidad de aislar nuevas enzimas con mejores propiedades cataliticas de
cualquier fuente ambiental, que seran de gran valor en la industria.

IVV. APLICACIONES

En la industria de los alimentos se utilizan més de 59 enzimas diferentes de acuerdo a la Asociacion
de Manufactureros y Formuladores de productos enzimaticos (AMFEP, por sus siglas en inglés) [30], se
preve que esta cantidad se incremente en funcion del aislamiento de nuevas enzimas. A continuacion se
describen el uso y aplicacion de las enzimas en los sectores mas importantes de la industria de los
alimentos y en la tabla I se adiciona informacion de otras enzimas que se emplean en este sector.

A. Industria del almidén y del azucar

A partir del almiddn se pueden obtener jarabes de diferente composicion y propiedades fisicas. Los
jarabes se utilizan en una variedad de alimentos tales como gaseosas, dulces, productos horneados,
helados, salsas, alimentos para bebés, frutas enlatadas, conservas, etc. [31]. Para la produccion de
jarabes de glucosa y maltosa hay tres etapas basicas en la conversion enzimatica del almidén que son
gelatinizacién, licuefaccion y sacarificacion. En la primera etapa, se utiliza a-amilasa (E.C. 3.2.1.1)
termoestable debido a que la temperatura de la reaccién se efectta a 105 °C. En la etapa de
sacarificacion para la produccion de jarabe de glucosa se utilizan glucoamilasas (hidrolizan enlaces a-(1-
4) y en menor proporcion enlaces a-(1-6)) y pululanasas (E.C. 3.2.1.41) a 60 °C en condiciones acidas
(pH 4.5); mientras que para el jarabe de maltosa se utiliza a-amilasa fungica a 55 °C en condiciones
acidas (pH 5.5). El jarabe de glucosa puede ser convertido en una mezcla de glucosa y fructosa por la
glucosa isomerasa (E.C. 5.3.1.18) [32].

La maltosa puede ser convertida en isomaltooligosacaridos (IMO) utilizando una a-glucosidasa
especifica (E.C. 3.2.1.3). Para obtener IMO con alto grado pureza se utilizan glucansacarasas (E.C.
2.1.4.5). Las glucansacarasas hidrolizan la sacarosa y transfieren moléculas de glucosa a moléculas
aceptoras como los IMO, mediante enlaces glucosidicos a-(1-6). Otro método de produccion es
mediante el uso de la amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus en combinacién con la a-
glucanotransferasa (E.C.2.4.1.18) de Thermotoga maritime que permite obtener hasta un 68% de IMO
[33]. Los IMO que estan disponibles comercialmente en China y Japon son vendidos como prebi6ticos
[12].

Otro tipo de enzimas relacionadas con la hidrdlisis del almiddn soluble, que contiene enlaces a-(1-4),
son dos tipos de glucanotransferasas: la amilomaltasa (E.C. 2.4.1.25) y las enzimas desramificantes de
glicégeno/almidon (a-(1-6)), que son los puntos de ramificacion. Los productos de estas enzimas
comercialmente disponibles se utilizan como ingredientes en la industria de los alimentos [12].

Por otro lado, las ciclodextrinas, consideradas como fibra dietética no digestible totalmente
fermentable, son producidas por licuefaccién del almidon y adicion de la enzima ciclodextrin
glucosiltransferasa (E.C. 2.4.1.19). También derivados del almidon se producen por los gelificantes
termoreversibles, que se han utilizado como sustitutos de grasa en productos lacteos, mediante
amilomaltasas o 4-a-glucanotransferasas (E.C. 2.4.1.25) [34].
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Utilizando glucanotransferasas y almiddn de maiz se pueden obtener dextrinas ramificadas que se
han adicionado a bebidas para deportistas, algunas investigaciones han demostrado que su uso en este
tipo de productos tiene una influencia positiva en el tiempo de vaciamiento gastrico [12], [35], [36].

Estas son algunas de las muchas aplicaciones de las enzimas en este sector, en el que se requieren
enzimas termoestables y con alta actividad a temperaturas mayores a 50°C. En ese sentido, las enzimas
mas usadas provienen de especies como Bacillus subtilis, B. stereotermophylus, B. amyloliquefaciens
[371, [38], [39].

B. Productos Lacteos

La fabricacion de productos lacteos en los que participan enzimas es muy amplia e incluye quesos
blandos y duros, leches fermentadas (yogurt, leche &cida, kéfir), leche deslactosada, etc.

Para la produccion de quesos la principal enzima que se ha utilizado desde hace siglos es la
quimosina (E.C.3.4.23.4), que es un enzima proteolitica que se obtiene tradicionalmente del abomaso
(cuarto estomago) de terneros jovenes. Se encuentra, como enzima digestiva, mezclada con pepsina
(E.C. 3.4.23.1), siendo la proporcion de quimosina y la calidad del cuajo, mayor cuanto mas joven es el
animal. También se encuentra en otras especies animales, como el cerdo. Los problemas de suministro
de cuajo animal y la expansion de la industria del queso a partir de 1940 forzaron la busqueda de
enzimas alternativas al cuajo animal. En la fabricacion de quesos industriales se utilizan habitualmente
proteinasas obtenidas de microorganismos en lugar del cuajo animal. Una de las mas utilizadas es la
proteinasa (E.C. 3.4.23.23) de Rhizomucor miehei, conocida como mucorpepsina, que es también una
aspartil-proteinasa, como la quimosina. La proteinasa de Rhizomucor miehei es la mas glucosilada de
todas las aspartil-proteinasas conocidas. Probablemente, esta es la razon de que sea particularmente
termorresistente. También se utiliza en la elaboracion de quesos la proteinasa de Cryphonectria
parasitica (antes conocido como Endothia parasitica). A diferencia de la anterior, ésta es muy termolabil,
por lo que se destruye en la etapa de calentamiento de quesos como el Emmental. En quesos no
calentados, puede dar problemas al fragmentar la B-caseina [40].

Otras enzimas que participan en la produccion de quesos son las lipasas (E.C. 3.1.1.3) presentes en la
leche, que hidrolizan el componente graso, proporcionando cambios caracteristicos en el sabor del queso
durante la maduracion. Los atributos deseables producidos durante la maduracion, incluyen la ruptura
enzimatica parcial y gradual de carbohidratos, lipidos y proteinas, como consecuencia de la actividad
metabolica de los microorganismos presentes durante este proceso. La adicion de enzimas proteoliticas
y lipoliticas exdgenas permite acelerar el proceso de maduracion de algunos quesos, por ejemplo el
queso Cheddar cuyo proceso de maduracion natural puede durar hasta dos afios [31], [41], [42].

Por otro lado, la B-galactosidasa (E.C. 3.2.1.23) llamada tambien lactasa, hidroliza la lactosa en D-
glucosa y D-galactosa; se usa principalmente para la obtencion de productos deslactosados para
individuos intolerantes al disacarido. La hidrdlisis de la lactosa en leche puede realizarse en un
fermentador con enzima libre o inmovilizada [41]. Otras aplicaciones de la lactasa incluyen la
prevencion de la cristalizacion de la lactosa en helados y postres congelados de leche. Actualmente, las
enzimas llamadas “cold active” estan teniendo un campo de aplicacion importante, ya que al provenir de
microoganismos psicrofilos presentan su mayor actividad a temperaturas bajas. Los principales
microorganismos productores de 3-galactosidasa son A. oryzae, B.circulans, K. lactis [41].

Otras enzimas involucradas en la industria lactea, son aquellas que tienen relacién con la
preservacion del alimento, como la glucosa oxidasa (E.C. 1.1.3.4), catalasa (E.C. 1.11.1.6), dismutasa (la
superdxido dismutasa es E.C. 1.15.1.1 y la formaldehido dismutasa es E.C. 1.2.9.4) , lactoperoxidasa
(E.C. 1.11.1.7), entre otras, que evitan el crecimiento de microorganismos patégenos sobre el producto
[41].
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C. Panificacion y productos de trigo

El uso de enzimas en este sector industrial se debe principalmente a la deficiencia enzimatica en el
trigo y en la harina que lleva a la baja disponibilidad de azucares libres fermentables disponibles para la
levadura. El contenido de [1-amilasa de la harina depende de las condiciones de crecimiento y de
cosecha del trigo. En climas himedos la tendencia sera tener alta actividad de a-amilasa debido a la
germinacion de los granos, en tanto que en climas secos el nivel de oa-amilasa sera bajo debido a la
escasa germinacion. Esto conlleva a grandes diferencias en el contenido de amilasa de diferentes lotes de
harina [31]. Una forma de incrementar el contenido de azUcares libres en la masa es afiadiendo enzimas
exdgenas como [J-amilasa y [1-amilasa (E.C. 3.2.1.2) microbianas, que hidrolizan preferentemente el
enlace glucosidico [1-(1-4) de la amilosa y la amilopectina, mejorando la calidad del pan. Las amilasas
termoresistentes, generalmente producidas por bacterias, pueden permanecer estables después del
horneado y continuar hidrolizando el almidén, dando como resultado un pan suave y pegajoso. Por otro
lado, las amilasas fungicas son generalmente termol&biles y son inactivadas durante el horneado [43].

Ademas de la adicion de amilasas, durante la elaboracion del pan se pueden agregar proteasas, cuya
funcion es hidrolizar parcialmente el gluten y reducir el tiempo de amasado para la obtencion de una
masa suave [40].

También la adicién de lacasas (E.C. 1.10.3.2) esta cobrando mucho interés en la panificacion debido
a su capacidad para entrecruzar biopolimeros y algunas investigaciones han demostrado que las lacasas
aisladas de Trametes hirsuta incrementaron la resistencia y disminuyeron la extensibilidad de masas
elaboradas a partir de masas de harina y gluten [44]. Otro tipo de enzimas que se ha sugerido pueden
incrementar o mantener el volumen de las barras de algunos tipos de panes son las transglutaminasas
microbianas (TGasa, E.C. 2.3.2.13) cuando algunos ingredientes fueron sustituidos o reducidos durante
el mezclado de la masa.

Por otro lado, la adicion de TGasa en productos de trigo como fideos y pasta previene el deterioro de
la textura después del cocinado y mejora la fuerza del producto adn cuando sean elaborados utilizando
harinas de baja calidad proteica [45].

También se ha reportado el uso de lipooxigenasas (E.C. 1.13.11. ) que acttan sobre los acidos grasos
linoleico, linolénico, araquidonico y sus ésteres, mejoradorando el blanqueamiento de las harinas. Asi
como endoxilanasas (E.C. 3.2.1.8) que sirven para incrementar la retencion de gas durante el horneado,
el volumen de las barras y la estructura de la miga del pan [46].

D. Industria de grasas y aceites

El uso de enzimas en las industrias de aceites y grasas es muy bajo, aunque se encuentran disponibles
enzimas que pueden resolver algunos problemas, por ejemplo minimizar los subproductos indeseables.
Las enzimas también se pueden usar para producir aceites y grasas novedosas [47], tal es el caso de las
lipasas.

Las lipasas (E.C. 3.1.1.3) son altamente especificas y pueden seleccionar los acidos grasos de algunas
posiciones del triacilglicérido, para incorporar determinados acidos grasos, sin cambiar los de otras
posiciones. De tal manera que es posible modificar por interesterificacion el contenido de &cidos grasos,
o0 por transesterificacion lograr el rearreglo de algunos de ellos [9], [48]. Por ejemplo la mantequilla de
cacao, que es el ingrediente principal en la producciéon de chocolate, cuya disponibilidad y costo
fluctuan ampliamente, puede ser sustituida por una grasa obtenida mediante una interesterificacion
enzimatica a partir del aceite de palma, que es mas econdmico y accesible, con propiedades similares a
la mantequilla de cacao [49].
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Por otro lado, debido a los efectos benéficos, el uso de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS, por sus
siglas en inglés) se ha incrementado como aditivos farmacéuticos, nutracéuticos y en alimentos. Las
lipasas microbianas son utilizadas para obtener PUFAs de lipidos de origen animal y vegetal como
aceite de atun, arenque y borraja (planta egipcia). También, las lipasas son usadas para obtener grasas de
productos carnicos y marinos [42].

E. Productos carnicos.

En el procesamiento de la carne, las enzimas con mayor utilidad son las proteasas, cuya funcion
principal es suavizar la carne. El ablandador de carne ideal deberia ser una enzima proteolitica especifica
para la hidrolisis del colageno y la elastina del tejido conectivo al pH de la carne.

Entre las proteasas mas utilizadas en esta industria, se encuentran las de origen vegetal como la
bromelina (E.C. 3.4.22.33) y papaina (E.C. 3.4.22.2), y las provenientes de microorganismos como la
elastasa (E.C. 3.4.21. ) de Bacillus subtilis y Aspergillus oryzae (E.C. 3.4.21.63). Qihe et al., (2006)
evaluaron el comportamiento de la elastasa de Bacillus spp EL31410 junto con la papaina, ambas
enzimas redujeron la dureza de la carne, aunque la papaina redujo considerablemente la jugosidad de la
carne, en cambio la elastasa, que degradd selectivamente la elastina de la estructura microfibrilar
(observado por microscopia electrénica), mejord considerablemente la terneza de la carne.

Otra proteasa investigada es la actinidina (E.C. 3.4.22.14) proveniente del jugo del kiwi, esta proteasa
hidroliza las proteinas microfibrilares, dando como resultado nuevos péptidos y la activacion de m-
calpaina (proteasa de la carne que hidroliza proteinas microfibrilares) [51]. Sin duda, la actinidina es una
herramienta util en el ablandamiento de la carne, sin embargo se ha encontrado que puede causar
alergias en adultos y nifios [52], [53], por lo que se deberdn tomar las precauciones necesarias para
comercializar este ablandador.

Actualmente, ademas de utilizar proteasas para aumentar la terneza de la carne, se estan haciendo
esfuerzos para producir péptidos bioactivos contra la hipertension a partir de productos carnicos
reduciendo la alergenicidad de los mismos [54].

Por otro lado, en productos carnicos procesados también se usan transglutaminasas (TGasas), cuya
funcion es mejorar las caracteristicas funcionales de las proteinas, proporcionandole al producto mejor
textura y sabor. Las TGasas producen enlaces covalentes amida entre un grupo amino primario en una
poliamina o lisina (amina donadora) y un grupo [J-carboxiamida del residuo glutamil (amina receptora)
de algunas proteinas, dando como resultado la formacién de polimeros de alto peso molecular. En el
caso de los productos carnicos, la TGasa cataliza la interconexién de las microfibrillas, mejorando la
elasticidad y la cohesividad de la carne. La enzima se aplica a la carne directamente por aspersion o
mezclandose con agua. Una vez que se pone en contacto con la proteina empieza la unién y la formacion
del nuevo gel. Con esta accion se puede estabilizar la preparacion sin problema, ademas de servirla y
cortarla sin que ésta se desmonte. De esta forma se pueden preparar una gran variedad de productos
carnicos frescos como albdndigas, escalopas, hamburguesas o procesados como salchichas. Ademas, las
piezas de carne incluyendo la carne molida pueden mantenerse unidas sin la adicion de sal y fosfatos,
dando como resultado productos carnicos saludables. En definitiva, esta enzima ayuda en la unién de las
proteinas de los alimentos evitando que se rompan durante el procesado o manipulacién posterior, su
uso debera vigilarse muy bien para evitar que se apliquen proteinas exogenas del musculo para la
elaboracion de productos carnicos [54], [55]. La disponibilidad de esta enzima estd limitada a la
produccién de Streptoverticillium sp., por lo que se estan realizando esfuerzos para su produccion por
ADN recombinante en E. coli [56].

F. Industria Cervecera

En la fabricacion de cerveza se usan principalmente proteasas, amilasas y glucanasas. La accion de
todas estas enzimas durante las primeras etapas del proceso, consiste en mejorar la licuefaccion del
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almidén, regular el contenido de azlcar y nitrogeno, mejorar la extraccion, facilitar la filtracion y
controlar la turbidez. Por ejemplo, la adicion de [J y [J amilasas en el mosto producen dextrinas y
maltosas que sirven como sustratos para la fermentacion posterior. Por otro lado, las proteasas degradan
proteinas formando aminoacidos y péptidos. Durante la fermentacion y maduracion, la adicion de
enzimas sirve para controlar la turbidez [31].

Dentro de las glucanasas que se utilizan en la industria cervecera, estan las pululanasas (E.C.
3.2.1.41), cuya funcion es hidrolizar los enlaces a-(1-6) glucosidicos, desramificando la amilopectina o
las dextrinas. Estas enzimas se utilizan principalmente en la elaboracion de cervezas atenuadas, ligeras y
bajas en calorias. La elaboracion de cervezas ligeras requiere una maceracion prolongada, lo cual puede
reducir la capacidad de la sala de coccidn, con el uso de pululanasas, se reduce el tiempo de maceracion
hasta en un 50%, conservando la atenuacion deseada [57]. Evidentemente, el resultado es un proceso
mas rapido sin sacrificar el sabor, con un ahorro de tiempo y energia.

G. Jugos y vinos

Las primeras enzimas empleadas en las industrias de jugos de frutas fueron las enzimas pécticas para
la clarificacion del jugo de manzana. Actualmente las pectinasas (E.C. 3.2.1.15y E.C. 3.2.1.67) se usan
en el procesamiento de muchas otras frutas, junto con amilasas y celulasas [31], [58].

Durante el procesamiento de los jugos cuando se desintegran los tejidos vegetales, parte de la pectina,
que es un componente estructural de las frutas, pasa a la solucion, parte se satura con el jugo y parte
permanece en las paredes celulares. Las pectinasas se usan para facilitar el prensado, la extraccion del
jugo vy la clarificacion o la separacion del precipitado floculento [47]. Por otro lado, las lacasas pueden
ser utilizadas para mejorar o modificar el color de algunos jugos, mediante la eliminacion de
compuestos fenolicos responsables del obscurecimiento y turbidez en jugo de frutas transltcidos [44].

En la elaboracion industrializada de vinos, principalmente en Estados Unidos, es comun la adicién de
pectinasas durante la elaboracion de vino blanco, particularmente durante el triturado para facilitar la
extraccion del jugo y después durante el prensado para aumentar la clarificacion. Ademas las enzimas
pécticas hidrolizan las pectinas presentes en la uvas a azlcares mas solubles [40]. Las lacasas pueden
participar en la elaboracion de vino blanco y rosado como se menciond en la clarificacion de jugos.
Entre las nuevas enzimas usadas en la elaboracion del vino y bebidas alcoholicas, se encuentran la
glucosa oxidasa, para la reduccion del contenido de glucosa y por lo tanto de etanol [59].

H. Industria de la tortilla

La tortilla es la base de la alimentacion del pueblo mexicano, representando cerca del 70% de la
ingesta caldrica en las clases de menores ingresos. La vida de anaquel de este producto es corta debido a
la retogradacién del almidon. En algunas investigaciones se ha reportado el retraso en el endurecimiento
de la tortilla y la extension de la vida de anaquel cuando la harina de maiz fue mezclada con una amilasa
fangica (10uU g—1) [60]. Derivada de estas investigaciones surgié una de las patentes otorgadas a la
UNAM. Esto permitiria hacer llegar a lugares mas lejanos y a consumidores mas exigentes tortillas con
una apariencia mas fresca. Sin lugar a dudas, la industria de la tortilla, no solo n México, es un nicho de
oportunidad, un ejemplo de ello es la empresa DANISCO, quien ofrece un formulado de amilasa G4 e
hidrocoloides, que permite mantener la frescura y la flexibilidad de la tortilla incrementando la vida de
anaquel.

En la siguiente tabla se presentan otras de las enzimas de mayor importancia que se utilizan en la
industria de los alimentos, ademas se incluyen los mecanismos de accion y las fuentes de obtencion.
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descarboxilasa

Tablal. Otras aplicaciones de enzimas en alimentos.
Enzima Accibn enzimética y aplicacion tecnolégica Fuente
a-Acetolactato Conversion de acetolactato a acetoina. Reduccidn del tiempo de B. subtilis

maduracion del vino

Amiloglucosidasa

Hidrolisis de dextrina a glucosa. Produccidn de jarabes fructosados y
de cerveza tipo “lite”

A. niger, Rhizopus spp.

Bromelina, ficina

Hidrolisis de proteinas del tejido conectivo y muscular.

Pifia, latex de higo y de
papaya inmadura.

lactoperoxidasa

y papaina Tenderizacion de la carne
Catalasa Conversion del peroxido dg hidrégeno en agua y oxigeno. Junto con A. niger, M. luteus
glucosa oxidasa, remueve el oxigeno
Celulasa Hidrélisis de celulosa. Ablandamiento de la fruta en la produccién de A. niger, Trichoderma
jugos spp.
Dismutasa Ox@a compuegtos_ en presencia de aguay peroxu_io c,JIe hldrogen_o. Salivay leche de
Combinada con tiocianato oxidado y perdxido de hidrégeno da origen mamiferos

a compuestos antibacterianos

Aspergillus spp., Bacillus

S-Glucanasa Hidrolisis de S-glucanos. Evita la turbidez en la cerveza. subtilis
., ., . A. missouriensis, B.
Glucosa Conversion de glucosa a fructosa. Produccion de jarabes fructosados a coaaulans. S. lividans. S
isomerasa partir de jarabes de almidén. 9 -~ T

rubiginosus

Glucosa oxidasa

Oxidacidn de glucosa a &cido gluconico. Evita el pardeamiento de la
clara del huevo.

A. niger, P. chrysogenum

Hemicelulasa y
xilanasa

Hidrolisis de hemicelulosa. Mejora la textura del pan

Aspergillus spp., B.
subtilis, T. reesei

Lacasa

Reduccidn del oxigeno a agua con la oxidacion de sustrato como
diaminas aromaticas y polifenoles. gelatiniza la pectina de la
remolacha en la fabricacidn de azlcar

T. versicolor
T. hirsuta

Lipasa y esterasa

Hidrolisis de triacilgliceroles en &cidos grasos y glicerol.
Sintetiza ésteres con sabor.

Aspergillus spp., B.
subtilis, Rhizopus spp.,
garganta de
caprino/ovino, abomaso
de ternero, pancreas de
cerdo

Lipoxigenasa

Oxidacidn de acidos grasos insaturados.

Soya

Lisozima

Hidrdlisis de la pared celular bacteriana. Bacteriostatico.

Huevo blanco

Pectinesterasa

Remocidn de grupos metilo de las unidades de galactona en la pectina.

Con pectinasa, Util en la despectinizacion.

Aspergillus spp

Hidrolisis de pentosano. Mejora la calidad y textura de la masa de

(Aminopeptidasa
y proteinasa,
tripsina)

Pentosanasa e H. insolens, T. reesei
panificacion
Hidrolisis de enlaces a(1-6) del almidén. Mejora la eficiencia de la Bacillus spp., Klebsiella
Pululanasa o -
sacarificacion del almidén spp.

Aspergillus spp., R.

miehei, C. parasitica, P.
Proteasas

Hidrdlisis de proteinas. Produccion de hidrolizados para sopas y
saborizantes, mejora la textura de la masa de panificacion.

citrinum, Rhizopus spp.,
Bacillus spp., A.
awamori, K. lactis,
abomaso de ternero,
pancreasbovino/porcino

Transglutaminasa

Reaccion de transferencia entre grupos carboxiamida y acil.
Produccién de embutidos, mejora la textura del yogur.

Aspergillus spp.,
S. mobaraense, Maiz
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V. INNOVACIONES EN EL CAMPO ENZIMATICO

A. Biosensores

Un biosensor es un dispositivo analitico formado por dos transductores, uno bioguimico y uno fisico
que tienen contacto y pueden relacionar la concentracion de un analito con una sefial medible [61]. La
sefial puede resultar de la reaccion catalizada por la enzima, luego el transductor convierte esta sefial en
una respuesta medible. La sefial resultante puede ser amplificada, procesada o almacenada para su
posterior analisis [62]. El interés en el uso de biosensores amperométricos a base de enzimas para el
control en el procesamiento de los alimentos se ha incrementado desde principios de la década de los
noventas del siglo XX. La penetracion a la industria de los alimentos ha sido lenta a pesar de la gran
cantidad de aplicaciones en el anélisis de alimentos [63]. Algunos ejemplos de estas aplicaciones se
resumen en la tabla Il, todos estos dispositivos, son biosensores amperométricos que emplean sistemas
mono o multienzimaticos. La deteccidén de algunos analitos de importancia industrial como glucosa,
sacarosa, lactosa, etanol, glicerol y lactato se realiza con dispositivos comerciales de compariias
alemanas, norteamericanas, inglesas (Tabla Il). En la Gltima década, se ha explorado de manera exitosa
el posible uso de biosensores para la determinacion de analitos de alimentos frescos y procesados que
repercuten directamente en la calidad del producto final [64], [65], [66].

A corto plazo, estas herramientas tendran que ser mas sensibles, rapidas y exactas, lo que puede
implicar la busqueda de enzimas mas estables y especificas en una aplicacion deseada [63].

Tabla Il. Enzimas acopladas en biosensores con aplicacion en la industria alimentaria [63-77] .

Analito Enzima Aplicacion
Glucosa Glucosa oxidasa Jugo de naranja, tomate y frutas
Fructosa D-fructosa-5-Deshidrogenasa Invertasa Jugo de naranja y manzana, miel. Jugo de frutas

B-galactosidasa combinada con

Lactosa D-fructosa-5-deshidrogenasa Cuantificacion de lactosa en leche
Lactulosa B-galactosidasa combinada con Diferenciacion de la leche entre cruda, pasteurizada
D-fructosa-5-deshidrogenasa y ultrapasteurizada
Sacarosa Invertasa, mutarotasa, glucosa oxidasa Frutas tropicales (mango, pifia y papaya)
Acido lactico L-lactato deshidrogenasa, Frescura, estabilidad y calidad del almacenamiento
L-lactato oxidasa en salsa de tomate, frutas, jugos, vino y leche
Acido Glutamato oxidasa Cubitos de caldo de carne y pollo, salsa de soya,
Glutamico jugos de frutas y vegetales, leche descremada
Acido citrico Citrato liasa, Oxaloacetato Frutas, jugos y bebidas deportivas

descarboxilasa y piruvato oxidasa

Acido mélico Malato deshidrogenasa Frutas, vegetales y vinos
Alcohol oxidasa /

Etanol . Bebidas alcohdlicas
alcohol deshidrogenasa
Glicerol Glicerol deshidrogenasa Bebidas alcoholicas (V'f‘,") y proceso de
fermentacion
Pesticidas Acetilcolinesterasa Matrices allmentarla_s procesadas, alimento para
infantes
B. Envases

Las enzimas pueden ser incorporadas en la estructura de un envase como parte de una estrategia
durante el desarrollo de envases activos e inteligentes. Para tal efecto, la enzima debe de estar
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inmovilizada en la matriz del envase y el sustrato debe de entrar en contacto con ésta para iniciar la
reaccion.

Aunque una amplia variedad de reacciones enzimaticas con enzimas incorporadas al material del
envase han sido concebidas, muy pocas han sido aplicadas. Ejemplos de estas aplicaciones incluyen la
remocion de oxigeno utilizando glucosa oxidasa, alcohol oxidasa (E.C. 1.1.3.13) o una mezcla de
glucosa oxidasa més catalasa para prevenir el crecimiento de bacterias y levaduras aerdbicas en
productos lacteos y panificacion, regularmente estas enzimas son colocadas en sacos que se encuentran
en los espacios de cabeza del envase [78]. Otras enzimas son incorporadas a los envases activos para
catalizar reacciones desde el punto de vista nutricional, para la reduccién de la concentracion de
constituyentes no deseables del alimento y/o la produccion de una sustancia benéfica para la salud del
consumidor como la reduccion del sabor amargo en el jugo de toronja por la adicion de naranginasa
(E.C. 3.2.1.40) en el envase de pléastico [79]; la insercion de colesterol reductasa y f-galactosidasa en las
paredes del envase para disminuir el colesterol y la lactosa, respectivamente, en productos lacteos [80].
El uso de este tipo de tecnologia, podria permitir la produccion de alimentos con valor agregado sin
modificar el proceso de fabricacion, sin embargo, habra que considerar que muchos de los métodos de
inmovilizacion podrian tener desventajas desde el punto de vista de inocuidad del producto final, ya que
el soporte de la enzima en la matriz del envase tiene que cumplir con caracteristicas deseables para la
inmovilizacion y para la reaccion enzimatica en el sistema alimentario. Algunos de los biomateriales
considerados como sustancias seguras (SCOGS, por sus siglas en inglés) que han sido estudiados para la
inmovilizacion de enzimas y tienen potencial interés en el disefio de envases activos son carragenina
[81], quitosano [82], gelatina [83], &cido polilactico (PLA, por sus siglas en inglés), acido poliglicolico
(PLG, por sus siglas en inglés) y alginato.

V1. LEGISLACION DE ENZIMAS ALIMENTARIAS

La legislacion del uso de enzimas comerciales y sus aplicaciones en la industria de los alimentos
depende de cada pais. En algunos paises se requiere que la inocuidad de la enzima haya sido
previamente comprobada antes de agregarla a un producto, mientras que en otros paises las instancias de
salud o gubernamentales sélo requieren ser notificadas antes de la venta del producto. La Unién Europea
Japon, Australia y otros paises reevaltan los procedimientos y la legislacion que compete al uso de
enzimas, de hecho las enzimas en los paises mencionados estan sujetas a reglamentaciones adicionales.
Sin embargo, en el resto del mundo, las enzimas son consideradas basicamente como aditivos
alimentarios y se regulan de tal modo. A continuacion se menciona la regulacién del uso de enzimas en
algunos paises de Ameérica y se describe en forma breve los procedimientos a seguir para que una
enzima se pueda utilizar en la industria alimentaria.

En Estados Unidos de América, las preparaciones enzimaticas son catalogadas por la Administracion
de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) y el CODEX Alimentarius (entidad dependiente
de la OMS y la FAO) como “aditivos”, por tal motivo, la FDA solo acepta el uso de enzimas de fuentes
libres de toxinas y organismos GRAS (Generally Recognized as Safe, por sus siglas en inglés) [84],
[85]. La aprobacién de una enzima por parte de la FDA dependera de su inocuidad, caracterizacion
enzimatica, fuente (alergenicidad, toxicidad, patogenicidad, clasificacion taxondémica, etc.), produccion
recombinante (evolucidn genética, mutacion especifica, método de transformacion), etc. Posteriormente,
se somete a la evaluaciébn GRAS. Con todos estos pasos, finalmente, la FDA determina si la enzima
puede ser utilizada como ayudante de proceso o aditivo. Aquellas enzimas que no sean consideradas
como GRAS, se sujetan a largas y costosas pruebas para demostrar su inocuidad, lo que puede retrasar la
aplicacion de un nuevo desarrollo entre 5 y 8 afios. Todos esos tramites se realizan con la finalidad de
regular el uso de sustancias inocuas para el humano y el ambiente.
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Por lo que respecta a otros paises como Canada, las enzimas alimentarias se regulan como aditivos
alimentarios. El 6rgano encargado es el Departamento de Salud de Canada [86], quien realiza una
evaluacion previa a la comercializacion de las enzimas, ademas de aprobar su uso en alimentos. Algunos
de los datos que solicita el Departamento de Salud de Canadad son: caracteristicas biogquimicas y
moleculares de la fuente, organismo GRAS libre de toxinas y/o antibidticos. En el caso de que el
organismo sea genéticamente modificado, el Departamento de Salud revisa la metodologia empleada y
solicita la secuenciacion completa del ADN genomico [86].

En México, las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) contemplan el uso de 53 enzimas como aditivos
en la industria de los alimentos, establecido en el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
control sanitario de actividades, establecimientos, productos y servicios (Diciembre 2004) y detallado
con mayor precision en el Acuerdo por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos,
bebidas y suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias, publicado en el Diario Oficial de
la Federacién el 17 de julio de 2006 [87]. En este documento, se especifica que las enzimas son
consideradas aditivos, que no deben ser notificados en las etiquetas de los alimentos y que su uso se
hace conforme a buenas préacticas de fabricacion, es decir, que la cantidad de un aditivo que se afiade al
producto debera limitarse a la dosis minima necesaria para obtener el efecto deseado, a condicién de que
no altere la naturaleza, sustancia o inocuidad del producto. Es importante mencionar que desde la fecha
de publicacion de este acuerdo, se han recibido solicitudes de la industria para la evaluacion de
sustancias y su inclusién en el mismo.

VII. CONCLUSIONES

La versatilidad de las enzimas y sus propiedades cataliticas han provocado la consolidacion de éstas
en el mercado, convirtiéndose en un importante sector econdmico. Asi mismo, la incorporacion de
enzimas, nuevas 0 mejoradas, en diversos sectores de la industria de los alimentos tiene un futuro
promisorio ya que pueden incluirse para la obtencion en una variedad amplia de alimentos procesados
en areas como panificacion, jugos, saborizantes, lacteos, carnicos, etc.; y sus aplicaciones se han
extendido en el desarrollo de tecnologia para la transformacion y/o conservacion de productos
terminados en envases activos, asi como la deteccién de productos intermedios o finales durante el
procesamiento de los alimentos mediante biosensores.

Es claro que la aplicacion de las enzimas en la industria de los alimentos seguiréa creciendo, ya que
los consumidores exigen nuevos y mejores alimentos con caracteristicas nutricionales y funcionales que
repercutan en su salud. Hoy en dia la busqueda y/o ingenieria de enzimas va hacia la obtencién de
aquellas que no dependan de cofactores, sean estables a condiciones extremas de pH y temperatura,
menos suceptibles a inhibidores, entre otras caracteristicas deseables.

Sin embargo, el uso de enzimas nuevas 0 mejoradas para la transformacion de alimentos puede
presentar algunas desventajas o limitaciones. Por ejemplo, muchas de estas enzimas “novedosas” se
encuentran aun en etapa experimental y debera probarse, ademas de su capacidad como adyuvantes de
proceso, su inocuidad; con el debido respaldo de la legislacion de cada pais.
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