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1. INTRODUCCION

El uso de enzimas en el procesamiento de alimentos ha existido desde épocas
muy antiguas (mas de 8000 afios). Aunque nuestros antepasados desconocieran que
en la elaboracidn artesanal de productos fermentados como vino, cerveza, pan,
vinagre, quesos y salsa de soya , se velan implicados cambios enzimaticos, el estudio
de éstos ha sido un punto de partida para la enzimologia aplicada.

Se estima que existen alrededor de 25, 000 enzimas diferentes que catalizan
diversos tipos de reacciones, de las cuales en Ia actualidad se han caracterizado
cerca de 4000 y de estas s6lo unas 200 son de uso comercial . ( Ver tablat).

El uso de enzimas en procesos industriales ha tenido un gran impacto en la

biotecnologia ofreciendo oportunidades en nuevas areas como la ingenieria de
proteinas.

Alrededor del 62% del mercado mundial de enzimas producidas encuentran su
aplicacion en alimentos, un 33% en detergentes y 5% en textiles. Aproximadamente
un 75% de las enzimas producidas a nivel industrial son hidroliticas, de las cuales
60% son proteasas, 30% carbohidrasas, 3% lipasas y el
especialidades quimicas (15).

resto enzimas para

Un gran niomero de investigaciones se han dirigido a mejorar !a produccion de
enzimas microbianas, de ahl el incremento de su uso en procesos en los cuales se
empleaban tradicionalmente enzimas de plantas y animales.

En la industria mas, del 50% de las enzimas utilizadas provienen de hongos y
levaduras, mas del 33% son de bacterias, un 3% de animales y de un 4 a 1% son de
plantas (9) (Ver tabla 2).




CLASE

FUNCION

Hidrolasas

Oxidorreductasas

isomerasas

Transferasas

Liasas

Ligasas

Hidrélisis de enlaces C-C, C-N, C-O

Oxigenacién o adicidn de un dtomo de hidrégeno

Transferencia de grupos acilo, azicar, fosfato, metilo,
aldehido, ceténico o sulfuro de una moktcula a otra

Adicién o formacién de C=C, C=0 6 C=N

Formacién de enlaces C-C, C-O 6 C-N con ATP u otros
nucledsidos trifosfatados

Tabla 1. Clases de enzimas y tipos de reacciones que catalizan (34).




ENZIMA FUENTE uso
ANIMALES
Lipasa Péancreas Alimentos
Renina Abomaso Queso
Tripsina Pancroas Curtkturta
PLANTAS
a-amiasa Cebada maiteada Cerveceria
f-amilasa Cebada malteada Cerveceria
Bromelina Latex de pina Cerveceria
Papaina Litex de papaya Cames
BACTERIANAS
a-amilasa Bacillus Almidan
B-amilasa Bacillus Almidén
Glucosa isomerasa 8acillus, Streptomyces Jarabes fructosados
Proteasas Bacillus Detergentes
FUNGALES
a-amillasa Aspergilius Panaderia
Aminoacilasa Aspergillus Famacéutica
Glucoamilasa Asperpillus, Rhizopus Almidén
Catalasa Aspergilius Alimentos
Celulasa Trichoderma Desechos
Dextranasa Penicitliurm Alimantos
Glucosa oxidasa Aspergilius Alimentos
tactasa Aspergillus teche
Lipasa Rhizopus Alimentos
Renina Mucor miehei Queso
Pectinasa Asperpillus Bebidas
Proteasas Aspergillus Panaderis
LEVADURAS
invertasa Saccharomyces Confiteria
Lactasa Kluyveromyces Leche
Lipasa Candida Alimentos

TABLA 2. Enzimas de uso industrial y sus fuentes (9).




Algunas de las aplicaciones de las enzimas dentro del sector alimentario son
las siguientes:
- Produccion de jarabes fructosados, usando amilasas, amiloglucosidasas,
pululanasas y glucosa isomerasa.

- Elaboracién y modificacion de leche, quesos y cremas, utilizando

proteasas, lactasas y lipasas.

- Produccion y clarificacién de cerveza con amil , celt

. beta-
glucar y prot

- Clarificacion de jugos de fruta y vinos con pectinasas.

- En panaderia se emplean alfa y beta-amilasas, ademas de proteasas,
para mejorar la calidad de los productos, por medio de la hidrolisis parcial
de gluten para retardar el envejecimiento de la harina.

- Produccién de aminoacidos, empleando enzimas como aminoacilasas,

aspartasas, fumarasas, triptofar , tirosir etc.

En cuanto a las lipasas, su uso comercial incluye negocios por un billbn de délares,
dentro de los cuales se han desarrollado una amplia variedad de nuevas aplicaciones
en la sintesis de biopolimeros y biodisel, en la produccién de farmacos enantiopuros,
agroquimicos, compuestos de sabor y nutracéuticos . Tabla 3 (23, 24, 28, 31).

Algunas de las lipasas que han sido aisladas incluyen enzimas extreméfilas de
especies termofilicas y psicrefilicas (11). Estas lipasas han sido caracterizadas
extensivamente con respecto a sus capacidades hidroliticas y sintéticas, ademas de
su enantioselectividad con sustratos artificiales, tales como acidos carboxilicos,
alcoholes y aminas; incluyendo las cinéticas de resolucion de mezclas racémicas,
como en el caso del (R,S)-ibuprofeno y (-)-mentol que son sustratos de un alto valor
comercial (7,8).




INDUSTRIA

EFECTO

PRODUCTO

Alimentos ldcteos

Panaderia

Bebidas
Condimentos
Complementas alimenticios

Carmicos

Grasas y aceites

Quimica farmacéutica

Cosméticos
Peletera
Papeciera

Limpieza

Hidrdlisis de grasa de leche
Maduracién de queso
Modificacién de mantequilla

Mejora el sabor y prolonga {a vida
media

Mejora et aroma

Mejora 1a calldad

Agentes saborizantes
Queso
Mantequilla

Productos de panaderia

Bebidas

Mayonesas, condimentos

Transesterificacion Complementos alimenticios

Dx de sabory de

grasa

Transaesterificacién de cacao,

Hidralisis Acidos grasos, glicerol, mono y
diglicaridos

Enantioselectividad Bloques quirales y quimicos

Sintesis Quimicos

Transasterificacion Lipikios especiales

Hidrolisis Digestivos

Sintesis Vv ag

Hidrélisis Productos de peleteria

Hidrdlisis Productos de papel

Hidrélisis Removedores de grasa y agentes

surfactantes

Tabla 3. Areas de aplicacién industrial de las lipasas microbianas (17).




A nivel mundial existe un gran interés por identificar y aislar nuevos genes de lipasas,
y para optimizar las propiedades deseadas de las ya existentes, lo cual hoy en dia es
posible por evolucion dirigida.

Desde el punto de vista biotecnolégico, la caracteristica mas importante es la
obtencién de lipasas de una alta enantioselectividad, debido al répido incremento en
la demanda de compuestos enantioméricamente puros producidos por procesos
biocataliticos (42).

La predileccidn por enzimas microbianas ante otras fuentes enzimaticas se debe a las
ventajas que ofrecen éstas (24); en el caso particular de las lipasas son :

Primero: Presentan una extraordinaria quimioselectividad, regioselectividad y
estereoselectividad.

Segundo: Son de facil disponibilidad en grandes cantidades y sus fermentaciones
resultan ser reiativamente econémicas en gran escala debido a que presentan ciclos
cortos de fermentacion en medios de produccién de bajo costo.

Tercero: La resolucidn de las estructuras cristalinas de muchas lipasas, facilita

considerablemente disefiar una estrategia de ingenieria bien planeada.

Finalmente: Estas enzimas, por lo general, no requieren cofactores, ni catalizan
reacciones secundarias (23, 24).

En la industria alimentaria, la mayoria de las enzimas microbianas proceden de un
numero limitado de géneros ya que se prefieren microorganismos conocidos como
seguros (GRAS).




Il. GENERALIDADES SOBRE LLAS ENZIMAS LIPOLITICAS
1.} Definicion

Las lipasas se definen como glicerol éster hidrolasas [EC 3.1.1.3.] que
hidrolizan enlaces de tipo éster presentes en tri, di y monoacilgliceroles, cuando se
encuentran en la interfase agua-aceite. La diferencia entre las lipasas y las
carboxilesterasas ordinarias (esterasas y acilhidrolasas) no se debe al tamafio del
radical del acido graso del sustrato, sino al estado fisico del mismo: las lipasas no
son capaces de atacar a moléculas de sustrato completamente dispersas en agua
(23, 24, 29).

1.2 Fuentes de obtencion de las lipasas.

Las lipasas pueden ser obtenidas de fuentes animales, vegetales y diversos
microorganismos. De las fuentes animales se han identificado a las lipasas
pancredticas, esterasas pregastricas, lipasas linguales y lipasas presentes en la
leche.

Las primeras fuentes mas importantes de estas enzimas son preparaciones
derivadas del estomago de carneros, corderos y terneros, muchas de las cuales
han sido purificadas y comercializadas.

Las lipasas de origen vegetal han sido encontradas en diversos frutos y
semillas como el trigo, arroz, avena y soya entre otros, sin embargo no han sido
ampliamente explotadas, ya que existen pocos estudios sobre ellas.

Las lipasas de origen microbiano han sido ampliamente utilizadas y sus fuentes
incluyen hongos levaduras, bacterias y algunos actinomicetos (17, 22) Tabla 4.




Tabla 4. Microorganismos productores de lipasas que se han reportado en la literatura (43).

Fuente Género Especie Referencia
Bacteria
{Gram positiva) | Bacillus B. megaterium Godtfredsen, 1990
B. cersus El-Shafei and Rezkallah,1997
B, stearothermophilus Kim et al., 1998
Recombinante de B. sublilis 168 Lesuisse ot al., 1993
8. brevis Hou, 1954
8. thermocatenuiatus Rus ot al., 1998
Bacillus sp. Helisto and Kompela, 1998
B.coagulans E-Shafei and Rezkallah, 1997
B. acidocaldarius Manco ot af., 1998
8. thermoleovorans 1D-1 Lesetal., 1999
Bacillus sp. J 33 Nawani and Kaur, 2000
Staphylococcus S. hyicus Van Kampen et al., 1998
S. epidermidis Simons et al., 1988
S wamen Talon ot al, 1995
Lactobacillus Lb, deibruckii sub. sp. bulgaricus El-Sawah et al., 1995
Lactobacillus sp. Mayers et al,, 1996
Streptococcus Streptococcus lactis Sztajer et al., 1988
Micrococcus Micrococcus freudenreichii Hou, 1954
M. luteus Hou, 1994
T acne Sztajer et al. 1988
Pr. granulosum Sztsjer et al. 1888
Burkholdernia Burkhoideria ap. Yeoet al., 1988
8u. glumae El Khattabi et al., 2000
Bacteria
{Gram negativo) | Pseudomonas P. aecruginosa Ito et at., 2001
P. fragi Mencher and Alford, 1967
P. mendocina Jaeger and Hertz, 1998
P. putida 3SK Lee and Rhee, 1993




Continuacion tabla 4.

Fuente Género Especia Referencia
Pseudomonas P. glumae Nobile et al., 1994
P. cepacia Hsu et al., 2000
P. fluorescens Lacointe et al., 1996
P. pseudoaicaligones F-111 Lin et al., 1995,1996
Pseudomonas sp. Dong et al., 1999
P fiuorescens MFO Guilou et al, 1995
Pseudomonas sp. KW156 Yang et al., 2000
Ci Ch. Diogo et al., 1999
Acinetobacter Aci. pseudoalcaligenes Szisjer et al., 1988
Aci. radioresistens Chen et al., 1999
Aeromonas Ae. hydrophila Anguita et al., 1993
Ae. sorbia LPOO4 Lotrakul and Dharmsthiti, 1897
Hongo . Rhizopus Rhizop. delernar Lacointe, et al., 1998

Rhizop. oryzae

Hiol et al., 2000

Rhizop. amrhizus

Elibol and Ozer, 2001

Rhizop. nigricans

Ghosh et al., 1996

Rhizop. nodosus

Nakashima et al., 1988

Rhizop. microsporous

Ghosh et al., 1996

Rbhizop. chinensis

‘Ghosh et al,, 1996

Rhizop. japonicus

Nakashima et al., 1988

Rhizop. niveus

Khono et al., 1994, 1999

- - Aspergillus

A. flavus Long et al., 1996, 1998

A. niger Chan et al., 1985

A. japonicus Sstyanarayan and Jhori, 1981
A. awamon Satyanarayan and Jhori, 1881
A. fumigatus Satyanarayan and Shori, 1981
A oryzae Ohnishi et al., 1994°%b

A. cameus

Helisto and Korpela, 1998




Continuacidn tabla 4.

Fuente Género Esapecie Referencia

Asperygillus A. repens Kaminishi et al., 1999

A. nidulans Mayordomo et al., 2000
Panicillium P. cyclopium Chahinian et ai., 2000

P. citinum Sztajer and Maliszewska, 1989

P. roquefort! Petrovic et al., 1990

P. fumiculosum Hou, 1994

Penicillium sp. Helisto and Korpela, 1998

P camembertii Ghosh et al., 19956

P. wortmanii Costa and Peralta, 1999
Mucor Mucor miehei Plou et al., 1998

M. javanicus Ishilara et al., 1975

M. circinelloides Balcao et al,, 1998

M. hiemalis Ghosh et al., 1996

M. racemosus Ghosh et al., 1996
Ashbya Ashbys gossypii Stahmann et al., 1997
Geotrichum G.candidum Ghosh et al., 1996

Geotrichum sp. Macedo et al., 1997
B i Hegedus and

Khachatourians, 1998

Humicola H. ianuginosa Zhu et al., 2001
Rhizomucor R. miehei Jaeger and Hertz, 1998
Fusarium F. axysporum Rapp, 1995

F. heterosporum Takahashi et al., 1998
Acremonium A. strictum Okeke and Okolo, 1990
Alternaria Alternaria brassicicola Berto et al., 1997
Eurotrium Eurotrium herbanorium Kaminishi et al., 1999
Ophiostoma O. piliterum Brush et al., 1999

Levaduras Candida C. rugosa Brocca et al., 1998
C. tropicalis Takahashi et al., 1958




Continuacién tabla 4.

Fuente Geénero Especie Referencia
Candida C. antarctica Arroyo et al., 1999
C. cylindracea Helisto and Korpela, 1998
C. parapsilosis Lacointe et al., 1996
C. deformans Lacointe et al., 1996
C. curvata Ghosh et al., 1996
C. valioa Ghosh et al,, 1996
Yamowia Y. lipolytica Pignede et al., 2000
Rnodotorula Rho. glutinis Papaparaskevas et ai., 1992
Rho. pilimomae Tahoun et al., 19685
Pichia Pi. bisbora Hou, 1954
Pi, maxicana Hou, 1994

Pi_ sivicola Suhihara et al.. 1895

Pi. xifosa Suhihara et al., 1995

Pi. burtonif Suhihara et al., 1895

S. Tahoun et al., 1985

S. cralaagenesis Hou, 1994

7 Hou, 1994

T D iti and
1997

nicotos | 58

Str.fradiae NCIB 8233

Sztajer et al., 1988

Streptomyces sp. PCB27

Sztajer et al., 1988

Streptomnyces sp. CCM 33

Sztajer et al., 1588

Streptomyces coelicolor

Hou, 1994

Streptomyces cinnamomeus

Sommer et al., 1997




1.3 Reacciones que cataliza.
Hidrolisis :

En la reaccidén de hidrolisis la lipasa rompe los enlaces éster de los triacilgliceroles
teniendo como producto final glicerol y acidos grasos libres. (Figura1)

o
CH2-0-C-R, o CHz—OH
" R—C-0O-CH ——» 3RC-OH - HO-CH
CH2-0-G-R4 H2-OH
o

Figura 1. Reaccién de hidrélisis catalizada por lipasas (44).

La velocidad de la reaccidn de hidrédlisis depende de factores como: a) la
naturaleza del sustrato, ya sea éste tri, di o monoacilglicerol; b) la posicién del
enlace éster, ya que puede haber hidrélisis especifica de ésteres primarios o
hidrélisis no especifica tanto de ésteres primarios como secundarios; c)
preferencia por algunos acidos grasos de acuerdo al grado de insaturacion o del
tamarno de la cadena; d) la estereoespecificidad, que puede favorecer la hidrélisis
en la posicién sn-1 o sn-3 en los triacilgliceroles y 1,3-diacilgliceroles.

Las reacciones de sintesis o de “hidrdlisis reversa” que c an las lip son
ttiles en la formacion de ésteres a partir de diversos alcoholes (alcohélisis), acidos
grasos (aciddlisis) y otros ésteres de acidos grasos (figura 2). Sin embargo, este
tipo de reacciones tiene como factor limitante la eficiencia en la eliminacién del
agua del medio de reaccion. Se pueden distinguir dos tipos de reaccién de
sintesis: la transesterificacion y la interesterificacién. La transesterificacién implica

la transferencia de un grupo acilo de un triacilgucerol a un alcohol o a un glicerol.
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En la interesterificacion el grupo acilo se intercambia entre un (tri)glicérido y un
acido graso (aciddlisis) o un éster de acido graso a otro (tri)glicérido.

Transesterificacién

alcoholisis Q
R3—OH —_—— R—C—0O—R3s <4 R;—OH

R—C—0—R:z + °
1]

EOH glicarstisis EO-C—R1
+ Ro—
OH OH 2—OH

Interesterificacion

(o] o o
1] acidoélisis 1] n
Ry—C~—OH — R3—C—0—R2 -+ R—C—OH
?
Ri—C—0O—Rz +

o
1]
R3—C—0—R4 ——= R—C—O0—R( + R;—& _o0—-R,

Figura 2. Reacciones de sintesis que catalizan las lipasas (22).




. OBJETIVO

Objetivo general:

Estudiar los usos de las lipasas dentro de la industria alimentaria.




IV. APLICACIONES

V.1 Lipasas en la industria de alimentos
a) Grasas modificadas

La manteca de cacao es una grasa de alto valor comercial, por su contenido de acidos
palmitico y estearico, que hace que su punto de fusion sea de 37°C , siendo esto la
principal razén de que se funda en la boca. La tecnologia basada en lipasas involucra
una alternancia de metodologias de hidrolisis y sintesis, que son usadas
comercialmente para disminuir el contenido de grasas indeseables en los sustitutos de
manteca de cacao. Uno de estos procesos utiliza una lipasa inmovilizada de
Rhizomucor miehei, que cataliza una reaccion de transesterificacién reemplazando el
acido palmitico por acido estearico del aceite de palma (23, 43). Por otro lado, en
Japoén se utilizan los aceites de semillas de girasol y de cartamo para producir
enzimaticamente los sustitutos de manteca de cacao (6).

La modificacién quimica de aceites para cambiarles la textura y requerimientos
nutricionales es usada en la manufactura de margarinas, mantequillas y otras grasas
plasticas. Cuando estas grasas son obtenidas por hidrogenacion se forman acidos
grasos trans, los cuales aumentan el riesgo a desarrollar enfermedades coronarias
debido a su consumo. Las enzimas al ser altamente especificas, previenen la
formacién de acidos grasos trans. Zaida Zainal y Mohd Suria Affandi Yusoff utilizaron
una lipasa de Rhizomucor miehei para la modificacion de los aceites del fruto y hueso
de palma, con lo que se obtuvieron grasas soélidas con menos de 0.5% de &cidos
grasos trans (48). Se han utilizado también aceites vegetales ricos en acido oleico,
que es un acido graso hipocolesterolémico, para reemplazar al acido miristico y
palmitico en la posicion sn-2 de la grasa de mantequilla, mediante el uso de una
lipasa que cataliza una reaccion de interesterificacion. Otra alternativa a la sintesis es
usar directamente mezclas de grasa de mantequilla y aceite de canola para modificar
el contenido de lipidos de la mantequilla (36).




b) Generacion de écido:_; grasos poliinsaturados

Los Acidos grasos poliinsaturados tienen efectos metabdlicos positivos ya que son
esenciales para la sintesis normal de los lipidos membranales y de las
prostaglandinas, un factor que es frecuentemente ignorado cuando se recomienda
una dieta libre de grasa (23, 43). Se ha incrementado el uso de estos acidos grasos
como farmacos; anticolesterolémicos, antiinflamatorios y como agentes que combaten
los problemas arteriales o de circulacion (19, 43). Como nutracéuticos y aditivos para
alimentos son usados para productos de panaderia, bebidas, asi como en el
desarrollo de sabor en quesos madurados (18, 43).

Los acidos grasos poliinsaturados se obtenfan normalmente por medio de un
tratamiento drastico con alta temperatura, lo que los degradaba. Ante este problema,
en algunos sectores de la industria los aceites vegetales poliinsaturados eran tratados
con un alcali seguido de una acidificacion, sin embargo este procedimiento no lograba
una hidrdlisis completa (39). El proceso enzimatico de generacion de acidos grasos
poliinsaturados emplea una lipasa de avena inmovilizada que hidroliza a un aceite
vegetal, como el aceite de castor, obteniéndose acido ricinoléico, evitando asi la
formacion de acidos poliricinoléicos por el tratamiento con calor. La catalisis de la
lipasa en un solvente organico permite obtener hasta un 90% de acido ricinoléico (40).

c) Nutracéuticos

Los triacilgliceroles que contienen residuos de &acido linoléico pueden ser usados
como agentes nutracéuticos, antioxidantes, anticarcinogénicos y ayudan en problemas
arteriales o de circulacion. Por esto es que se vuelve atractivo maodificar productos
lacteos convencionales para aumentar su contenido de 4&cido linoléico. Esta
modificacion puede llevarse a cabo sustituyendo los residuos de acidos grasos
presentes en los triacilgliceroles que constituyen la grasa lactea o por adicién de
glicéridos sintéticos que contengan residuos de acido linoléico. La misma modificacion
se dtiliza en mantequilla, margarina y otros productos lacteos ricos en grasa de leche
empleando la lipasa de Candida antartica (Novozym 435) lo que aumenta el contenido
de Acido linoléico de 0.6 g/100 g de grasa a 15 g/100 g de grasa de leche.
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En el caso de la sintesis directa de glicéridos a partir de glicerol y acido linoléico, la
reacciébn de esterificacion se puede llevar a cabo con una lipasa inmovilizada de
Mucor miehei (Lipozyme IM, de Novo Nordisk), en donde se ha obtenido una
incorporaciéon de hasta un 95% del acido linoléico original (20).

Se ha encontrado que esteroles de plantas y sus ésteres pueden ser efectivos para la
disminucién de la concentracion de colesterol en plasma, al inhibir su absorcion en el
intestino delgado. Estos ésteres de plantas, fitoesterol y fitoestaniol, son adicionados a
margarinas especiales, las cuales son viables comercialmente como alimentos
funcionales que reaucen el colesterol total y los niveles de LDL-colesterol. Estos
productos son preparados via esterificacién catalizada por la lipasa inmovilizada de
Candida rugosa, siendo posible evitar el uso de algun solvente organico o agua (47).

d) Producciéon de ésteres como agentes de sabor.

Las lipasas han sido usadas con éxito como catalizadores para la sintesis de ésteres.
Los ésteres generados a partir de acidos grasos de cadena corta son usados como
saborizantes en la industria de alimentos (46), por ejemplo en productos con sabor
frutal (bebidas, dulces, jaleas y jamones), alimentos cocinados, vinos y productos
lacteos. La sintesis individual de ésteres y su mezclado para la obtencion de diversos
sabores y aromas puede representar mucho tiempo y un trabajo duro de laboratorio.
Sin embargo, alternativamente pueden ser sintetizados via enzimatica utilizando
materiales naturales de bajo costo como acidos grasos y alcoholes, siendo ésta la
mejor opcién para productos lacteos, donde al obtener mezclas complejas de ésteres
se determina el sabor final de los productos, lo cual finalmente va a depender de la
combinacién de alcoholes y enzimas utilizadas.

L.as enzimas que probaron Jungbae y col. para obtener ésteres fueron divididas en
tres categorias: I. Lipasas microbianas: R10 (Penicillium roqueforti)y , AY30 (Candida
rugosa) de Amano Enzyme (Lombard, IL), y lipasa §000 (Aspergillus niger) de Enzyme
Development Corp. (New York, NY). li. Lipasas de mamiferos: Italasa C (becerro) y
Capalasa K (cabrito) de SBI (Waukesha, Wi). lll. Lipozoma 10,000 L (Mucor miehei) y
Palatasa M 1000 L (Rizomucor miehei) de Novo Nordisk A/S (Bagsvaerd, Dinamarca),
estas Gltimas fueron dializadas, ultrafiltradas y liofilizadas para su uso. cstas enzimas
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se probaron con 35 diferentes alcoholes, (ver tabla 5), y generaron cerca de 175
diferentes ésteres utilizando octanol como solvente (30).

La importancia comercial de la adicién de ésteres de bajo peso molecular en
productos elaborados a base de fruta y en productos lacteos, se debe a que durante
los procesos de manufactura de estos productos, los ésteres de bajo peso molecular
se pierden, lo que debe ser compensado al final de dicho proceso. Estos ésteres se
han podido producir por transesterificacién y algunos otros se generan por
esterificacion de acidos y alcoholes (14, 29). Los ésteres de importancia comercial se
han producido en medio anhidro, con solventes organicos por transesterificacién con
lipasas microbianas de Mucor miehei, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus arrahisuis,
Rihizopus niveus 6 Candida cylindracea (33). Se ha encontrado ademas, que varios
terpenos con sabor a menta podian ser formados por la accién de enzimas
microbianas sobre geraniol, citroneliol, farneso! y fito! en medios con solventes como
butano, hexano y acido oleico (14).

Por otro lado, se han encontrado lipasas en plantas como trigo, malz o linola
las cuales han sido usadas en la obtencién de ésteres de bajo peso molecular. Las
lipasas de plantas poseen propiedades interesantes que hacen que su utilizacién sea
especialmente rentable para la sintesis de ésteres, como son el facil manejo de las
semillas y los bajos costos de produccién para obtener las enzimas (33).




Alcoholes F Ci
3-Metil-2-buten-1-of Fresco, frutal, verde o crudo, lavanda 66
Geraniol Duice, floral, rosa, trutal
3-Heptanol Herbaceo 12
1 R-Mirtenol Alcanfor, menta 54
Famesol Tierno, floral, cleoso B4
DL-Mentol Menta, asbolado o lefioso 21
Propifenglicol Inodoro [+]
Cis-3-Hexen-1-o! Fresco, hierba verde 27
Nonil alcohol Rasa, cltrico 93
3,7-Dimetil-1.octanol Duice, rosa 68
a-Metilbencil alcohol Jacinto suave 35
Fenetil alcohol Rosa, miel, aromatico, floral (-2
3-fenil-1-propanol Dulce, balsamico, floral 62
S- Perilil alcohol Verde o crudo, pungente, graso a9
Amil alcohol Fuerte, un poco dulce, balsamico 78
2.Octanol Graso, oleoso, tefroso "
Furfuril alcohol Olor suave, sabor azdcar cocinada 17

de 20h (%) |
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Tabla 5. Alcoholes con propiedades organolépticas utilizados para obtener ésteres (30)
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e) Q mad d

El sabor y la textura son considerados como los dos principales criterios para
determinar la aceptabilidad de quesos madurados. El tiempo requerido para
desarrollar esas caracteristicas varia desde pocas semanas para quesos suaves Yy
hasta tres afios para variedades de sabor fuerte (26).

El uso de lipasas microbianas incrementa la cantidad de acidos grasos libres lo que
ha permitido que aumente el sabor de diversas variedades de quesos (2).

En los quesos de veta azul es de gran importancia la lipdlisis de la grasa de leche
para el desarrollo de su sabor caracteristico. Por ello, se han efectuado diversos
estudios sobre la lipasa de P. roqueforti, en los que se observé su alta especificidad
por triacilgliceroles de bajo peso molecular. Los acidos grasos libres sirven cormo
precursores de las metilcetonas y alcoholes secundarios, los cuales son esenciales
para obtener el sabor caracteristico de este tipo de queso (2).

Durante la maduracién de los quesos inoculados con microorganismos, se
llevan a cabo. cuatro cambios catalizados via enzimatica en donde se producen los
compuestos aromaticos que contribuyen al sabor del queso: 1) liberacién de los
acidos grasos de la grasa de la leche por lipdlisis, 2) oxidacion de los acidos grasos
libres para formar (beta)-cetoacidos, 3) descarboxilacién de (beta)-cetoacidos
produciendo metilcetonas y 4) reduccidn de metilcetonas para formar alcoholes
secundarios (29) (Fig. 3).

El fino equilibrio entre productos primarios y secundarios es el responsable del sabor
tipico del queso y su textura (26).
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PROTEINAS

proteasa
PEPTIDOS TRIACILGLICEROLES
peptidasa lipasas
AMINOACIDOS ¢ ¢

BUTIRICO CAPRO!CO CAPRILICO CAPRICO OTROS

ACIDO ACETICO -oxidacién +ticlasa ACIDOS GRASOS
l p-CEroACIDos

(Acetil CM)M‘L, ACETOACETATO
AcCIDO p-cr—:rocxxpnonco
descarboxilaciéon
METILCETONAS
reduccion

ALCOHOL SECUNDARIO ESTERES

Figura 3. Formacion de metilcetonas y alcoholes secundarios por P. roqueforti (32).

En el sistema tradicional, un microorganismo transforma varios de los compuestos
de la leche, generando el efecto organoléptico deseado. Esta transformacion
completa no se obtendria al utilizar exclusivamente una enzima, ademas de que se
podrian causar defectos de sabor y textura por una lipélisis excesiva. (14, 26, 35).

Con un sistema de enzimas exégenas purificadas, fas diferencias cuantitativas en
contenido de acidos grasos son minimizadas. Como en un proceso natural, la
modificacion enzimatica de productos lacteos se basa en el mismo cambio quimico
que ocurre con el proceso tradicional. Los tiempos de reaccion para la transformaciéon
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enzZimatica son substancialmente mas cortos que los de procesos tradicionales,
brindando un mejor control en el proceso, produciéndose menos variabilidad en e!
producto final.

Al utilizar enzimas puras sobre la grasa de leche, se obtienen ingredientes que
pueden ser utilizados en cremas fermentadas, mantequillas, quesos, saborizantes de
queso azul y puede producirse también un queso italiano a un bajo costo (14).

Dwivedi y Kinsella (1974) substituyen en productos como aperitivos, aderezos y
dips, el uso de un queso azul, por un concentrado sabor queso azul obtenido por
fermentacién sumergida con P. roqueforti y grasa de leche (12, 13, 14).

Al evaluar sensorialmente el sabor del producto obtenido por medio de esta
fermentacién, el panel de jueces encontré su sabor similar al de un queso azul
producido por el método tradicional. Del mismo modo, al evaluar sensorialmente
productos tipo dip, unos elaborados con el producto fermentado y otros con queso
azul, no encontraron ninguna diferencia.

En estudios recientes se han usado enzimas micro-encapsuladas para regular las
reacciones sustrato-enzima, evitando una textura y sabor inconvenientes producidos
por las enzimas libres. Estas preparaciones enzimaticas son eficientes en la
generacidon de ingredientes para alimentos, sin embargo, en la aceleracién de la
maduracién de quesos llegaban a causar defectos de textura y rancidez. Para evitar lo
anterior, se han propuesto mezclas como proteasa/peptidasa, proteasallipasa o
proteasa/peptidasallipasa (26).

Las capsulas con revestimiento de grasa-leche fueron el primer desarrolio de
Magee y Olson (1981). Arnadottir (1986) utilizd estos revestimientos grasa-leche para
micro-encapsular una mezcla de lipasa pancredtica y esporas de P. roqueforti (1).
Panel y Olson (1991 a,b) también usan los micro-encapsulados para mejorar la
produccién de metilcetonas y acelerar la maduracion del queso de veta azul (33, 34).
En el estudio hecho por Arnadottir (1986) el queso de veta azul elaborado con las
micro-capsulas, muestra un contenido sustancialmente mayor de metilcetonas en un
tiempo de maduracién mas corto que el requerido en un queso elaborado de manera
tradicional o elaborado con enzimas y esporas sin encapsular (1, 25). Kheadr y
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Vuillemard (2002) encapsularon diferentes cantidades de Palatase M y Lipasa 50 en
liposomas obteniendo buenos resultados, ya que esto sirvi® como un sistema
transportador de lipasas para acelerar la ruptura de la grasa durante el proceso de
madurado del queso. El éxito de este sistema depende de una apropiada seleccion
del tipo y concentracion de la enzima adicionada. Con encapsulados de Palatase M 6
de i1a Lipasa 50 a una concentracién de 0.5 unidades de enzima/ g de grasa de leche

se puede acelerar la lipdlisis del queso, dejando fuera parametros de textura y sabor
defectuosos (25).

IV.2 Lipasas en resolucion de mezclas racémicas de acidos y alcoholes

La estereoselectividad de lipasas ha sido usada para resolver mezclas racémicas de
acidos organicos en sistemas bifasicos inmiscibles (27). Los alcoholes racémicos

pueden ser resueltos en su forma pura enantiomérica por una reaccion de
transesterificacion catalizada por una lipasa (43).

El profeno (2-aril acido propidnico), es un compuesto importante no esteroidal que se
utiliza como medicamento antiinflamatorio (21). El R-isbmero de cetoprofeno se
produjo por una reaccién de esterificacién en medio no acuoso usando la lipasa B de
C. antartica en un solvente aquiral (3).

V.3 Lipasas en acilacion regioselectiva

Las lipasas acilan ciertos esteroides, azicares y derivados de azucares con una alta
regioselectividad. Los azucares monoacilados pueden ser producidos en piridina
anhidra, con trietilcarboxilatos y varios monosacaridos (45). Por otro lado, también se
puede hacer la desacilacion regioselectiva, este es el caso del meti-p-D-
glucopiranoésido, para el que se us® una lipasa de A. niger (10).
Las lipasas también son utilizadas en l1a sintesis de edulcorantes artificiales como la
sucralosa por una hidrélisis regioselectiva de octaacetilsucrosa (4, 16).

V.4 Lipasas en la sintesis de lipidos estructurados




24

El valor comercial de las grasas depende de los aAcidos grasos que conforman su
estructura (16). Los triacilgliceroles son reestructurados para contener el tipo de
acidos grasos deseados en posiciones especificas. Estos lipidos modificados son
llamados lipidos estructurados.

Diversas investigaciones han revelado que los lipidos estructurados enriquecidos con
acidos grasos de cadena media, exhiben significativos efectos benéficos en la salud,
al compararlos con las mezclas fisicas de aceites con una composicién similar de
acidos grasos.

En el cuerpo, la lipoprotein-lipasa y la lipasa pancreatica se ven involucradas en la
hidrolisis de triacilgliceroles en el flujo sanguineo y en el intestino respectivamente.
Ambas enzimas son mas eficientes en la hidrélisis de ésteres de cadena media que
en los de cadena larga; por ello los lipidos estructurados son extensivamente usados
en la practica clinica como una fuente de energia (5). )

Tanto los lipidos estructurados como las mezclas de aceites, bajan los niveles de
colesterol en higado, sin embargo se ha encontrado que los lipidos estructurados
muestran beneficios metabdlicos superiores en comparacion con las mezclas de
aceites. Se han reportado efectos benéficos de los lipidos estructurados, tales como
la retencion superior de nitrdgeno, preservacion de la funcién reticulo endoteliat,

atenuacién del catabotlismo de proteinas y la respuesta hipermetabdlica al estrés por
dafo térmico.

Asi tenemos, que e! aceite de coco es un aceite comestible rico en acidos grasos
saturados de cadena media y larga, pero es deficiente en acidos grasos esenciales.
Siendo éste una fuente rica en acidos grasos de cadena media (C8:0-C12:0), se
utiliza en la preparacion de una formula infantil parenteral, nutricibn enteral y en
productos alimenticios para casos de mal absorcién de grasa. Sin embargo, su alto
contenido de acidos grasos saturados, especiaimente C14:0, C16:0 y C12:0 ha sido
una causa de interés para modificar la composiciéon de acidos grasos saturados por
acidos grasos esenciales poliinsaturados. Lo anterior se puede obtener por la reacciéon
de interesterificacion catalizada por una lipasa, entre el aceite de coco y el aceite
omega 6, rico en acidos grasos poliinsaturados (41).
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IV.6 Lipasas en la sintesis de surfactantes

El poliglicerol y ésteres de acidos grasos glucosilados son ampliamente usados como
emulsificantes en una gran variedad de formulaciones de alimentos, como: productos
bajos en grasa facilmente dispersables (uso en aerosol), salsas, helados y mayonesas
(16).
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V. CONCLUSIONES

Las lipasas constituyen el grupo mas importante de biocatdlisis para las aplicaciones
biotecnolégicas, por su alta enantioselectividad y especificidad por el sustrato,
eficiencia, condiciones de operacién con bajos costos de operacion, no requiere de
cofactores y por su estabilidad en solventes organicos.

Hay un evidente avance en el uso de lipasas para obtener productos lacteos,
comenzando con el uso de enzimas purificadas, seguido del uso de enzimas
microencapsuladas, logrando productos con una mayor aceptabilidad por parte de los
consumidores en un tiempo menor y con un mayor control de los procesos
enzimaticos, y por uUltimo contar con enzimas de una mayor enantioselectividad
obtenidas por evolucion dirigida.

En la actualidad existe un mayor desarrollo de productos nutracéuticos, obtenidos a
partir de la adicion de acidos grasos poliinsaturados, o al uso de grasa de leche
modificada, cubriendo asi necesidades nutricionales, al mismo tiempo que se obtienen
beneficios en problemas arteriales o de circulacién, anticolesterolémicos,
antioxidantes y anticarcinogénicos.

Por otro lado, podemos contar con una amplia variedad de ésteres de bajo peso
molecular como agentes de sabor, que de manera mas efectiva y rapida se obtienen
por transesterificaciéon, o por esterificacién de acidos grasos y alcoholes con diversas
lipasas.
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