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ENZIMAS APLICADAS EN PROCESOS INDUSTRIALES

Resumen

Las enzimas son catalizadores de alta selectividad. Es debido a esto que en la actualidad
el uso de enzimas a escala industrial es una realidad y se considera que en los préximos
anos el numero de procesos biocataliticos se incrementard de manera acelerada. Aqui se
presenta un panorama general del uso de las enzimas en procesos industriales y se discu-
ten algunos factores que han permitido el posicionamiento de estos biocatalizadores en
sectores estratégicos como el de los alimentos y bebidas o el de la quimica fina. Se men-
ciona ademas la relevancia econémica que en los ultimos afios ha desarrollado el sector
de los biocatalizadores y en qué sectores industriales ha impactado. Algunos procesos
enzimaticos exitosos son discutidos y se presentan
las perspectivas de la biocatalisis para los préoximos
afos.

Las enzimas son protel'nas Palabras clave: Enzimas |anV|Ilzadas,, selectivi-
dad, procesos sustentables, biotecnologia blanca,

especializadas capaces biotransformaciones.
de acelerar la velocidad
de una reaccién quimica,
promoviendo asi la
transformacién de diferentes

moléculas en productos
e speciﬁcos. The enzymes are high-selective .and high'—eﬁ‘icie.nt
catalysts. As a consequence, their use at industrial
scale has been fully established and an important
progression of applications is expected in the next
years. Some general aspects of the use of enzymes in
industrial processes are here presented. The most important features contributing to the
presence of biocatalyst in industrial sectors, such as food and beverages or fine chemistry,
are actually being discussed. In addition, the global market of enzymes is presented as
well as the most relevant industrial sector where enzymes have been positioned. Finally,
some successful industrial applications are presented and also the perspectives of appli-
cation of biocatalyst.

ENZYMES APPLIED IN INDUSTRIAL
PROCESSES

Abstract

Keywords: Immobilized enzymes, selectivity, sustainable processes, white biotechnology,
biotransformations.
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ENZIMAS APLICADAS EN PROCESOS INDUSTRIALES

Introduccion

as enzimas son proteinas especializadas capaces de acelerar la velocidad de una reac-

cién quimica, promoviendo asi la transformacion de diferentes moléculas en produc-

tos especificos. La alta especificidad con la que se llevan a cabo dichas transforma-
ciones, el volumen reducido de desechos que generan dichos procesos y las condiciones
poco agresivas en las que se operan, han permitido que estos biocatalizadores se posi-
cionen como elementos preponderantes en diversos sectores industriales. En efecto, se
considera que en aquellos sectores industriales en donde estd involucrada al menos una
reaccién quimica, existe la posibilidad de integrar una enzima al proceso de transforma-
cion.

No obstante que las enzimas se han utilizado desde hace varios siglos en indus-
trias tales como la cervecera, lactea, de panificacidon o peletera, no es sino hasta finales
del siglo XIX y principios del XX que se establece su naturaleza o mecanismo de accion.
De hecho, aun cuando la compafiia Rohm (Alemania) utilizé por primera vez en 1914
la enzima tripsina en la industria de detergentes, la naturaleza proteica de las enzimas
fue probada hasta 1926 por Sumner. Mas aun, se considera que su produccion por fer-
mentacion a gran escala la inicié formalmente la compaiiia Novo Industri (actualmente
Novozymes) en la primera parte de los afios sesenta, al producir una glucoamilasa util en
la transformacion de almiddn en glucosa.

Es indiscutible el interés que ha despertado durante las ultimas décadas el uso
de estos exquisitos catalizadores en diferentes procesos industriales. En gran medida,
gracias a los grandes avances que ha tenido la biotecnologia en areas como la microbio-
logia industrial, la biologia molecular, la ingenieria de proteinas y la ingenieria enzimdtica.
Estas técnicas han centrado su atencion en la produccion eficiente de biocatalizadores
qgue al mismo tiempo que conserven su alta quimio-, regio- y estereoselectividad, mejo-
ren su estabilidad, puedan ser reutilizadas y sean compatibles con tecnologias sustenta-
bles y procesos ambientalmente mas limpios.

En este sentido, es a partir de los afios ochenta que se desarrollan nuevas herra-
mientas fermentativas para la produccién y comercializacién de enzimas a gran escala,
dando lugar a una industria de las enzimas con valores netos de comercializacién en el
orden de los miles de millones de délares (POLANA y MACCABE, 2007). Al mismo tiempo,
mediante las técnicas del ADN recombinante, se establecen las estrategias necesarias
para expresar, de manera heterdloga, enzimas de diferentes origenes (animal, vegetal o
microbiano) en organismos huéspedes y aumentar de manera significativa las concentra-
ciones de enzima en los cultivos (AEHLE, 2007). Actualmente, con el desarrollo de areas
como la gendmica y la protedmica y de herramientas Utiles para el analisis y la manipu-
lacion de la estructura de proteinas, es posible no solamente tener acceso a un extenso
universo de nuevas actividades enzimaticas de diferente origen, sino también manipular,
disefar y mejorar las actividades enzimaticas nuevas y tradicionales.

Las enzimas en solucidon generalmente son utilizadas una sola vez debido a la
dificultad que representa su recuperacién al término de una reaccién. Esta limitante las
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convierte en un gasto fijo e impacta directamente el costo total del proceso. Ante este
panorama, una de las grandes preguntas planteadas a lo largo del desarrollo de la enzi-
mologia industrial ha sido: ¢Las enzimas se pueden reutilizar eficientemente?

Es claro que un biocatalizador no soluble que sea facil de recuperar, no pierda su
efectividad, se pueda reutilizar o permita su operacidon en procesos continuos a escala
industrial impactard de manera positiva la economia de un proceso.

En este sentido, un gran avance en la consolidacién del uso de enzimas a escala
industrial se debe en gran medida al desarrollo de métodos eficientes de inmovilizacién
de enzimas, es decir, enzimas unidas fisica o quimicamente a un soporte inerte, lo cual
permite su facil recuperacién y reutilizacion (Figura 1).

Métodos de Inmovilizacion de Enzimas

Figura 1. Métodos generales
de inmovilizacién de enzimas
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Si bien desde principios del siglo XX se realizaron esfuerzos para el desarrollo
de métodos que permitieran la reutilizacidn de los biocatalizadores, no es sino hasta los
afios sesenta que los primeros procesos con enzimas inmovilizadas fueron escalados a
nivel industrial, permitiendo su reutilizacién en diferentes ciclos de proceso. Asi, en 1969
la compaiiia japonesa Tanabe-Seiyaku reportd la produccién industrial de L-aminoacidos
mediante el uso de un reactor enzimatico con L-aminoacilasa inmovilizada, y las compa-
filas Bayer AG (Alemania) y Beecham Pharmaceuticals (Inglaterra) reportan el uso de la
enzima penicilino G acilasa inmovilizada para la produccién de precursores de penicilinas
semisintéticas (3). Es importante mencionar que desde principios de los afios setenta, el
proceso para la obtencién de jarabes de alta fructosa a partir de almidén de maiz se co-
loca entre los procesos enzimaticos con los mas altos volimenes de produccidn, y que la
viabilidad econdmica de este proceso se debe en gran medida al uso de la enzima glucosa
isomerasa inmovilizada (Figura 2) (POULSEN, 2003).
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Figura 2. Proceso para la
obtencion de jarabes de alta
fructosa a partir de almidon

de maiz utilizando glucosa
isomerasa inmovilizada como
catalizador. adaptado de

renneberg r. (2008) (13).
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El desarrollo de procesos industriales utilizando enzimas inmovilizadas ha incre-
mentado de manera sustancial en las Ultimas décadas. Esto se debe a que no sdlo se ha
comprobado que la inmovilizacién de las enzimas permite reciclar el catalizador, sino
gue, ademds, la inmovilizacién contribuye de manera importante a incrementar la es-
tabilidad operacional biocatalizador, permite un disefio mds racional del reactor y, en
algunos casos, a mejorar incluso su eficiencia catalitica.

La alta selectividad con la que las enzimas participan en diferentes procesos de
transformacién quimica y las condiciones suaves de reaccién en las que se operan dichos
procesos industriales, traen en consecuencia un ahorro energético y econdmico. En los
ultimos anos, el uso de las enzimas a nivel industrial ha impactado en sectores estraté-
gicos tales como el de la quimica fina o el de los biocarburantes. De hecho, esta parti-
cipacion ha contribuido al desarrollo de nuevas areas de investigacién en biotecnologia
tales como el de la biotecnologia verde y el de la biotecnologia blanca. La primera esta
asociada principalmente al desarrollo de procesos ecolégicamente sustentables, tales
como la produccién de biocarburantes, donde el impacto ambiental y el uso de recursos
renovables juegan un papel preponderante. La segunda, dedicada al desarrollo y optimi-
zacion de procesos industriales en donde el uso de organismos vivos o del material deri-
vado de ellos (i.e. enzimas), permite remplazar tecnologias contaminantes por otras mas
limpias o amigables con el medio ambiente, tal es el caso del uso de enzimas en procesos
de sintesis quimica (DASILVA, 2004).

Desde un punto de vista del mercado y de la disponibilidad de enzimas industriales,
las compafiias Novozymes (Dinamarca) y DuPont (USA), a través de sus filiales Danisco/Ge-
nencor, dominan el mercado de las enzimas con casi el 75% de las ventas globales.
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Figura 3. Principales
actividades enzimaticas:
transformacién de moléculas,
ruptura de enlace, unién de
moléculas y transferencia de
grupos.
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Con volimenes de ventas menores, pero con una participacién importante en
el sector, se encuentran las companiias alemanas BASF y Henkel, la holandesa DSM, asi
como las japonesas Amano y Ajinomoto. En la actualidad (2013), se calcula que el mer-
cado global de las enzimas es de alrededor de 4.5 billones de délares y se espera que
crezca para el 2020 a un ritmo del 8.3% y alcance cifras de mas de 7.5 billones de délares
(GRAND VIEW RESEARCH, 2014). Dentro de este mercado se estima que las enzimas des-
tinadas al procesamiento de alimentos y bebidas captan alrededor de 40% del mercado
global y que dentro de este sector al menos 45% estan destinadas a la modificacién de
carbohidratos, particularmente, aquellas destinadas a la transformacion de almidones.
En segundo lugar, se calcula que la industria de los detergentes capta alrededor del 30%
del mercado, la industria textil y la del papel entre del 12 y el 10% del mercado, respecti-
vamente, y el resto del mercado se divide en aplicaciones diversas para industria quimi-
ca, farmacéutica y bioldgica.

Aplicaciones industriales relevantes

La comunidad académica e industrial reconoce la biocatdlisis como una herramienta
estratégica para el desarrollo de tecnologias sustentables aplicada al procesamiento y
transformacion de compuestos quimicos, farmacéuticos, agroquimicos e ingredientes
para alimentos (SCHOEMAKER et al, 2003). Estas tecnologias, en especial aquellas utili-
zadas en sintesis de productos farmacéuticos, histéricamente han involucrado procedi-
mientos largos y complejos que frecuentemente ocupan y generan cantidades importan-
tes de compuestos peligrosos y altamente contaminantes. A fin de contrarrestar estos
inconvenientes, las aplicaciones industriales de las enzimas se han establecido conside-
rando 4 principales actividades enzimaticas de alta especificidad y selectividad: la trans-
formacion de moléculas, la ruptura de enlace,

la unién de moléculas y la transferencia de Transformacion _
grupos (Figura 3). Basadas en estas activida-
des, numerosas aplicaciones industriales que - —

utilizan enzimas se han establecido exitosa-
mente.

Ruptura

Esencialmente, ademas del interés - — +

econdémico que despierta el uso de enzimas a
nivel industrial, desde los primeros procesos Unidn

con biocatalizadores a gran escala, los aspec-

tos de sustentabilidad han sido considerados B"l‘D‘l‘D — []:E]
de manera primordial. Se tiene, por ejemplo,
el caso de la compaiiia farmacéutica Merck,
la cual producia hormonas esteroidales de [:[j_'_[:] — D +
manera tradicional empleando un proceso =
quimico de al menos 31 etapas, con la gene-
racion consecuente de desechos asociada a un proceso tan complejo. Con el objetivo de

hacer mas eficiente el proceso, en los afos cincuenta del siglo XX, la empresa UpJohn
implementd una estrategia biocatalitica de tan sélo 10 pasos, donde la hidroxilacion de la

Transferencia
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Figura 4. Sintesis quimica y
biocatalitica del acido 7-ami-
nocefalosporanico (7-ACA).
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progesterona en la posicién 11 catalizada por un Citocromo P450 resultd ser la reaccién
clave para la economia del proceso (DUNN, 2012). De hecho, esta reduccion del proceso
permitié no sélo la disminucién del precio de la cortisona de un valor de 200 USD/g hasta
un precio de 6 USD/g (SINISTERRA), sino que ademas posibilitd la implementacién de un
proceso mas amigable con el medio ambiente.

Otro proceso enzimatico industrial considerado de gran relevancia en la indus-
tria farmacéutica es la produccién de antibiéticos B-lactamicos. El acido 7-aminocefa-
losporanico (7-ACA) es un intermediario en la sintesis de cefalosporinas semisintéticas,
antibidticos B-lactdmicos ampliamente utilizados en el tratamiento de infecciones bac-
terianas. Actualmente la produccion de 7-ACA es de alrededor de 6,000 toneladas mé-
tricas/afio, con un mercado valuado en 400 millones de USD (HENDERSON et al, 2008).
Existen dos procesos industriales para obtener el 7-ACA a partir de cefalosporina C (la
cual es producida por un proceso fermentativo maduro): el método quimico y el método
enzimatico mostrados en la Figura 4.

Sintesis quimica y biocatalitica del acido 7- amino- cefalosporanico (7- ACA)
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Sintesis Quimica Sinteds Biocatalitica

En un comparativo entre la sintesis quimica y enzimdtica del 7-ACA, realizado reciente-
mente por Henderson y colaboradores (HENDERSON et al, 2008), se muestra la gran ven-
taja el uso de una estrategia biocatalitica. En efecto, si bien el proceso quimico presenta
mayores rendimientos, éste utiliza una mayor cantidad de reactivos peligrosos y solven-
tes, requiere 60% mas energia, cerca del 16% mds de masa de reactivos (excluyendo el
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agua), genera el doble de gases de invernadero, 30% mas de ozono fotoquimico y mayor
impacto de acidificacion que el proceso enzimatico.

Por otra parte, uno de los procesos con mayor impacto econdmico en el sector
de los alimentos y bebidas es la preparacion de jarabes con alto contenido de fructosa
a partir de almidén de maiz (HFCS por sus siglas en inglés). Mas de cuarenta afios han
transcurrido desde que el primer lote de produccidon de HFCS salié al mercado vy, si bien
este proceso se planted por primera vez en 1950, no fue sino hasta dos décadas después
que se volvid econdmicamente viable. Por un lado, gracias al descubrimiento de una
actividad glucosa isomerasa presente en una preparacion de xilosa isomerasa (YAMA-
NAKA, 1966), y por el otro, a la posibilidad de reutilizar a esta enzima mediante el uso de
glucosa isomerasa inmovilizada. No se debe dejar de lado el hecho de que para tener un
suministro adecuado de glucosa para la reaccién con la glucosa isomerasa, el proceso a
partir de almiddn es catalizado por dos enzimas: una a-amilasa capaz de transformar el
almidon (licuefaccidn) en cadenas cortas de glucosa (10-20) y una glucoamilasa capaz de
cortar estas cadenas (sacarificacion) en unidades individuales de glucosa (Figura 2).

Un sector en pleno crecimiento y que se posiciona rdpidamente en los primeros
lugares del mercado global de las enzimas es el de insumos para la industria de la ali-
mentacién animal. Por un lado, en las ultimas dos décadas, enzimas de tipo xilanasas y
B-glucanasas se han establecido como aditivos en formulaciones basadas en cereales y
destinadas a la alimentacion de animales monogastricos, quienes, contrario a los rumian-
tes, no son capaces de degradar y utilizar de manera eficiente alimentos basados en fibra
vegetal con alto contenido de celulosa y hemicelulosa. Por otro lado, se ha incrementa-
do el uso de fitasas para el mejor aprovechamiento del fésforo asociado al acido fitico
presente en cereales y destinados a la alimentacién de animales monogastricos. De esta
manera, es posible aprovechar al maximo el fésforo presente en vegetales, pues éste se
encuentra asociado en casi el 90% al acido fitico.

Es claro que en la actualidad, el nimero de ejemplos de procesos industriales
exitosos puede ser tema de un texto completo, en el cual no podrian dejar de mencionar-
se aplicaciones como la sintesis de acrilamida mediante la hidratacién del acrilonitrilo ca-
talizado por la enzima nitrilohidratasa. Las concentraciones de producto de este proceso
estan en el orden de los 600 g/L, y son comparables a las concentraciones alcanzadas
en procesos quimicos de alto rendimiento, lo que lleva a producciones de acrilamida del
orden de las 30 000 toneladas por afo.

En términos de los procesos enzimaticos que en la década reciente han teni-
do un impacto importante a nivel industrial, estan aquellos aplicados a la quimica fina.
De manera sobresaliente podemos mencionar a los procesos para la sintesis directa de
enantidmeros puros o a través de la resolucién de mezclas racémicas. En efecto, la alta
qguimio, regio y enantioselectividad de las enzimas ha permitido la aplicacién de éstas
en procesos en los que la selectividad juega un papel determinante. En este contexto se
puede mencionar el uso de la enzima termolisina para la sintesis del edulcorante aspar-
tame en la escala de los miles de toneladas por afio (DMS, Holanda) o el uso a gran escala
de lipasas y nitrilasas por la empresa BASF (Alemania) para la resolucién de diferentes
mezclas racémicas. De manera particular, esta compaiia ha implementado procesos de
acilacion enzimatica para la resolucidn de mezclas racémicas de alcoholes y amidas a es-
cala de miles de toneladas. Adicionalmente, reporta la produccidn industrial de (R)-Acido
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Tabla 1. Objetivos para la
enzimologia industrial para
las proximas dos décadas.
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mandélico a partir de mandelonitrilo mediante el uso de nitrilasas (SCHMID, 2001). No
cabe duda que el impacto de las enzimas en procesos industriales es ya una realidad y
continta en amplio crecimiento, y que este avance estara determinado en los préximos
afios por diversos factores en los cuales la interaccion academia-industria deberd jugar
un papel determinante.

Perspectivas

Las perspectivas de la enzimologia industrial a corto y mediano plazo deberan estar in-
fluenciadas por el avance acelerado que esta teniendo la biotecnologia en este siglo.
Estos avances deberan permitir, por un lado, el desarrollo de biocatalizadores hechos a la
medida de las necesidades especificas de la industria, y por el otro, mejorar la disponibi-
lidad en volumen y en variedad de dichos catalizadores, por supuesto, todo esto a costos
cada vez mas competitivos. Es importante mencionar que en términos de disponibilidad
de catalizadores con nuevas o mejoradas actividades, las posibilidades son prometedo-
ras. En efecto, se sabe que en la actualidad menos del 3% de los microorganismos pre-
sentes sobre la Tierra han sido utilizados como fuentes de enzimas (FARIHA, 2006). Los
objetivos para la enzimologia industrial para las préoximas dos décadas son claros y van
de la mano con los objetivos asociados a la industria quimica tradicional: reducir el uso
de materias primas, agua y energia, asi como la disminucion sustancial de emisiones con-
taminantes. De manera especifica, los objetivos inmediatos para los biocatalizadores se
presentan en la Tabla 1.

* Desarrollo ds biocatalizadores méas eficientas y mas econémicos que los catalizadores
quimicos
Desarrollo de un abanico de biocatalizadores para un amplio rango de nuevas reacciones
Desarrollo de catalizadores mas robustos (pH, Temp, compatibilidad con solventes)
Desarrollo de herramientas computacionales necesarias para la sintesis de novo de
enzimas
Preparar la masa critica necesarios para |levar a cabo estos desarrcllos
Generar conciencia del beneficio social del use de biocatalizadores
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Conclusiones

En la actualidad, el uso de enzimas a escala industrial es una realidad, y considerando la
velocidad del avance cientifico y tecnolégico en el drea de la biotecnologia, es de espe-
rarse que el nimero de procesos biocataliticos se incremente de manera acelerada en
las préximas décadas. Aparentemente, el gran obstaculo que representa la aceptacion
por la sociedad de cualquier nueva tecnologia estd superado en el caso de las enzimas.
En efecto, contrario a lo que se pensaba hace un par de décadas, hoy en dia se observa
un interés general en la industria para el desarrollo e implementaciéon de nuevos pro-
cesos, tecnologias e infraestructura, utilizando enzimas como biocatalizadores. Asi, la
tendencia para los préoximos afios deberd ser el desarrollo y aplicacién cada vez mas
frecuente de procesos enzimdticos que permitan integrarse a diferentes etapas de pro-
cesos de la quimica tradicional e incluso sustituirlos en su totalidad. En un mundo con un
rapido crecimiento de la poblacién y la consecuente demanda de recursos naturales, la
biocatalisis puede convertirse en una herramienta estratégica para diferentes industrias
y asi enfrentar de mejor manera los retos que esto representa.
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