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Resumen

Las enzimas son catalizadores biolégicos empleados en procesos tecnoldégicos, entre los que se
encuentran los relacionados con la industria alimenticia. Por esta razén, se realizé una blUusqueda
bibliografica enfatizando en el uso de estos biocatalizadores en la obtenciéon de jarabes de glucosa y
fructosa, para los que se emplea especificamente la enzima invertasa. Se exponen los principales
beneficios y ventajas que aporta la inmovilizacion en el procesamiento de productos industriales, asi
como los principales métodos y soportes que se han desarrollado para este fin. Se plantean las
caracteristicas de la enzima libre y sus aplicaciones industriales fundamentales. Los métodos y
soportes mas utilizados para su inmovilizacién y las caracteristicas que adquiere una vez le son
aplicados. Se conoci6 ademaéas, la tecnologia de obtencién de los jarabes invertidos en Cuba y su

importanciay aplicabilidad en la industria alimentaria.
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Abstract

Enzymes are Biological catalysts used in technological processes, among which are those related to
the Food industry. For This reason, the bibliografic search was carried out emphasizing the use of
these catalysts in obtaining glucose and fructose syrups, for which the invertase enzyme is
specifically used. The main beneficts and advantages of immobilization in the processing of industrial
products are exposed, as well as the main Methods and supports that have been developed for This
purpose. The characteristics of the free enzyme and its fundamental industrial Applications are
discussed. The most used Methods and supports forits immoblilization and the characteristics that it
acquires once they are applied to it. The Technology for obtaining inverted syrups in Cuba and its

importance and applicality in the Food industry was also known.

Key Words: enzyme,; immobilization; invertase; inverted syrups

La buena percepciéon social de aditivos alimentarios de origen natural ha potenciado el uso de las
enzimas a nivel mundial. Se le atribuyen beneficios como: incremento de la calidad de los alimentos,
menor cantidad de calorias y anulacion de ingredientes alergénicos (Sanromaéan, y Deive, 2017). Los
avances recientes en la biotecnologia ofrecen nuevas promesas para adaptar enzimas a funciones
especificas en aplicaciones particulares y su produccion en cantidades suficientes para usos
industriales. (Yong y de Man, 2018).

La diversidad, especificidad y capacidad catalitica de estas biomoléculas en ambientes diversos, las
han convertido en una herramienta biogquimica importante en el procesamiento, conservaciéon y
desarrollo de los alimentos (Pefia y Quirasco, 2014). A pesar de esas excelentes propiedades
cataliticas y sus enormes y variadas posibilidades de aplicacion, la utilizacién de las enzimas en
procesos industriales se ha visto limitada. Son solubles, dificiles de reutilizar, generalmente muy
inestables ante condiciones desnaturalizantes y sufren inhibiciones por sustratos y productos
(Chitunda, 2002). Esto ha traido consigo la busqueda de estrategias que perm itan disminuir estos
inconvenientes, entre ellas la inmovilizacion. La enzima inmovilizada mejora su eficiencia funcional,
permite su reiso en un periodo extendido de tiempo, posibilita una mejor separacion del complejo

catalizador-producto y portanto refuerza la economia delproceso biocatalitico (Guzik etal.,2014).
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La enzima invertasa o B-fructofuranosidasa es la encargada de catalizar la reaccién de hidrdlisis de
sacarosa a glucosa y fructosa. Se emplea en diversas aplicaciones industriales, entre las que se
encuentra la produccion de azucares invertidos en la industria alimentaria.Los jarabes invertidos son
aproximadamente un 20 % mas dulce que la sacarosa y puede mezclarse facilmente con otros
productos industriales (Mohd Zain etal, 2010).

Las enzimas, por ser proteinas, estan involucradas en todos los procesos esenciales para la vida:
replicacion del ADN, sintesis de proteinas, metabolismo, la regulaciéon celular y la traduccién de
sefiales (Chaudhary et al., 2015). Catalizan reacciones, pueden distinguir moléculas especificas,
permitiendo reacciones y productos especificos. Estas propiedades (catalisis y especificidad
sustrato-producto) hace que sean esenciales en el metabolismo de los organismos vivos (Tanaka,
2018). Funcionan a temperaturas y presiones moderadas, ambientales en muchos casos,
reduciendo asi el impacto econémico asociado a la necesidad de energia para cambiar dichas
variables, y el impacto ambiental que genera el combustible utilizado para generar dicha energia, lo
que conduce a una produccion mas ecolégica. (Bustos y Pacheco, 2014).

El estudio de estos catalizadores ha consolidado su aplicacién para fines industriales y comerciales,
porlo que se consideran ingredientes o aditivos alimentarios naturales (Moreira et al.,2018). EIléxito
del siglo xx en el aislamiento de enzimas de células vivas allandé el camino para su produccién
comercial y, por lo tanto, una mayor aplicacion en la industria alimentaria. Sus funciones y
habilidades han hecho de ellas ingredientes indispensables en la fabricacion de alimentos y bebidas
(Okaforetal.,2019).

Las enzimas estan presentes ademas en muchos alimentos de forma intrinseca, es decir,
constituyen una parte de su composicion, pero en otras ocasiones se affaden en su preparacién y
pueden tener una accién tecnolégica en el producto que se estéd fabricando. Generalmente para su
obtencion se utilizala ingenieria genética (Aguirre, 2019).

Sin embargo, la utilizacién de las enzimas como catalizadores en procesos industriales, a gran
escala, se ha visto limitada por los altos costos de producciéon y su baja estabilidad al almacenaje.
Durante su uso, la estabilidad de las mismas decrece debido a cambios en el pH, temperatura,
cambios conformacionales, como resultado de la friccién, la presién osmo6tica impuesta por el

ambiente que la rodea y el efecto acumulativo de todos estos factores como funcién del tiempo de
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duracién de utilizacién de las mismas. Ademaéas, al ser solubles, su recuperacion de la mezcla de
sustrato y producto, para su retso, no es econémicamente viable, por lo que los procesos donde
ellas intervienen son costosos (Kotwaly Shankar, 2009; Tran y Balkus, 2011).

La inmovilizacién de enzimas se define como un proceso en elcual se confina o localizaalaenzima
en una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles, que retienen su actividad
cataliticay que pueden ser reutilizadas (Arroyo, 1998).

Las enzimas inmovilizadas pueden retener su actividad por mayor tiempo que aquellas en solucién,
lo que las hace atractivas si se quiere procesar continuamente una gran cantidad de sustrato o silas
enzimas involucradas son costosas. La capacidad para fijar una enzima en espacios
predeterminados y bien definidos proporciona oportunidades para aplicaciones originales y una serie
de ventajas en comparacion con su contraparte soluble: Posibilita el uso maltiple o repetitivo de una
carga de enzimas, disponibilidad de frenar la reaccién rapidamente por eliminaciéon de la enzima de
la solucién de reaccién, en muchos casos la enzima es estabilizada por enlaces covalentes, la
soluciéon procesada no queda contaminada con las enzimas y larga vida media de la enzima con
velocidades de decaimiento predecibles (Maroto y Celso, 2000; Goémez, 2015). No obstante, a las
ventajas que ofrece la utilizacién de enzimas inmovilizadas, estos procesos presentan algunos
inconvenientes, entre los que se sefialan: la alteracion de la conformacién de la enzima respecto a
su estado nativo, la gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte, la pérdida parcial de actividad
durante la inmovilizacién y el biocatalizador es maéas caro que la enzima nativa (Arroyo, 1998;
Bayramoglu etal., 2003).

E xisten numerosos métodos de inmovilizacién de enzimas en una variedad de soportes diferentes
que se han desarrollado durante los Ultimos 100 afios. La inmovilizacién enzim &tica, implica la
inclusion de enzimas en una o varias matrices o la unién a su superficie. Es una técnica simple y
permite un cémodo manejo de la preparacion. Tiene dos beneficios principales que no ofrece
ninguna otra técnica hasta la fecha: una separacion mas facil de la enzima del producto, haciéndolo
compatible para una amplia gama de aplicaciones; y minimiza el procesamiento del producto
posterior, haciendo que el proceso sea rentable, confiable y eficiente (Dwevedi, 2016).

Las caracteristicas del soporte, los grupos reactivos y condiciones de inmovilizacion deben ser

seleccionados cuidadosamente, para poder involucrar el nimero maximo de grupos de la enzima en
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la inmovilizacion. EIl soporte debe tener una superficie interna grande que tenga buena congruencia
geom étrica con la superficie de la enzima, debe presentar una alta densidad superficial de los
grupos reactivos. Los grupos reactivos involucrados en la inmovilizacién deben ser lo
suficientemente estables para permitir largos periodos de reacciéon enzima-soporte (Palomo et al.,
2007).

Las propiedades de los materiales del soporte y los procesos de inmovilizacién son aspectos muy
importantes a tener en cuenta en el proceso de inmovilizacion. La superficie del material es
modificada para reducir las interacciones no bioespecificas entre la enzima y el soporte; esto
promueve la actividad de la enzima, al generarse un microambiente similar al que debe tener la
proteina en su estado libre natural. Los métodos de inmovilizacién se suelen clasificar en dos
grandes categorias: Retencién fisica (adsorcion, atrapamiento y microencapsulacion) y Unidn
quimica (unién covalente y entrecruzamiento), como se muestra en el siguiente esquema. (Romero

etal., 2014).

“+ Adsorcion % Unidn covalente -

< Atrapamiento “+ Entrecruzamiento &

“* Microencapsulacion

s & »

Material del soporte Enzima IMedificador de superficie

Fuente: Sneha etal., (2019).
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Los mas comunes son la adsorciéon, atrapamiento, y la unién covalente a un soporte. Los métodos
de inmovilizacion quimica son los mas utilizados, ya que permiten el uso de gran variedad de
soportes, tanto orgdnicos como inorganicos (Romero etal.,2014).

Uno de los métodos mas utilizados en la inmovilizacién de enzimas son los basados en la formacién
de enlaces covalentes, ya que tienen la ventaja de que la enzima no se libera en la solucién al
utilizarla,debido a la naturaleza estable de los enlaces formados entre la enzima y la matriz (Brena vy
Batista-Viera, 2006).

La adsorcién de enzimas resulta de interacciones hidréfobas y enlaces salinos donde el soporte se
bafia en enzima para la adsorcion fisica o la enzima se seca sobre las superficies de los electrodos.
Los soportes por adsorcion fisica son ecolégicos de origen biolégico y no solo constatan de una
preparacion sencilla, sino que también reducen los costos de produccion, aunque la unién al soporte
es débil (Datta et al.,2012).

M ediante el método de microencapsulacion las enzimas son inmovilizadas adjuntandolas dentro de
membranas esféricas semipermeables de polimeros con la porosidad controlada. Las enzimas
inmovilizadas porencapsulacion tienen las dreas de la superficie extremadamente grandes, debido a
que tienen la eficiencia catalitica mas alta. Sin embargo, se hareportado la inactivacion ocasional de
la enzima, a pesar de la presencia de elevadas concentraciones de la misma (Dwevedi, 2016). EI
método de atrapamiento protege a la enzima previniendo el contacto directo con el ambiente, lo que
favorece la disminuciéon de los efectos de las burbujas de gas y con solventes hidrofébicos vy
transparentes mecéanicos, pero tiene elinconveniente de transferencia de masa limitaday baja carga
de la enzima (Brady y Jordaan, 2009).

El entrecruzamiento se basa en la formacién de enlaces covalentes entre enzimas o moléculas
activas, mediante reactivos bi o multifuncionales.Las principales desventajas son la fragilidad de las
particulas producidas en algunos casos y las limitaciones de difusion, los biocatalizadores
inmovilizados de esta manera experimentan con frecuencia cambios en la conformacién con una
perdida resultante de actividad (Costa etal.,,2005).

La combinaciéon racional de métodos a menudo puede solucionar problemas que no pueden
resolverse con un método individual, facilita el disefio de enzimas inmovilizadas robustas que

pueden adaptarse a diversas aplicaciones. En consecuencia, eluso de enzimas inmovilizadas se ha
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vuelto muy comiUn en muchos campos, en aplicaciones quimicas, medicas, farmacéuticas vy
analiticas (Cao, 2005).

E xisten soportes mas avanzados y modernos que estan basados la mayoria, en la utilizacion de
nanoestructuras, ya que son el mayor campo de investigacion de los materiales para la
inmovilizacién de particulas (Dwevediy Kayasth, 2011).

Por todas las ventajas que ofrece la inmovilizacion enzim &tica, es indiscutible que la utilizacién de
enzimas libres en procesos productivos sea remplazada por sistemas inmovilizados, por eso su
utilizacion en el procesamiento de alimentos.

La invertasa (B-D-fructofuranosido fructohidrolasa, EC 3.2.1.26) es una enzima que hidroliza la
sacarosa mediante la hidrélisis de los residuos terminales de B- fructofuranosidos no reductores en
B-fructofuranosidos. Una mezcla equimolar de glucosa y fructosa, conocida como azulcar invertido,
se genera cuando los enlaces glicosidicos de la sacarosa se escinden en la reaccion de hidrélisis
(Akardere etal.,2010).

Se han llevado a cabo extensos estudios con invertasa, que incluyen sus propiedades bioquimicas,
producciéon, técnicas de purificaciéon e inmovilizacién. Esto ha traido consigo su reconocimiento en el
mercado azucarero y en industrias como la de bebidas, panadera y de confituras (Cheng et al.
2019).

Entre sus propiedades m &s significativas se sefialan: su actividad 6ptima generalmente se encuentra
en un pH entre 4,6 y 5,0 y una temperatura entre 35°C y 50°C, con concentracion de sustrato en
media de 120 mM. Por encima de esta concentracion la solucién de sacarosa aumenta su
viscosidad, reduciendo la actividad enzim atica en presencia de agua (Ferreira etal.,2018).

La actividad de la invertasa, al igual que todas las enzimas puede ser afectada por diferentes
condiciones del medio de trabajo y diversos compuestos, por ejemplo, el pH por debajo de 4 o por
encima de 5,6 ocasiona cambiosen elpunto isoeléctrico de la enzima e inhibe su actividad catalitica.
Las temperaturas por debajo de los 25 °C inactivan a la enzima reversiblemente y porencima de los
55 °C ocasionan la desnaturalizacién de la misma y su inhibicién se vuelve irreversible (Rodriguez,
2016).

Esta enzima es de gran importancia en la industria alimentaria particularmente en confiteria como

agente catalitico para obtener un edulcorante artificial, adem&s de hidrolizar sacarosa la enzima
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también puede tener actividad fructosiltransferasa para la sintesis de fructooligosacaridos de cadena
corta (Aguilar y Herrera, 2011). Se emplea ademas para la produccién de jarabe de azucar no
cristalizable a partir de sacarosa, la mezcla de glucosa y fructosa es mas dulce que la sacarosa y
tiene menor propensiéon a cristalizar, lo que la hace util en procesos de preparacién de alimentos
horneados y produccién de confiteria y bebidas. También se utiliza como agente plastificante en la
medicina cosm ética y en la industria del papel (Peng-Chao et al., 2017). Se utiliza extensivamente
en procesos industriales como: producciéon del etanol, drogas y electrodos bioelectronicos (W aifalkar
etal,2016).

La wutilizaciéon de la enzima en forma inmovilizada posibilita la reutilizacion del biocatalizador
heterogéneo, reduce los costos del proceso, facilita un mejor control y un régimen de operacion
continuo (Marquez et al., 2008). Por estas caracteristicas, la invertasa ha sido objeto de estudio en
su forma inmovilizada mediante diferentes métodos y soportes.

La enzima ha sido inmovilizada en diferentes soportes utilizando métodos como elentrampe (Bagal
y Karve, 2006, Yildiz et al., 2013), la microencapsulacién y la inmovilizacién covalente (Akgo“'l et al.,
2001; Amaya-Delgado et al., 2006; Cadena et al.,, 2010; Albertini et al., 2013), el entrecruzam iento
(Emregul et al., 2006; Hamerska-Dudra et al., 2006), la adsorciéon (Gopinath y Sugunan, 2007) y la
formaciéon de complejos polielectrolitos (Gémez, 2016).

La invertasa se ha inmovilizado sobre varios soportes hidrofilos e inorganicos y resinas de
poliestireno. En comparacién con las matrices hidrofilas, las matrices inorgadnicas y basadas en
poliestireno ofrecen una resistencia similar a la compresion mecéanica y al ataque microbiano,
caracteristicas importantes debido a la aplicacion industrial de la invertasa inmovilizada (Kotwal y
Shankar, 2009).

Esta enzima ha sido inmovilizada ademas en nanoparticulas magnéticas de y-Fe203 recubiertas de
quitosano, por la ventaja de estos compuestos de una alta relacion superficie/volumen (Cabrera,
2017). Se ha inmovilizado sobre varios soportes insolubles en agua, covalentemente en varias
m atrices poliméricas (Cadena et al., 2009). Existen varios informes sobre la inmovilizacién de
invertasas en soportes sélidos, como es el caso del atrapamiento de la enzima dentro de particulas
de silice sintetizadas, cuando las especies de acido silicico se condensan alrededor de la misma

(Rai et al., 2012), al igual que el encapsulamiento en microperlas de quitosano inmovilizadas
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covalentemente a través de una fraccion de carbohidrato o modificada con quitosano e inmovilizada
en soporte de quitina recubierto de alginato de sodio (Valerio, 2012).

Yamasaki et al., (1984) desarrollaron un método para la inmovilizacién de invertasa en capas de
franela de algodoén con polietilenamina (PEI). La enzima después de la absorcion en PEI fue fijada a
la tela con glutaraldehido. La retencion de la actividad enzim &tica aumentd con el incremento del
tiempo de incubacién y la actividad especifica maxima fue determinada después de 16 horas de
incubacion.

Albertini et al., (2012; 2013) inmovilizaron la invertasa en un soporte de vidrio-ceramica, estudiaron
las propiedades de la forma inmovilizada en comparaciéon con la enzima libre y determinaron que
transcurrido el proceso de inmovilizacién el pH é6ptimo no variaba y su temperatura o6ptima se
incrementaba en 5 °C. Al evaluar la estabilidad operacional encontraron que después de diez ciclos
de reliso a 60 °C la invertasa inmovilizada solo retenia el 30% de su actividad inicial.

De las técnicas de inmovilizacién utilizadas la adsorcién se presenta como el candidato mas
atractivo para la inmovilizacion de esta enzima, alcompararlo con elresto de los métodos utilizados,
teniendo en cuenta que el proceso en general presenta ventajas como su bajo costo, sencillez, la
reutilizacion del soporte y laretencion de la actividad catalitica (Arika y Bayramoglu, 2006).

El empleo de invertasa inmovilizada para la hidrdlisis continua de sacarosa puede ser favorable
porque los cambios en el pH provocados como resultado de la inmovilizacion, pueden aprovecharse
para prevenir la formacion de oligosacaridos por la actividad transferasa asociada con la enzima
soluble. En vista del alto potencial comercial de la enzima, se han realizado varios intentos para
obtener una preparacion inmovilizada estable y altamente activa, conveniente para su aplicacién
comercial. (EcheMendia, 2010).

La invertasa comercial debe mostrar un alto grado de actividad hidrolitica, ademas de que su
aplicacién biotecnolégica requiere una etapa adicional de inmovilizaciéon, sobre un soporte adecuado
(Shaker, 2015). Se informa a menudo como un método para ahorrar costos operativos en la
producciéon de azlUcar invertido (Rebros, 2007).

La industria del aztcar es hoy el consumidor méas grande de enzimas industriales. En particular son
usadas para la produccién de glucosa y azlcar invertido de sacarosa, asi como para la

isom erizaciéon de glucosa a fructosa. La sacarosa es hidrolizada a fructosa y glucosa porla enzima
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invertasa. Lareaccion quimica asociada a este proceso se modela segun se muestra a continuacion.
(Paret, 2019).

HO.
CHa o

+ N Hoa
HO |

HLC.
OH Mgy

OH HO
WG AN

HO OH O ‘ Invertasa
HO OH HzC\OH catlzador]

Los siropes de azlcar invertidos tienen alta demanda en la industria alimentaria a nivel mundial por
su alto poder edulcorante. A nivel comercial la produccion de estos siropes se realiza a partir de la
hidrolisis enzim atica del azGcar de cafia o remolacha a partir de la invertasa de la Saccharomyces
cerevisiae, ya sea en forma de crudo enziméatico, enzima inmovilizada o célula inmovilizada
(Menéndez etal.,2014).

Los jarabes invertidos son aproximadamente un 20 % mas dulces que la sacarosa y se pueden
mezclar facilmente con productos industriales, por lo tanto, se puede lograr el mismo grado de
dulzura con menores cantidades de azucar agregada. Ademéas, este producto de reacciéon es un
liquido transparente, no cristaliza, absorbe la humedad de la atmosfera circundante y no tiene un
sabor particular (Oliveira et al., 2020). Debido a estas propiedades, el azucar invertido es
ampliamente utilizado en las industrias de alimentos y bebidas, en la fabricacién de helados,
confiteria de chocolate, cocteles, productos de panaderia, entre otros. La cantidad y los tipos de
azlcar contenidos en las frutas naturales estan disponibles en la literatura, a menudo se agrega a
los jugos envasados usando expresiones tales como jugo 100 % natural o azucar sin agregar
(Hakkoymaz y Mazi, 2020).

Se utiliza ademas en la producciéon de productos alimenticios dietéticos, edulcorantes, isoténicos,
suplementos de gran relevancia la determinacion del contenido de glucosa y fructosa (Carneiro et
al.,2005).

Para la obtencion de los jarabes invertidos se ha empleado ademéas la hidrélisis dcida, aunque la
misma se caracteriza porla baja eficiencia de conversion y el alto consumo de energia, factores que

la convierten en un método evitable. Debido a estas razones, la hidrolisis enzim &dtica de sacarosa
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Aguilar,

Aguirre,

catalizada por invertasa es la alternativa mas valiosa para la produccion de siropes invertidos
(Hosseini etal.,,2020; Veana etal.,,2014; Tomotaniy Vitolo,2006).

La tecnologia enzim atica para la produccion de siropes invertidos no se utiliza en Cuba (Menéndez
et al., 2014). La produccién de glucosa se desarrolla a partirdel aztucar refino por hidrolisis dcida en
el CAIl Chiquitico Fabregat de la provincia de Villa Clara y en el CAIl Argentina de la provincia de
Camagliey. La principal materia prima para la obtencién de glucosa en Cuba es el azlcarrefino de
produccion nacional (Rodriguez, 2016).

El proceso de inversion de la sacarosa en estas plantas se ha realizado tradicionalmente por
acidificacion, con metodologia desarrollada a nivel nacional, que opera en régimen discontinuo.
Normalmente produce jarabes ricos en glucosa y fructosa a partir de sacarosa refinada, pero
consume acido fosférico a elevadas temperaturas (85-90 °C), generando adem as otros compuestos
tefiidos que llevan cenizas y subproductos no deseados (Orozco, 2017). EI proceso tecnolégico
industrial consta de siete etapas principales, acidulacion, conversién, neutralizacion, refinaciéon,
sacarificacion, evaporaciéon y almacenamiento (Diaz,2020). Actualmente existe marcada tendencia a
la simulacién y optimizacién de procesos, para contribuir a la disminucién de los tiempos de
operacion y alincremento de los rendimientos.

El empleo de enzimas en la industria alimentaria constituye una necesidad. La inmovilizacién de
enzimas es una alternativa para incrementar su aplicacién en tecnologias industriales de produccion.
La utilizacion de la enzima invertasa en forma inmovilizada para obtener jarabes invertidos posibilita
la reutilizacion del biocatalizador, reduce los costos de produccion, facilita un mejor control y un
régimen de operacion continuo.
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