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ABSTRACT

Enzymes are very important in the biotechnological area due to the reactions of
interesterification, transesterification and esterification that they are able to carry out.
Microbial esterases can be secreted by filamentous fungi, yeasts or bacteria. Based on the
characteristics of each of these enzymes, they can be used in the wine and dairy industries,
in the degradation of complex compounds, in the bioremediation of contaminated sites,
among other applications. The enzyme of interest must be characterized so that it can be
produced on an industrial level. The process of industrial production of enzymes is carried
out mainly in submerged fermentation. In general, this process consists of a series of steps
that begin with the inoculation of the organism that must grow under optimal conditions,
then the pretreatment of the enzyme of interest is undertaken, the enzyme is concentrated in
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order to eliminate the excess of water and finally the purification of the product is carried
out.

Keywords: Enzymes, industrial application, microbial esterases.

RESUMEN

Las enzimas esterasas son de gran importancia en el area biotecnoldgica debido a las
reacciones de interesterificacion, transesterificacion y esterificacion que llevan a cabo. Las
esterasas microbianas pueden ser secretadas por hongos filamentosos, levaduras o bacterias.
En base a las caracteristicas de cada enzima, éstas se pueden emplear en las industrias del
vino y de lacteos, en la degradacién de sustratos complejos, en biorremediacion de sitios
contaminados, entre otras aplicaciones. La enzima de interés debe ser caracterizada para
que pueda ser producida a nivel industrial. EI proceso de produccion industrial de las
enzimas se lleva a cabo principalmente en fermentacion liquida. En general, este proceso
consiste en una serie de pasos que inician con la inoculacion del organismo, mismo que
debe crecer en condiciones Optimas, posteriormente se lleva a cabo el pretratamiento de la
enzima de interés, seguido del concentrado de ésta por medio de filtracion para eliminar el
excedente de agua y finalmente se realiza la purificacion del producto.

Palabras clave: Aplicacion industrial, enzimas, esterasas microbianas.

1. INTRODUCCION

Las enzimas son proteinas denominadas catalizadores biologicos con alto grado de
especificidad. Estas proteinas aceleran el equilibrio de una reaccién bajo condiciones
adecuadas, ya que portan un sito activo de no méas del 5% de la superficie proteica total,
encargado de unir la proteina con el sustrato y hacer catalisis mediante enlaces idnicos,
puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals (Teijon-Rivera et al., 2009).
Particularmente, las enzimas esterasas se caracterizan por hidrolizar los enlaces de tipo
éster de los compuestos. Las esterasas hidrolizan cadenas cortas de acidos carboxilicos
menores a C-12, a diferencia de las lipasas que hidrolizan cadenas de triglicéridos
insolubles en agua mayores a C-12. La Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB) indica que las esterasas se clasifican como hidrolasas de clase 3.1.1. X,
donde “x” depende del sustrato. Las enzimas esterasas son capaces de realizar tres
diferentes reacciones; esterificacion, interesterificacion y transesterificacion (Kulkarni et
al., 2013).

Las esterasas tienen gran importancia en la fisiologia y la sintesis quimica debido a la
amplia distribucion en sistemas y entornos bioldgicos (Martinez-Martinez et al., 2018).
Estas enzimas son importantes en el &rea biotecnoldgica, debido a la elevada versatilidad
que las caracteriza, por lo cual son implementadas en la industria alimentaria, farmacéutica,
cosmética, textil y papelera (Panda & Gowrishankar, 2005). El interés por las esterasas
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también se acredita a que no requieren de cofactores y se caracterizan por ser activas
incluso en contacto con solventes organicos (Kulkarni et al., 2013).

En la figura 1 se describe el mecanismo general de reaccion de las esterasas, el cual
comienza cuando la serina (Ser), es activada por la histidina y el &cido aspartico (His-Asp),
siendo, posteriormente, la esterasa hidrolizada por una molécula de agua (Steiner &
Schwab, 2012).

His 5
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Fig. 1. Mecanismo de reaccion de las esterasas donde Ser es activada por His-Asp y
finalmente hidrolizada por una molécula de agua.

Los indicadores de una reaccion enzimatica se denominan parametros enzimaticos, los
cuales permiten comprender los mecanismos, asi como mejorar el control en las reacciones
enzimaticas y facilitan la comparacion de diversas enzimas (Yan & Wu., 2013). Dentro de
los parametros cinéticos que se deben conocer en una enzima para identificar su mecanismo
de accidn se encuentran la Km y la Vmax. La Km o contante de Michaelis y Menten, se
define como la cantidad de sustrato requerido por la enzima para ocupar un 50% del sitio
activo. Este parametro cinético es especifico para cada enzima y determina la cantidad de
sustrato necesaria por enzima para obtener la mitad de la velocidad maxima para que la
enzima acelere la reaccién bioguimica celular. Si el valor de la Km es bajo la enzima
requiere bajas cantidades de sustrato para comenzar su funcion y si el valor de Km es alto
la enzima requiere mayor cantidad de sustrato para iniciar su funcion, siendo la velocidad
de reaccion sera mas tardada (Grajales-Muiiiz, 2005). La Vmax es la velocidad maxima que
alcanza la reaccion enzimatica, debido a que el 100% del sitio activo de la enzima se
encuentra saturado del sustrato, es decir, que a pesar de agregar sustrato, no aumenta la
velocidad de reaccion. Cuando la Vmax de una enzima tiene un valor alto la velocidad de
reaccion es rapido, y si el valor es bajo la velocidad de reaccién es lenta (Grajales-Mufiiz,
2005).

Por otro lado, los hongos son organismos eucariontes que se alimentan de materia organica
a través de la pared celular al excretar enzimas digestivas (exoenzimas) las cuales
desintegran la materia organica compleja como polisacaridos, proteinas y grasas, para
después absorber los compuestos simplificados por osmosis (Garcia-Barajas, 2004). Los
hongos se pueden clasificar en hongos levaduriformes y filamentosos. Los hongos
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levaduriformes o levaduras son organismos unicelulares que pueden ser aislados del suelo,
agua, plantas y animales. El tamafio aproximado de los hongos levaduriformes se encuentra
entre 2 y 5 micras de ancho, y 4 y 50 micras de largo. Los hongos levaduriformes tienen
alta resistencia a antibidticos, sulfamidas y antibacteriales. Las levaduras no forman esporas
sobre un cuerpo fructifero, la reproduccion es por brote y eventualmente por fisién
(Montes-De Oca et al., 2016).

Los hongos filamentosos 0 mohos tienen un aspecto algodonoso, de colores variados, el
pigmento del hongo se difunde en el medio. El crecimiento de los hongos filamentosos es
mas lento que el de las levaduras, mismo que ocurre de 3 a 20 dias y es de manera
progresiva. El tamafio de las colonias es de 10 a 30 mm (Prats, 2006). Los hongos
filamentosos crecen con hifas ramificadas que se denominan micelio. A su vez los hongos
filamentosos se clasifican en ascomicetos y basidiomicetos donde el filo de basidiomicetos
se caracteriza por realizar la produccidn de esporas sexuales (basidiosporas) en la célula
basidio. La primera clasificacion de los basidiomicetos es Gasteromycetes donde las
esporas se forman dentro del cuerpo fructifero y generalmente son unicelulares, ademas, en
la formacion y maduracion de las esporas generalmente los cuerpos fructiferos permanecen
cerrados, la segunda clasificacion es Hymenomycetes en la cual se forma el basidio en un
himero, se caracterizan por su forma macroscopica visible como es el caso de los setas,
hongo bola, hongo jelly, etc. Los grupos Ustilaginomycetes y Uredinomycetes basicamente
corresponden a los parasitos de plantas (Robles-Hernandez et al., 2008).

El mecanismo de reproduccion de los hongos ascomicetos puede ser sexual o asexual. La
reproduccion asexual de los ascomicetos es a partir de las hifas las cuales forman esporas o
conidios que se distribuyen por medios variados. La reproduccion sexual se realiza en el
cuerpo fructifero, formando ascas las cuales contienen ascoesporas que germinan formando
micelios haploides uninucleados que al unirse con otro micelio sexualmente compatible
logran la fecundacion de tipo plasmogamia donde los gametos se conectan originando un
cigoto por la cual se origina el cuerpo fructifero (Castiglia & Kuhar, 2013).

2. PRODUCCION DE ESTERASAS POR MICROORGANISMOS Y SU
APLICACION

Las esterasas se pueden producir de manera constitutiva o inducible (Gandolfi et al., 2000)
y pueden ser excretadas por bacterias, levaduras u hongos como se muestra en la Tabla 1
donde se observa que Aspergillus westerdijkiae excreta serina esterasa y es considerada
como un catalizador potencial ya que usa como sustrato a los acidos grasos de cadena corta
(Fernandez-De Castro et al., 2017). Aspergillus fumigatus excreta glucuronoil esterasa la
cual es importante para la degradacion de la lignocelulosa (Huynh et al., 2018).
Glucuronoil esterasa es excretada por Neurospora crassa donde el sustrato es la
lignocelulosa al hidrolizar el enlace éster entre los alcoholes de lignina y el &cido 4-O-
metil-D-glucurénico de hemicelulosa unido al xilano (Huynh & Arioka, 2016). Se ha
reportado que el hongo Pleurotus sapidus produce esterasas en un medio enriquecido con
tween 80, la enzima identificada como feruloil esterasa (Est1) hidroliza ésteres de sacéridos
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feruloilados como ferilmetilo, sinapato de metilo y p-coumarato de metilo. Esta enzima
mostré un pH optimo de 6 y una temperatura optima de 50°C, dicha esterasa se puede usar
en el area ecologica (Linke et al., 2012). La esterasa recombinante (RmEstA) excretada por
Rhizomucor miehe se expresé en Escherichia coli dicha esterasa es capaz de sintetizar
butirato de butilo por medio de la esterificacion a partir de 1-butanol y acido butirico. La
esterasa fue inmovilizada en organogel de AOT y mostro el 92% de eficiencia de
esterificacion por ello es posible aplicarla en la sintesis de esteres de sabor (Liu et al.,
2013). Aspergillus flavus (ITCC 6051) es capaz de degradar el 60.6% de peso de
poliuretano (PU) porque dicho microorganismo excreta esterasas poliuretanoliticas que
permiten utilizar al PU como Unica fuente de carbono (Mathur & Prasad, 2012). Fusarium
culmorum es capaz de degradar di (2-etilhexil ftalato), un plastificante usado en la industria
del cloruro de polivinilo (PVC), al emplearlo como fuente de carbono y debido a la
excrecion de seis isoformas de esterasas con pesos moleculares aproximadamente de 20,25,
37, 45, 55 y 150, las cuales son capaces de romper los enlaces éster del compuesto ftalico.
Dichas enzimas se puede aplican en el campo ecolégico como medio de biorremediacion en
areas contaminadas (Ferrer-Parra et al., 2018). Sulfobacillus acidophilus (DSM10332)
excreta la enzima EstS1 que es capaz de hidrolizar diversos esteres de ftalato monoalquilo
gue se encuentran contaminando al medio ambiente (Zhang et al., 2014). En la industria
alimentaria las esterasas destacan debido a su capacidad de reaccion sobre los esteres. Por
ejemplo, las arilesterasas son capaces de realizar la esterificacién de alcoholes y acidos
durante el afiejamiento del vino, proporcionando el aroma afrutado deseable, mismo que se
relaciona directamente con la calidad de vino. El gen que expresa la arilesterasa excretada
por Lactobacillus plantarum (WCFS1), fue clonado y sobreexpresado en Escherichia coli
BL21 (DE3) y mostr6 una actividad hidrolitica en condiciones de vinificacion (Esteban-
Torres et al., 2014). EstB28 proveniente de Oenococcus oeni es una esterasa potencial para
alterar el perfil de ésteres del vino y causar un efecto importante en la sintesis de ésteres,
dichas modificaciones son realizadas durante la fermentacion malolactica. La actividad de
ésta enzima se observo a 40°C y a un pH de 5 (Sumby et al., 2009). Las pectinesterasas son
una herramienta para mejorar la calidad del zumo de fruta en la elaboracion de jugos. En la
clarificacion del jugo las enzimas rompen el polimero de la pectina por medio de reacciones
de desesterificacion, catalizando la desesterificacion del grupo metoxilo de la pectina y
produciendo acido péctico. La temperatura optima de este proceso se encuentra en un
intervalo de 30 a 35 °C en un tiempo de 30 min a 2 horas (Verma et al., 2018). En la
industria de lacteos, la esterasa CL96 proveniente de Lactobacillus casei muestra una
actividad hidrolitica en cadenas de grasas cortas y medianas, o que permite mejorar los
sabores en el queso. La esterasa CL96 mostrd actividad a una temperatura optima de 30°C
y a un pH neutro (Choi & Lee, 2001). Taboada et al. (2014) estudiaron varias cepas de
bacterias de acido lactico aisladas de leche de cabra argentina por sus propiedades
bioquimicas y actividad de esterasa relevantes para el desarrollo del sabor. Las cepas
analizadas fueron Streptococcus thermophiles (UNSE314), Lactobacillus (L.) delbrueckii
subsp., bulgaricus (UNSE309), L. rhamnosus (UNSE308), L. plantarum (UNSE287,
UNSE316, UNSE317) y Pediococcus pentosaceus (UNSE315). Se encontrd que todas las
cepas metabolizaron citrato y produjeron diacetil- acetoina y se detectd actividad de
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esterasas en acetato de a-naftilo, acetato de B-naftilo, propionato, caprilato y butirato de a-
naftilo. Este estudio selecciona cepas para el disefio de cultivos iniciadores (indculos) y
complementarios que contribuyan al desarrollo del sabor durante la maduracion del queso
(Taboada et al., 2014). Lo anterior se debe a que las esterasas excretadas por bacterias de
acido lactico (LAB) catalizan la hidrolisis de glicéridos grasos y alcoholes por medio de
transesterificacion. Las esterasas de LAB son afines a di- y monoglicéridos para la
hidrolisis y sintesis de ésteres, se denominan aciltransferasas porque usan el alcohol
(alcoholisis) y el agua (hidrolisis) como aceptadores de acilo, o que puede afectar los
sabores lipoliticos y los ésteres del queso. Por ello, para controlar el sabor del queso es
necesario manipular la cantidad de esterasas y regular la disponibilidad de alcohol y la
cantidad de los principales glicéridos de grasa lactea (Holland et al., 2004).

Las esterasas se pueden emplear en la industria Optica ya que se reportd que Pseudomonas
aeruginosa es capaz de excretar colesteril esterasa, misma que puede ser usada en la
limpieza de lentes de contacto que hayan sido tefiidos con lipidos que contengan oleato de
colesteril, tripalmitina y estearato de estearilo (Sugihara et al., 2002).

La aplicacion de las esterasas es aprovechada en otros sectores ejemplo de ello son las
cinamoil esterasas las cuales son carboxil ester hidrolasas que degradan ésteres
hidroxinamato y azucares presentes en las paredes celulares de las plantas. Song & Baik
(2017) reportaron un gen de Lactobacillus helveticus (KCCM 11223) que expresa cinamoil
esterasa capaz de descomponer el acido clorogénico en &cido cafeico y &cido quinico. El
gen se expreso en Escherichia coli , la enzima es termofila y mostrd afinidad por sustrato
con metil caffeate y ésteres metilicos de los &cidos hidroxicindmicos. Cinamoil esterasa
puede ser Gtil para hidrolizar acido clorogénico de las paredes celulares de las plantas.

Villamil et al. (2016) caracterizaron la enzima esterasa LipM, previamente identificada en
clones metanogenicos derivados de suelos dedicados al cultivo de papa criolla (Solanum
pureja). La secuencia de la enzima fue clonada en el vector pBADgiii y expresada en
Escherichia coli. Dicha esterasa mostro afinidad a sustratos de p-nitrofenilo con acidos
grasos de cadena corta menores a ochos carbones, a una temperatura y pH de 37°C y 7.5,
respectivamente. LipM se podria producir y comercializar para procesos con mercado
abierto como el de transesterificacion quimica de compuestos altamente contaminantes,
produccion de biodiesel o como suplemento alimenticio de animales monogastricos. Se ha
reportado una esterasa intracelular excretada por Saccharomyces cerevisiae que puede
funcionar como una hidrolasa S- formilglutationa, es una esterasa de 40KDa de masa
molecular, con temperatura optima de 50 °C y pH 6ptimo de 7, tal enzima se puede aplicar
en la desintoxicacion de formaldehido para obtener S-formilglutation como producto final
(Degrassi et al., 1999).
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Tabla 1. Caracteristicas, sustrato, parametros 0ptimos de actividad y aplicacion de esterasas excretadas por microorganismos.

Vmax
Tipo de Microorganismo Familia Sustrato opF;:'rLo Tergsgm;”ra Moﬁfiﬁuar Km (uM/
esterasa M min/m Aplicacién Referencia
°C) (kDa) (M) 9) p
Serina- Aspergillus Acidos grasos Como catalizador  (Fernandez-De
esterasa westerdijkiae Trichocomaceae  de cadena corta 8 40 32 638.11 5.47 biotecnolégico Castro et al.,
solubles en agua potencial 2017)
Hemicelulosa y Hidrolisis de (Huynh et al.,
Glucuronoil Aspergillus Trichocomaceae lignina 5 40a50 Nd 158y Nd hemicelulosa y 2018)
esterasa fumigatus (Favorable) 16.4 lignina
Hidrolisis de (Huynh &
Glucuronoil Neurospora Sordariaceae Lignocelulosa 7 40a50 32 15 1.12 lignocelulosa Avrioka, 2016)
esterasa crassa (Favorable)
1.0,
Esterasa Rhizomucor Mucoraceae pPNP con 6.5 45 34 0.17, Nd Sintesis de ésteres (Liu etal.,
recombinante miehei longitudes de 0.12, de sabor 2013)
(RmEstA) acilo desde C2 0.82,
hasta C16 0.28y
0.3
Aplicaciones (Linke et al,
Feruloil Pleurotus sapidus Pleurotaceae Sacéridos 6 50 55 1.95 1.77 ecoldgicas o 2012).
esterasa feruloilados, técnicas
(Estl)
EstS1 Sulfobacillus Ftalatos 8 70 36 0.18 2,440 Degradacion de (Zhang et
acidophilus ftalatos al., 2014).
Acetato de
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Esterasa Lactobacillus Lactobacilla- fenilo 5-7 40 Nd Nd Nd Vinificacién (Esteban-
Lp-1002 plantarum ceae Torres et al.,
(WCFS1) Sustratos unidos 2014).
a nitrofenilo 5 40 34.5 Nd Nd Vinificacion
EstB28 Oenococcus oeni (Sumby et
Derivados de p- al., 2009).
nitrofenilo de
Lactobacillus casei | actobacilla- acidos grasos
CL96 esterasa ceae (C2y Cy) 7 30 Nd Nd Nd Industria lactea
(Choi & Lee,
Colesterilo de 2001).
acidos grasos
Colesteril Pseudomonas Pseudomona- 7 53 58 Nd Nd Industria 6ptica
esterasa aeruginosa daceae (Sugihara et
Metil ferulate, al., 2002).
metil sinapinato,
metil p-
Cinamoil Lactobacillus Lactobacilla- cumarate y 7 65 27.4 0.153 559.6  Hidrolisis de acido
esterasa helveticus (KCCM  Ceae metil caffeate clorogénico (Song &
11223) Baik, 2017).
p-nitrofenilo de
LipM Metagenéma de Enterobacte- acidos grasos de Transesterifica-cion
suelo agricola raceae cadena corta 7.5 37 48 Nd Nd de compuestos
expresado en contaminantes, (Villamil et
Escherichia coli produccion de al., 2016).
biodiesel o
suplemento
alimenticio de
animales
monogastricos
Formaldehido
Esterasa de S. Saccharomyces Saccharomy- 7 50 40 0.29 12 Desintoxicacionde  (Degrassi et
cerevisiae cerevisiae cetaceae formaldehido al., 1999).
Nd= No determinado
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3. PRODUCCION INDUSTRIAL DE ENZIMAS

La produccion de enzimas a nivel industrial comenzd a finales del siglo XIX en Dinamarca
y Japén (Carrera, 2003). La produccién enzimatica a nivel industrial se realiza por medio
de fermentaciones. En la fermentacion solida los sustratos deben ser porosos por ello se
utiliza salvado o cascara de arroz, bagazos o paja de trigo, etc. La mayoria de las enzimas
microbianas comerciales son producidas mediante medios sumergidos en los cuales se
utilizan sustratos de apariencia liquida los cuales generalmente son de bajo costo, tales
como hidrolizados de almidon, levadura enriquecida con calcio, fosforo, azufre, entre otros
(Rabassa-Olazébal et al., 2015). Generalmente las enzimas se obtienen de medios de
cultivo de microorganismos principalmente de bacterias y hongos, por lo que es importante
conocer las condiciones de crecimiento de estos organismos para optimizar la produccion
de las enzimas de interés (Spuler-Figueroa et al., 2013). En la figura 2 se muestra el
proceso de manufactura de la produccion industrial de enzimas extracelulares. Se observa
que el proceso de produccion comienza con el desarrollo del inoculo del microorganismo
de interés, bajo condiciones de regulacion para la produccién de enzimas. La regulacién
esta directamente relacionada con las condiciones de fermentacion, es decir, si las
condiciones de fermentacion se optimizan se genera una sobreproduccion de enzimas. Una
vez que se tiene el inoculo con la edad celular adecuada, éste es empleado para inocular un
tanque y posteriormente el fermentador industrial para después ser decantado. Las células
producidas se someten a pretratamiento y se separan por filtracion o centrifugacion
dependiendo de la naturaleza de la enzima, que puede ser intracelular o extracelular. Las
células se precipitan generalmente con sales y pasan a una etapa de enfriado,
posteriormente, las células son concentradas en condiciones de enfriamiento, separando por
filtracion las celulas y el caldo fermentativo. En la etapa de purificacion se separa la
proteina enzimatica especifica, de la proteina y de los componentes no enzimaticos,
tomando en consideracion las propiedades de la enzima (Shuler et al., 2017). La
concentracion consiste en la recuperacion de las enzimas, lo cual se puede hacer por medio
de evaporacion al vacio con evaporadores rotatorios, de concha o tubo de caida, la
temperatura es inferior a 40 °C y se deben controlar los niveles de espuma. Otra técnica es
el secado por pulverizacion, el cual se usa mas a nivel industrial. La liofilizacion se usa en
menor medida, no obstante que asegura mayor pureza, pero €s un proceso mas costoso y
lento. La ultrafiltracion y/u osmosis inversa son técnicas desarrolladas para procesos
industriales ya que se requiere de membranas, teniendo como desventaja la posible
contaminacion microbiana en las soluciones (Volesky et al., 1984). La purificacion de una
solucion enzimatica puede ser por diferencia en propiedades i6nicas como precipitacion,
electroforesis o intercambio de ion por cromatografia. Este proceso también se puede llevar
a cabo por diferencias de absorbentes, es decir, por adsorcion y cromatografia de afinidad o
por diferencia de tamafio por medio de cromatografia de tamiz molecular, didlisis,
ultrafiltracion y ultracentrifugacion (Volesky et al., 1984). Finalmente, las enzimas se
preparan para el almacenamiento. Cabe mencionar que la recuperacion de las enzimas
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intracelulares requieren de la ruptura celular, asi como de la eliminacion de residuos
celulares y acidos nucleicos (Shuler et al, 2017).

Inoculacion N
en el tanque Fermentacion
Pretratamiento
I a— Filtracion
I —
Hk N —p Precipitacion
| E— | e —— B
o H
Des_arrollo Decantacion Tanque_de
del inoculo i pretratamiento

S Concentrado > v
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Fig. 2. Representacion esquematiza del proceso de produccion industrial de enzimas
microbianas.
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