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Clases de Enzimas: qué es el numero EC?

* EC = “Enzyme commission”, parte de IUBMB

* 1¢" numero describe el tipo de reaccion
»EC 1. oxidoreductasas
» EC 2 Transferasas (acil metil, fosforil,..)
» EC 3 Hidrolasas
»EC 4 liasa = el enlace covalente se rompe sin
hidrolisis
»EC 5 isomerasa : Glucosa en fructosa
» EC 6 ligasas : crea un enlace covalente



Clases de Enzimas: qué hidrolasas ?

e EC 3 Hidrolasas

EC 3.1 hidrdlisis de enlaces éster

EC 3.2 glicosidasas

EC 3.3 hidrolisis de enlaces éter

EC 3.4 hidrolisis de enlaces péptidicos

13 clases en total



Clases de Enzimas : glicosilasas ?

* EC3.2.1 rompe enlaces O-y S-glicosil

* El ultimo digito describe el sustrato
»EC3.2.1.1. Alfa-amilasa
»EC 3.2.1.4 Celulasa
»EC 3.2.1.8 endo-xilanasa
»EC 3.2.1.15 Poligalacturonasa
»EC 3.2.1.21 beta-glucosidasa
> ...

» hasta EC 3.2.1.184 diacetil bacillosamine epimerasa



Enzimas Industriales: origenes?

* Hongos :
»A. niger, A. aculeatus, A. oryzae
» Trichoderma longibrachiatum, reesei, harzianum
» Disporotrichum dimorphosporum
» Talaromyces emersonii




Enzimas Industriales: origenes?

* Bacterias:
» Bacillus subtilis
» Bacillus amyloliquefaciens
» Bacillus licheniformis
» Escherichia Coli
> ...




Enzimas Industriales: origenes?

 Levaduras:
> S. cerevisiae
» Kluyveromyces lactis

> ...




Enzimas Industriales: origenes?

* Plantas:
» Malta de cebada
» Papaya
> Pina
> ...
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Enzimas Industriales: origenes?

e Animales:
» Clara de huevo
» Pancreas de cerdo

» Estomago del becerro
> ...
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Ruminants, such as cattle, have four-part stomachs.

2. Reticulum (honeycomb).
Honeycomb-like walls catch
foreign material that could

injure the digestive system

&, Abomasum (true stomach),
Digestive juices are secreted
to finish breaking down the
feed.
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Produccion de enzimas por fermentacion:
cuales son los principales procesos?

 Fermentacion Sumergida (liquida)

e SSF : “solid state fermentation”: fermentacion
en estado solido



Mas de un siglo en tecnologia de Enzimas por
Fermentacion Sumergida

En 1906...Una AMILASA de origen bacteriano es
descubierta por un alumno del Instituto Pasteur de
Lille, Auguste BOIDIN.

Es el origen de su empresa, asi empezo a producir
enzimas en Seclin (Francia)




Produccidon de enzimas por fermentacion
Sumergida

Fermentacion Sumergida Liquida: Seclin (Francia)
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Produccion de enzimas por fermentacion:
cuales son los principales procesos?

* SSF es una tecnologia relativamente sencilla; los hongos crecen en sustrato
solido con agua, cuyo contenido puede variar

 Enalgunos casos las enzimas se producen mediante SSF usando
cultivadores en bandejas, de 15-30 cm de espesor

e Esterilizacion, inoculacidon, crecimiento en condiciones himedas,
nutrientes pulverizados

* Después el medio SSF se prensa/lava con agua para recuperar las enzimas

 Se puede aplicar a hongos filamentosos: A niger, oryzae, aculeatus,
japonicus , Talaromyces Penicilli, Trichoderma, Rhizopus, ...

La salsa de soja se produce con A oryzae



Produccion de Enzimas por Fermentacion:
pueden ser purificadas, coOmo?

* La mayoria de las enzimas son un medio
“crudo” de fermentacion

* En algunos casos (Invertasa) la enzima se debe
extraer del microorganismo
* Opciones de purificacion
— Chromatografia
— Choques de pH
— Choques de Temperatura




Mercados de aplicacion de las Enzimas?

* Farmacéuticay salud

* Detergentes

* Bioetanol de 1°y 22 generacién
* Bioplasticos

e Textil

e Conversion de almidon

* Alimentacion animal

* Mejora digestiva

e Alimentacion humana



La segmentacion de mercado de las Enzimas:
Industrial, Food (Alimentacion) y Alimentacion

Animal
* Hoy en dia, las enzimas se usan en muchas industrias. El

mercado se segmenta de manera habitual en Enzimas para
Alimentacién (Food Enzymes), Alimentacion Animal e

Industriales

14%

54%

B Industrial
B Food
B Feed

* Enzimas Industriales

(detergentes, textil, almiddn)
es el mayor segmento de
produccion



“Food Enzymes” : mercados de aplicacion?

 Food

» Panaderia (amilasas, galactolipasas , xilanasas,
proteasas)

» Lacteos (lactasa, chymosine , proteasas, lipasas)

» Carne (transglutaminasa)

» Desgomado de aceite en refinado (fosfolipasa)

» Cerveceria: glucanasas, xilanasas, amilasas

» Procesado de fruta: pectinasas, xilanasas, amilasas, AG
> \Vino

» Alcohol: amilasas , AG

» Mayonesa (fosfolipasa)

» Galletas y “snacks” (asparaginasa)



El Mercado de las “Food Enzymes”

O Panaderia

W Cerveza

[ Alcohol potable
B F&W

BFP

[0 Lacteos

Panaderia, Lacteos y Alcohol “potable” son los segmentos mas importantes
dentro de las “Food Enzymes”



Ejemplos de « Food Enzymes »

Tartas& snacks
Zumos de frutas
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Aplicacion de Enzimas: 1 unico uso,
alternativas?

* Las enzimas se usan de manera general 1 sola vez
» Afnadidas a un liquido o semi-liquido

* Enzimas encapsuladas: columna catalitica
» Glucosa isomerasa



Las Enzimas y el etiquetado de los
Alimentos: cuales son las reglas?

* Las enzimas son “coadyuvantes” de elaboracion
v no “Aditivos”
» Ausente en el producto final
» Presente pero no “funcionalmente activo”

» NO se requiere etiquetado en el producto final



Las Enzimas y el etiquetado de los
Alimentos: las excepciones

* |nvertasa
e Lisozima

»Son considerados “Aditivos”, por lo
que esta sometidos a etiquetado



Las Enzimas y la Legislacion Europea
de Alimentos: qué regulacion?

* Reglamento 1332/2008

» Define las reglas de etiquetado

> Enzimas utilizadas en Vino = no se venden al
consumidor final

» No se requiere etiquetado en el producto final



Las Enzimas y la Legislacion Europea
de Alimentos: qué regulacion?

* Reglamento 1332/2008

» Hacia una lista positiva de todas las enzimas
aprobadas. Una documentaciéon por cada
enzima desde 03/2015

» “Tox dossier” de cada enzima
» Publicaciéon de una lista positiva en 2020



Regulacion de las enzimas de vino

“OIV International Enological Codex
and Code”

Regulacién de la EU



Las Enzimas Enologicas y la regulacion de la OIV
International Code of Enological Practices ?

Resolucion 11/04 : enzimas en clarificacion de
mostos

Resolucidon 12/04 : enzimas en clarificacion de
VINOS

Resolucion 13/04 : enzimas en maceracion de uva

Resolucidon 14/04 : enzimas para mejorar la
filtrabilidad de los mostos



Las Enzimas Enologicas y la regulacion de la OIV
International Code of Enological Practices ?

* Resolucidon 15/04 : enzimas para mejorar la
filtrabilidad de los

* Resolucion 16/04 : enzimas para liberar
sustancias aromaticas del mosto

* Resolucion 17/04 : enzimas para liberar
sustancias aromaticas del vino

* Resolucion 18/04 : enzimas para solubilizar
componentes de levaduras



Las Enzimas Enologicas y la regulacion de la OIV
International Code of Enological Practices ?

e Resolucion 3/84 : adicidon al vino de beta-
glucanasas



Las Enzimas y la Regulacion Europea del Vino
reglas y relaciones con la OIV ?

 Desde 2008, OIV se traducen en la legislacion europea

* Ley europea 606/2009, modificada 53/2011 : Anexo A 1:
tratamientos autorizados

« Empleo de las preparaciones enzimaticas para uso
enolégico para la maceracion, clarificacion,
estabilizacion, filtracion y revelacion de los precursores
aromaticos de la uva presentes en el mosto y el vino»

« Las preparaciones de enzimas y actividades enzimaticas
gue deben cumplir las correspondientes especificaciones
de pureza e identidad del Codex enoldgico internacional
publicado por la OIV »



La aplicacion de las enzimas en enologia esta
definida por el “OlIV International Enological
codex and Code”

Pectinasas para la clarificacion de
mostos de uva

Beta-glucanasas para filtracion de
vinos

Lisozima para la prevencion de
contaminacion microbiana durante la
fermentacion

Pectinasas, celulasas, glucanasas,
xilanasas para varias aplicaciones:
maceracion, rendimiento, clarificacion

) v

Beta-glucanasas para filtracion y
crianza sobre lias

Glicosidasas para la hidrdlisis de
precursores aromaticos de la uva

Lisozima para la prevencion de
contaminacion microbiana




Enzimas enologicas

Produccion Produccion Formulaciones
micro-organismo | técnica

Polisacarido- A. niger, A. Liquida
hidrolasas : aculeatus, T. Fermentaciones glicerol/ KCl
pectinasas, longibrachiatum... sumergida o de

celulasas, : superficie

glucanasas, Microgranuladas
xilanasas ... maltodextrina
Glicosidasas A. niger

Glucanasas T. harzianum, T sp.

Lisozima Clara de huevo Purificada por Microgranulada

Cromatografia pura



Formulaciones de enzimas enologicas:
cuales son las opciones?

 Granulada en maltodextrina
* Liguida en Glycerol + KCl



ENZIMAS, UN POCO DE BIOQUIMICA



Enzimas, un poco de bioquimica
Qué es lo que parecen?




Las enzimas son proteinas

Estructura primaria
— Una proteina es una cadena de aa

Estructura secundaria

— El plegado de la cadena de aminoacidos en una estructura de
elementos tridimensional

Estructura terciaria

— Los elementos secundarios de estructura y otros aminoacidos
en 3D (incluidos puentes S-S)

Estructura cuaternaria

— Algunas enzimas necesitan un complejo de dos o mas
estructuras terciarias reunidos para ser activas



Energia

La energia de activacion de una
reaccion
\ :
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Actividad

Temperatura Optima

estabilidad

actividad

La actividad
enzimatica es el
resultado de

* Incremento de

actividad a mayor T2

Por encima de cierta
T2 las enzimas se
inactivan rapidamente

Temperatura



La actividad relativa en relacion con la temperatura:
criterios esenciales para la eleccion de las enzimas!

Bacterial Alpha — amilasas
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Actividad

Las enzimas tiene un
cierto rango de pH en
la que son activas

Fuera de este rango
existe un fuerte
decreciemento de la
actividad de manera
habitual




Enzimas: son facilmente
desnaturalizables?

* Choques de pH
e Calor, con excepciones

caso de las enzimas
termoestables




La complejidad de la bioquimica de la

pectinasa
Cuantas poligalacturonasas en A. niger ?




Diversidad de los perfiles enzimaticos:
cuantas enzimas producidas por una cepa clasica de

A. niger ?
* 6 endo-PG

* 3 exo—PG

* 3 Pectin Liasas

* Pectato liasa

* 1 Endo-(alpha-1,5)-L-arabinanasa
e 3 arabinofuranosidasa

* 2 Rhamnogalacturonasas

* 3 Cellobiohidrolasas



Hidrolasa de ruptura “Exo” y “endo”
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USO DE ENZIMAS EN ENOLOGIA



Las enzimas son una herramienta fundamental
para cualquier elaboracion de vino!

3 familias de Enzimas funcion de sus objetivos:

1. Mejora de Proceso
2. Mejora de la calidad del vino
3. Resoluciéon de problemas



Mejora del Proceso



Enzimas de Mejora de proceso

Mejora del Prensado &
rendimiento mosto

Pectinasas activas en cadenas Ahorro de costes, mas

laterales de
homogalacturonico y
arabinan

rendimiento de mosto

Ahorro de tiempo y
trabajo

Ahorro de energia

Sostenibilidad: menos
vinedo para el mismo
volumen de produccidén

Mas calidad de mosto: flor

Menos oxidacion por
menor tiempo de
produccion antes de la FA



Enzimas de Mejora de proceso

Clarificacion del mosto por
flotacion

Clarificacion del mosto por
desfangado estatico

Pectinasa activa en
homogalacturdnico

Pectinasa activa en
homogalacturdnico

Ahorro de tiempo y trabajo

Ahorro de energia

Mas calidad de mosto: flor

Menos oxidacion por
menor tiempo de
produccion antes de la FA



Enzimas de Mejora de proceso

Clarificacion de mostos y
vinos por filtracion

Pectinasa activa en
homogalacturdnico
Glucanasas

Ahorro de tiempo y trabajo

Ahorro de energia

Sostenibilidad: menos
energia utilizada



Enzimas de Mejora de proceso

Termovinificacion Pectinasa termoestables Proceso no realizable sin
enzimas



Mejora de la calidad



Enzimas de Mejora de la calidad

Mejoras de la Perfiles de actividad | Aplicadas a la etapa | Beneficios para los
calidad del proceso enodlogos

Liberacion de Pectinasas, Rgasas, Maceracion de Incremento de
precursores pieles de uvas tintas aromas de uva como
aromaticos de la piel y blancas tioles y terpenos, ....

de la uva



Enzimas de Mejora de la calidad

Mejoras de la calidad | Perfiles de actividad | Aplicadas a la etapa | Beneficios para los
del proceso enodlogos

Antocianos y Pectinasas , Rgasas, Maceracion de uvas Incremento del color

polifenoles Xilanasas, celulasas  tintas y polifenoles
esenciales para la
calidad del vino



Enzimas de Mejora de la calidad

Aromas glicosidados Glucosidasa, Aplicada al vino Incremento de
de la uva no volatiles arabinosidasa, terpenos y
convertidos en rhamnosidasa, norisoprenoides

aromas volatiles apiosidasa



Precursores aromaticos Glicosidados:
hidrolisis enimatica secuencial

OH
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o _Sequential mechanism of glycosidases. Ara: o-L-arabinofuranosidase; Rha: o-L-

rhamnopyranosidase; Api: p-D-apiofuranosidase; BG: B-D-glucopyranosidase. R = monoterpenes,
sesquiterpenes, norisoprenoids, benzene derivatives, aliphatic alcohols. (Palmern and Spagna, 2007).
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Resolucidon de
problemas



Enzimas de resolucion de

problemas
Problema Y[l LEERE Beneficios para los
solucionado etapa del proceso | endlogos
Contaminacion de Lisozima Fermentacion Evitar la contaminacion
bacterias lacticas debida a las bacterias
lacticas

heteromermentativas



Conclusion

las enzimas juegan un papel
fundamental en el proceso de
elaboracion del vino

una mejor comprension de
los mecanismos moleculares
de accion, permiten el disefio
de enzimas mas eficazy
adaptadas a cada objetivo
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