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INTRODUCCION

Junto a algunos elementos trazas, las enzimas
pueden calificarse como biocatalizadores que
son capaces de producir efectos mdximos al
actuar en cantidades minimas.

En el 4mbito de la bioquimica de los alimentos la enzimologia es quizds
uno de los campos que se ha desarrollado mds rdpidamente en los ultimos
afios.

Los amplios estudios realizados en esta drea han puesto en evidencia la
importancia de los procesos enzimdticos en la elaboracién y conservacién de
los alimentos. Fenémenos tan importantes en la tecnologia actual, como las
reacciones de pardeamiento enzimdtico (frutas), de rancidez (grasas y acei-
tes), de coloracién (vegetales verdes), de textura (salsa de tomate) son
ejemplos muy conocidos de la intervencién de enzimas. _

Estas sustancias catalizadoras de los procesos vitales pueden presentarse ex-
traordinariamente activas durante el periodo posterior a la cosecha (alimen-
tos vegetales) y los cambios que ellas determinan pueden influir en forma
considerable sobre los caracteres organolépticos, textura y presentacién del
producto terminado.

Asi como hay enzimas perjudiciales que deben ser inactivadas en el mo-
mento oportuno, hay otras que la tecnologfa de los alimentos utiliza para
upa mejor preparacién del alimento, como lo son las enzimas de filtracidén
o de clarificacién, las enzimas proteoliticas, para ablandar las carnes. la
glucosa-oxidasa, que permite eliminar la glucosa de ciertos alimentos, para evi-
tar su pardeamiento posterior.

También ha sido motivo de interesantes estudios la adicién de enzimas
de accién aromatizante a los alimentos o bebidas que durante su procesa-
miento han sufrido en su aroma pero han conservado sus precursores, per-
mitiendo, de este modo, restaurar sus componentes aromaticos originales.

Se ha estimado de interés preparar la presente publicacién con el fin de
entregar en forma concentrada y sistematica antecedentes sobre la accién de
las enzimas en los alimentos, la aplicacién de las diferentes enzimas en las
diversas industrias de alimentos y bebidas y las técnicas para determinar las
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principales enzimas en los alimentos, al usarlas para el analisis y control de
los alimentos.

Con el objeto de facilitar el uso de la obra en la préctica industrial, se ha
estimado conveniente ordenar en la parte tecnoldgica la aplicacion de las
enzimas de acuerdo con la respectiva industria en que han de prestar sus
servicios.

Por su naturaleza, esta publicacién estd dirigida a los técnicos y especia-
listas relacionados con la investigacién y la elaboracién de alimentos, como
igualmente a los profesionales y estudiantes de agronomifa, medicina veteri-
naria, nutricién, bioquimica, quimica y farmacia e ingenieria en alimentos.

. Expresamos nuestros sinceros agradecimientos al Prof. Dr. Mario Sapag-

Hagar por su valiosa colaboracién en la redaccion del primer capitulo de
esta obra.

LOS AUTORES



I

BOSQUEJO HISTORICO
DE LA INVESTIGACION SOBRE ENZIMAS
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Desde las ruinas de Troya y las pirdmides de Egipto vienen evidencias del
uso de levaduras como agentes esponjantes para la fabricacién del pan y, por
otra parte, también en Babilonia y Egipto se sabia cémo aplicar la levadura
para hacer fermentar la cerveza.

La ilustracién que encabeza estas lineas corresponde a un tallado en ma-
dera sobre una sepultura egipcia de 2.300 afios a.C., precisamente sobre
estos dos productos, en cuya elaboracién intervienen procesos enziméticos.

Por otra parte, las palabras en alemén e inglés para pan (Brot-bread) y
cerveza (Bier-beer) derivan, segun algunos, etimolégicamente, de una misma
antigua raiz germanica, que tendria su origen ‘en el proceso de la fermen-
tacion. Esto coincidiria, ademas, con el hecho de que hasta fines del siglo pa-
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sado el desarrollo de ambas tecnologias corrfa de cierto modo en forma pa-
reja, no siendo raro el caso que un maestro en panificaciéon entendfa tam-
bién en cerveceria y al revés.

Fn nuestro continente una primera informacién sobre la aplicacion de
enzimas en tecnologia de alimentos proviene de Herndn Cortés, al sefialar
que los indios mexicanos ablandaban sus carnes dejandolas envueltas du-
rante la noche en hojas de papaya (ricas en papaina) .

Durante siglos la fermentacion, la putrefaccién y la digestién fueron con-
sideradas como procesos idénticos. La palabra fermento con que se designo
en un principio a estas sustancias proviene del término latin “fermentum”
= levadura o (segtn otros) de “fervere” = hervir, debido al desprendimien-
to gaseoso que acompafia a procesos enzimaticos, como la fermentacién alco-
holica.

Sin embargo, desde hace algo mds de 100 afios el término de fermento se
ha ido substituyendo, también a nivel internacional,'por el de “enzima’
(aplicado por Kiihne, en 1878), proveniente del griego “en zyme” = en leva-
dura o, segin otros, del término griego: “zymos” = zumo. Esta ultima acep-
cion de la palabra “enzima” confirma la inexactitud de la antigua clasifi-
cacién que se habia hecho entre “fermentos figurados o celulares” y “no figu-
rados, solubles o enzimas”. En efecto, fue Eduard Buchner quien comprob6
mediante su brillante experiencia (que le valié el Premio Nobel de 1907)
que la fermentacién alcohélica lograda por el zumo de expresién de la leva-
dura se realizaba por la “zimasa” independientemente de toda célula viva.
La portada de este libro ilustra la prensa hidrdulica usada por Buchner para
exprimir el contenido celular de la levadura. Actualmente se han aislado
doce enzimas que se encuentran involucradas en el complejo proceso de
la fermentacién alcohélica.

Etapas que constituyen verdaderos hitos en la evolucién progresiva de la
investigacién sobre enzimas fueron, sin duda, las siguientes:

— descripcidén, ya en 1526, de fendémenos relacionados con la fermentacién
por el famoso yatroquimico Paracelso, que se adelantara a su época por
sus multiples y reformadoras ideas cientificas;

_ observacién hecha en 1783 por el naturalista y fisislogo L. Spallanzani de
que la carne era digerida por el jugo géstrico de animales;

— descripcién por J. Liebig y F. Wohler, en 1837, de la emulsina de las al-
mendras (9 b); _ '

— aislamiento, a partir de raices vegetales de una primera enzima —per-
oxidasa— capaz de azulear la tintura de guayaco, realizado por Planche a
comienzos del siglo 19; :

— estudio de la invertasa de la miel, hecho por H. Erlenmeyer, en 1874;

— elaboracién de un primer preparado enzimatico aminolitico de origen
microbiano, patentado por Takamine en Japon, en 1884;

— obtencién de una primera enzima en forma cristalina: la ureasa, a partir
de la soya, lograda por Sumner en 1926;

— mejoramiento de las técnicas de purificacion y caracterizacién de un
centenar de enzimas, lo que condujo a una verdadera “ingenieria enzi-
matica” en los 30 aflos siguientes;

_ reconocimiento de la secuencia aminoacidica en una serie de enzimas im-
portantes en la década del 60.

— comprobacién de la estructura tridimensional de la lisozima por andli-
sis de rayos X, en 1965;
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-- sintesis quimica completa de una enzima con actividad de ribonucleasa,
realizada por Merrifield, a fines de la década del 60.

Con este acontecimiento se ha logrado, en cierto modo, la meta final en la
evolucién histérica de Ia investigacidén enzimdtica.

La importancia actual de las enzimas en la tecnologia alimentaria queda
de manifiesto por el hecho que, segin las estadisticas de 1976, del volumen
del mercado mundial de las enzimas, las dos terceras partes son consumi-
das para la elaboracién y el control de los alimentos (I).

Por otra parte, segin la invitacion al Simposio Internacional sobre la
utilizacién de enzimas en Tecnologia Alimentaria, que tuvo lugar en Ver-
sailles, en mayo de 1982, las biotecnologias enzimiticas estin adquiriendo
un interés considerable, debido a la especificidad de su accién, la limitacion
de sus riesgos de polucién y la posible economia de energfa que a veces
involucra su aplicacion (2).

El caracter biocatalitico de las enzimas, al cual hace alusién la frase inicial
de este libro, se justifica por el hecho de que estos agentes posibilitan, en
las condiciones moderadas de su medio ambiente natural, la realizacion de
multiples reacciones que en el laboratorio o en la industria se logran, a velo-
cidad equivalente, s6lo por aplicacién de agentes fisicos (temperatura, presién)
 quimicos (4cidos, alcalis) mds o menos violentos.

e
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IT

GENERALIDADES SOBRE ENZIMAS

Pror. Dr. MARIO Sarac-HAGAR
Pror. Dr. HrrMmaNN ScEMIDT-HERREL

1. LAS ENZIMAS COMO CATALIZADORES BIOLOGICOS.

1.1. Definiciones y Unidades de actividad (3, 5, 6).

‘LLas enzimas son biocatalizadores complejos de gran especificidad y eficien-
cia, producidos por las células de organismos vivos, que aumentan la velo-
cidad de las reacciones bioldgicas a través de vias bien definidas y cuya ac
tividad estd sujeta a regulacién. Las sustancias sobre las que actuan las enzi-
mas, transformindolas, se denominan substratos.

La actividad de las enzimas se expresa generalmente por la velocidad de la
reaccién catalizada, a través de las siguientes UNIDADES: :

UNIDAD INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD ENZIMATICA: Es la cantidad de en-
zima que cataliza la transformacién de I micromol de substrato por mi-
nuto, bajo condiciones bien definidas (condiciones estandar). Esta es la
expresién bdsica de la velocidad de la reaccién. Se ha sugerido que la
temperatura debe ser, en lo posible, de 30°C y que las otras condiciones, ta-
les como pH y concentraciones de substratos, debieran ser las 6ptimas para
la actividad enzimdtica.

KaraL (simbolo: kat): Es la cantidad de enzima que cataliza la transfor-
macién de I mol de substrato por segundo. Esta unidad ha sido introducida
recientemente por la Unién Internacional de Bioquimica 1 kat. = 6 x 107
unidades: internacionales. :

La Unidad Anson se ocupa cuando se usa hemoglobina como substrato:
1 Unidad. Anson = aquella cantidad de enzima que, bajo las condiciones
del test, libera I mmol {1 milimol = 10-3 mol) de amino4cidos positivos
al reactivo de Folin por minuto, calculados como tirosina. La miliunidad
Anson corresponde - a 1 pmol (= 10—¢ mol) de tirosina.
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(E1 R. de Folin — Ciocalteu para fenoles contiene tungstato y molibdato
de sodio, sulfato de litio, HCl, HsPOs y bromo y da color violeta con los
aminodcidos fendlicos) (36,76).

AcTivibap EspEciFica: Es el numero de unidades de enzima por mg de
proteina. Es una medida muy utilizada para expresar la actividad de prepa-
raciones enzimaticas. . .

ACTIVIDAD MOLECULAR (numero de recambio): Es el ntmero de mo-
léculas de substrato, transformadas, por minuto, por una molécula de enzi-
ma. Se calcula dividiendo la velocidad mdxima de la enzima por el peso
molecular; es una caracteristica de las enzimas individuales y no refleja la
pureza de la preparacién.

Si la enzima respectiva contiene un grupo prostético, una coenzima o un
centro catalitico (véanse éstos mds adelante), cuya concentracién sea medi-
ble, la actividad enzimitica puede expresarse también por el ntmero de mo-
léculas de substrato, transformadas por minuto, por cada centro catalitico (10).

1.2. Estructura de las enzimas.

Son proteinas cuyo peso molecular cubre un amplio rango. Por ej., la
ribonucleasa, que hidroliza los 4cidos ribonucleicos, tiene un PM de 13.700
daltons y estd constituida por una sola cadena polipeptidica de 124 amino-
4cidos. En cambio, la aldolasa, una enzima implicada en el metabolismo de
la glucosa, estd constituida por 4 subunidades de 40.000 daltons cada una.

1.8 Cofactores y Coenzimas (4—9).

Existen enzimas cuya funcién catalitica se debe exclusivamente a su natu-
raleza proteica, pero hay otras en que sus propiedades cataliticas, aunque
relacionadas con su naturaleza proteica, dependen para su actividad éptima
de la presencia de una estructura no proteica y termoestable llamada cofactor.
Los cofactores pueden ser simples iones inorgénicos (Zn2+, Mg+, Mn?t,
Fe2+, Fedt+, Cu2+, Nat, K+) o sustancias orgdnicas mis o menos com-
plejas. Cuando los cofactores organicos estdn fuertemente unidos a la pro-
tefna enzimatica (por enlace covalente) y son especificos para esa enzima,
se denominan grupos prostéticos (p. €j., el grupo de la hemoglobina) . Si los
cofactores organicos estdn mas débilmente unidos (interaccién no covalen-
te) a la proteina y por ello no se asocian a ella permanentemente (general-
mente se unen s6lo en el curso de la reaccién), se denominan coenzimas. La
mayoria de estas coenzimas derivan de las vitaminas, especialmente las del
complejo B. Muchas dishidrogenasas requieren la coenzima nicotinamida-
adenina-dinucleétido (NAD+) o su derivado de fosfato (NADP*), las cua-
les provienen de la niacina. El 4cido pantoténico es un componente esen-
cial de la coenzima A, la cual funciona como un transportador transitorio de
grupos acilo en el metabolismo. La biotina es un transportador de CO: en las
enzimas que catalizan ciertas reacciones de carboxilacién y decarboxilacién. El
4cido tetrahidrofélico. una forma reducida de la vitamina, el 4cido félico,
participa en las reacciones de transferencia de grupos de un dtomo. La vi-
tamina B12, en su forma de coenzima, funciona en la transferencia de gru-
pos alquilo de ciertas reacciones enzimdticas.

En el lenguaje corriente de la enzimologia, el componente proteico se de-
nomina apoenzima y el complejo completo de proteina y cofactor se llama
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holoenzima. Generalmente la apoenzima es inactiva como catalizador. Algunas
enzimas requieren dos o tres cofactores distintos y corrientemente uno de
ellos es un ion metélico.

1.4. Subsiratos de Enzimas.

Constituyen las sustancias que son transformadas especificamente por las
enzimas.

Se usan para medir la actividad catalitica de las enzimas y, secundaria-
mente, también para determinar el cardcter especifico de una accién enzi-
matica.

Para que una sustancia sea apropiada como substrato de una enzima debe
reunir los siguientes requisitos: '

a) Que experimente una transformacion bien definida por la accién catali-
tica de la enzima; :

b) Que sea especifica para la enzima respectiva o el grupo muy restringido
de enzimas. Ej.: el almidén para las alfa- y beta- amilasas;

¢) Que segin las condiciones del ensayo, previamente fijadas, no sufra una
descomposicién espontédnea o produzca otras reacciones no catalizadas por
la enzima; . «

d) Que la transformacion del substrato que es catalizada por la enzima,
sea facilmente medible. Ejemplos son los. siguientes:

— formacién estequiométrica de un producto coloreado;
— una modificacién definida en la absorcién al ultravioleta (ej: NAD+ _3

NADH; ‘

— liberacién de un 4cido o de un 4dlcali que sean medibles por titulacién
(ej: liberacién de carboxilos en la pectina por la pectino-estearasa) ;

— si no se dan estas posibilidades, por acoplamiento con otras reacciones
quimicas o enzimaticas, llamadas reacciones indicadoras (por ej.: la reac-
cién quimica (de fosfatasa en leche), del fenol liberado con la dibromo-
quinon-clorimida para dar indofenol, de color azul).

Otro ejemplo de una segunda reaccién enzimdtica acoplada es la transfor-
macién especifica de la glucosa por la glucosa-oxidasa en D-glucono-delta-lac-
tona y perdxido de hidrégeno. Este ultimo es desdoblado por adicién de pe-
roxidasa con liberacién de oxigeno, reconocible por un reactivo cromégeno,
que actia como donador de hidrégeno, como la orto-toluidina o la para-
anisidina; midiéndose, finalmente, la intensidad de la coloracién resultante.

Los substratos enzimdticos pueden tener dos origenes:

— Substratos naturales de las respectivas enzimas, como por €j., el almidoén
(para amilasas) o el etanol (para la alcohol dehidrogenasa) ;

— Derivados de substratos naturales, obtenidos por sintesis con una estruc-
tura quimica tal que atin son reconocidos y transformados por la respectiva
enzima con formacién de productos, ya sea coloreados o ficilmente me-
dibles por otro mecanismo. Ejemplos son: 4-nitroanilidas de aminodcidos,
para proteasas, y

— nitrofenil-derivados de azticares, para glucosidasas.
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2. PROPIEDADES GENERALES DE LAS ENZIMAS

Ya hemos mencionado que las enzimas, por ser proteinas, tienen pesos mo-

leculares altos. Esto hace dificil su caracterizacién por métodos fisicos o qui-
micos. '

2.1. Efecto de la teﬁpemtum sobre las enzimas (3,6) .

Puesto que la estructura proteica es la que determina la actividad enzima-
tica, cualquier causa que perturbe esta estructura puede llevar a una pér-
dida de actividad. Aunque el rango general de temperaturas adecuadas para
las reacciones enzimdticas es muy estrecho, los cambios ligeros suelen tener
una considerable influencia. La temperatura Jptima para la mayoria de las
reacciones enzimdticas estd, con pocas excepciones, entre 30°C y 40°C, en que
la actividad es maxima. Al aumentar la temperatura, la velocidad de reaccién
aumenta y, para casi todas las enzimas, un incremento de 10°C duplica e in-
cluso triplica la velocidad de reaccién. Por otro lado, sin embargo, ese mis-
mo aumento de temperatura acelera también la inactivacién de la enzima
por desnaturalizacion térmica. Para muchas enzimas la region de inactivacion
térmica extensiva estd muy préxima de la temperatura Optima.

Las enzimas muestran, a menudo, una marcada fragilidad térmica. Cuan-
do se calientan a temperaturas superiores a los 50°C la mayoria de las en-
zimas, pero no todas, se denaturan, y unas pocas muestran desnaturalizacion
cuando se enfrian aproximadamente a 5°C. A temperaturas bajas, aunque
la actividad enzimitica procede muy lentamente, ella no se detiene del todo,
hecho que debe tenerse en cuenta en la industria congeladora de alimentos.
A menos que se inactiven previamente ‘las enzimas objetables, la mayoria
de los alimentos congelados experimentan un considerable deterioro después
de un almacenamiento prolongado, porque a temperaturas tan bajas como
~18°C algunas reacciones enzimaticas siguen teniendo lugar. Habitualmente
la desnaturalizacién a alta temperatura es irreversible, debido a que se rom-
pen las fuerzas débiles de enlace al aumentar la vibracién térmica de los
dtomos componentes, fenémeno que dafia la estructura tridimensional.

Es importante sefialar que una misma enzima, aislada de tejidos diferen-
tes, puede tener diferente capacidad de resistencia a la desnaturalizacién sua-
ve por el calor, hecho que es util con fines de identificacién o de diag-
ndstico.

Otras aplicaciones de la desnaturalizacién por el calor son la esterilizacién
de alimentos e instrumentos y la pasteurizacién de la leche; ambos proce-
sos dependen de la destruccién rapida por calor de las enzimas esenciales
de los microorganismos contaminantes. .

La mayoria de las enzimas son, pues, muy termolabiles y habitualmen-

te es suficiente aplicar una temperatura de 40 a 80°C por 2 a 5 minutos, a
fin de destruir su actividad.
. Es este hecho de inactivacién completa de las enzimas el que se utiliza
ampliamente en la industria alimentaria. En la mayor parte de los casos
de preservacién de alimentos, es deseable que no haya continuacién alguna
de actividad enzimdtica.

Si ello ocurriera se podria producir, por ejemplo, un cambio en el color
de la clorifila o de los carotenoides, o producirse el pardeamiento de varios
alimentos; podria alterarse el sabor de los hidratos de carbono, o producirse
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la rancidez de las grasas. También la persistencia de actividad enzimdtica
podria provocar cambios en el aroma o en el valor nutritivo de las protei-
nas (o de las vitaminas) y, finalmente, la presencia de enzimas pectinoliti-
cas puede producir un cambio total en la textura de los alimentos.

Fl tratamiento con calor es, sin duda, un método adecuado para la des-
truccién de microorganismos que alteran los alimentos (esterilizacién por ca-
lor y pasteurizacién). De esta manera un procesamiento térmico adecuado
puede lograr simultineamente la preservacién microbiolégica y la estabiliza-
cién de los alimentos. A veces la actividad residual de una enzima (no ne-
cesariamente objetable) se usa como prueba de la suficiencia de un pro-
ceso de tratamiento con calor.

Asi, la ausencia de actividad fosfatdsica de la leche es un buen indicador
de si la leche ha sido pasteurizada adecuadamente, ya que esta enzima se
inactiva completamente por la dosis de tratamiento térmico necesaria para
destruir agentes patdgenos.

Las enzimas difieren ampliamente en su resistencia a la inactivacién tér-
mica. Las peroxidasas vegetales son particularmente estables "(120°C por unos
minutos no son suficientes para destruirlas del todo). La velocidad de inac-
tivacién térmica depende también del pH, fuerza idnica y del estado fisico
de la enzima en el material alimentario: si la enzima estd igualmente bien
distribuida por todo el producto o adsorbida sobre particulas sélidas (como
ocurre con las enzimas pectinoliticas y las fenolasas, las cuales estan adsor-
bidas en la pulpa de varios jugos de frutas).

Existen situaciones en la tecnologia de alimentos en las que algunas enzi-
mas, a pesar de haber sido inactivadas, se “regeneran” y su actividad se re-
nueva después de cierto tiempo. Este tipo de regeneracién enzimitica ha si-
do observada en los casos de peroxidasas (leche, verduras); catalasa (verdu-
ras) ; lipasa (productos de la leche) y enzimas pectinoliticas (jugos citricos).
La regeneracién seria el resultado de una reorganizacién, al menos parcial,
de la molécula proteica, restableciéndose las estructuras de los sitios activos
que habian sido alterados por la desnaturalizacién. ’

La reversién de la desnaturalizacién es un proceso lento, pero durante el
almacenamiento prolongado de los alimentos procesados habria tiempo su-
ficiente para la regeneracién, detectable, de algunas enzimas. De esta mane-
ra, la estabilidad de los alimentos con respecto al dafio de éstos por las en-
zimas es una funcién tanto de la “profundidad” de la inactivacién térmica
como del tiempo y condiciones de almacenamiento. '

2.2. Efecto de las radiaciones (3).

Las enzimas se afectan también por irradiacién con ondas electromagné-
ticas. La inactivacién por luz ultravioleta se deberfa a la fotolisis de grupos
disulfuro y aromiticos de los aminoicidos que constituyen las proteinas. La
inactivacién de la pepsina se atribuye a la oxidacién del grupo fendlico de
lIa tirosina. Estos efectos sobre las enzimas son de escaso rendimiento, por lo
que la luz ultravioleta no es de aplicacién practica, desde este punto de vis-
ta, en la tecnologia alimentaria.

En cambio, la irradiacién de los alimentos con radiaciones ionizantes (ra-
diaciones beta, gamma, etc.) es de considerable importancia en el procesa-
miento de alimentos y ya estd en uso en escala comercial. Uno de los ma-
yores problemas en este campo es el hecho de que la destruccién de las en-
zimas requiere de dosis de radiacién mucho mis elevadas que para la des-
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truccién de los microorganismos. En algunos casos es mds prdctico utilizar
en forma combinada calor e irradiacién para inactivar enzimas.

La actividad lipoxidasica puede reducirse al 67%, de su valor inicial por
irradiacién a pH7 con 9x10¢ rad. Existe una pérdida adicional postradia-
cién. Si la enzima se irradia y luego se calienta, el efecto de ambos trata-
mientos es sinergistico. Si la enzima se calienta primero y luego se irradia,
el efecto es meramente aditivo.

2.3. Efecto de la humedad (3,4).

En los alimentos, al igual que en cualquier sistema bioldgico, el agua es
uno de los componentes mas importantes. '

Por ser un solvente, el agua sirve para poner en contacto a las diversas
moléculas que interactian. Ademds, la reactividad de muchas sustancias de-
pende de la disociacién iénica y de la configuracién molecular y, por lo tan-
to, de la hidratacién. El agua es a menudo uno de los reactantes o uno de
los productos de la reaccién.

Hoy se sabe que la influencia del agua sobre la reactivacién del sistema
no estd relacionada sélo con el contenido real de agua, sino también con el
estado de las moléculas de agua.

La disponibilidad de agua es una funcién tanto del contenido como del
estado y se expresa adecuadamente por el concepto denominado “actividad
del agua” (a) que equivale a la relacién entre la presién de vapor de
agua sobre el sistema (p) y la presion de vapor del agua pura (Po) a la
misma temperatura:

Po

Si los alimentos fueran simples mezclas de agua con sustancias inertes que
no interacttian de ninguna manera con las moléculas de agua, la actividad
del agua seria siempre 1, cualquiera sea el contenido de agua.

Los alimentos son sistemas en los cuales parte del agua estd fuertemente
absorbida sobre la superficie de sustancias poliméricas (proteinas, carbohi-
dratos macromoleculares). Esto queda claramente establecido por el hecho
que la presién de vapor del agua sobre un alimento con un contenido de
humedad bajo o intermedio es considerablemente menor que el que predice
la Ley de Raoult. Esto se conoce como “agua ligada”. En estos casos, la ac-
tividad del agua es inferior al valor que le corresponderia por su concentra-
cién. Una de las razones para este efecto es el hecho que el ‘‘agua libre” es-
t4 parcialmente atrapada en la estructura porosa del alimento y, por lo tan-
to, estd sujeta a la accién depresora de los capilares sobre la presién de va-
por. A niveles mis altos del contenido de humedad el sistema se comporta
en realidad como una solucién acuosa. De hecho la concentracién molar de
los solutos es habitualmente tan baja que la actividad del agua pronto al-
canza valores cercanos a la unidad.

La disponibilidad de agua, medida como actividad del agua, tiene una
fuerte influencia sobre la velocidad de las reacciones por enzimas, es decir,
la actividad enzimdtica aumenta al aumentar el contenido de ‘“‘agua libre”
y ello ocurre no sélo en las reacciones hidroliticas, en las que el agua es
uno de los reactantes obvios, sino también en las reacciones no-hidroliticas.

La velocidad de las reacciones enzimiticas se ve fuertemente influida por
la naturaleza v concentracién de los solventes.
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En la prictica es de gran importancia el efecto de la cantidad de hume-
dad de los alimentos sobre la velocidad de la reaccién enzimitica. Incluso
en los alimentos denominados desecados la accién enzimdtica procede a una
velocidad medible.

A niveles muy bajos de humedad, la actividad enzimdtica puede ser afec-
tada cualitativamente. Es el caso de la a-amilasa que a una humedad del
209, (o 49, de “agua libre”) produce principalmente glucosa y maltosa a
partir de almidén. A niveles mas elevados de humedad se forman también
otros oligosacdridos. Quizds lo que ocurre es que a niveles muy bajos de
“agua libre”, la rigidez del medio impide la difusién de la enzima o del subs-
trato, limitdndose asi la hidrolisis a aquellas porciones del substrato que es-
tan en contacto inmediato con la enzima.

En los cereales y harinas almacenados es posible detectar, ficilmente, ac-
tividad lipolitica y proteolitica. A niveles de humedad superiores a 159,
esta actividad es debida, generalmente, a las enzimas de los hongos que cre-
cen en el cereal y que pueden participar también en las reacciones hidroli-
ticas, desarrolldndose amargor o rancidez por la accién enzimdtica sobre la
fraccién proteolitica o lipidica durante el almacenamiento.

Los métodos modernos de liofilizacién de carnes y verduras han introdu-
cido problemas similares a estas industrias. La actividad enzimdtica se deter-
mina generalmente en estos casos por métodos autoliticos, ya que la veloci-
dad de la reaccién enzimatica es baja. Por ejemplo, en el misculo de cerdo
liofilizado se usa la desaparicién del glicégeno muscular como un indlce de
actividad enzimdtica a diferentes niveles de humedad.

2.4. Efecto del pH y del estado idnico (3,6).

La actividad enzimdtica guarda también relacién con el estado idnico de
la’ molécula vy, especialmente, de la parte proteica, puesto que las cadenas
polipeptidicas contienen grupos que pueden ionizarse (principalmente gru-
pos carboxilos y aminos de los aminodcidos constituyentes) en un grado que
depende del pH existente. Como ocurre con las proteinas, las enzimas po-
seen un punto isoeléctrico al cual su carga libre neta es cero. El pH del
punto isoeléctrico, como regla, no es igual al pH al cual se observa activi-
dad maxima. El pH 6ptimo de las enzimas varia ampliamente; la pepsina,
que existe en el medio 4cido del estémago, tiene un pH O6ptimo de alrede-
dor de 1,5, mientras que la arginasa tiene un pH éptimo de 9,7. Sin em-
bargo, la gran mayoria de las enzimas tienen un éptimo entre pH 4 y 8.
Algunas enzimas muestran una amplia tolerancia a los cambios del pH, pero
otras trabajan bien sélo en un rango estrecho. Cualquier enzima que se so-
meta a valores extremos de pH, se desnaturahza Esta sensibilidad de las enzi-
mas a la alteracién del pH es una de las razones por la que la regulacién
del pH del organismo es controlada celosamente y explica por qué las des-
viaciones de la normalidad pueden implicar graves consecuencias.

Muchas enzimas existen en el organismo a un pH més bien alejado de
su valor 6ptimo. Esto se debe, en parte, a la diferencia del medio ambiente
“in vivo” con respecto al “in vitro”. Esto recalca también que el control del
pH puede representar un importante medio para regular la actividad enzi-
matica.

Las proteinas sufren cambios en su  solubilidad, presién osmotica y vis-
cosidad a diferentes valores de pH. Es probable que el cambio en la activi-
dad enzimdtica, al variar los valores de pH, se deba a los cambios en la

19



ionizacién ya sea de la enzima, del substrato o del complejo enzima-subs-
trato.

Al determinar la velocidad de reaccién de una enzima y para cierta
concentracién de substrato, a diferentes valores de pH, se observa que la
curva resultante tiene forma de campana. Se le denomina curva de pH : ac-
tividad. Esta curva no camcteriza, necesariamente, a una enzima, puesto que
el pH 6ptimo puede variar para diferentes substratos, ni tampoco son simi-
lares las curvas de pH:actividad para dos enzimas que hidrolizan el mismo
enlace en un substrato. Por ejemplo, las pectinometilesterasas hidrolizan es-
pecificamente los enlaces éster de polimetilgalacturonatos. La pectinometil-
esterasa obtenida de un hongo tiene un pH oéptimo de 5,0; la de frejoles
tiene su Optima actividad a pH cercano a 8,5.

Estas diferencias sobre los pH optimos de enzimas que actdan sobre
substratos similares es de la mayor importancia en el procesamiento de ali-
mentos. Una enzima tiene que tener buena actividad proteolitica a un pH
de 4,5 a fin de ser una enzima a prueba de congelacion, o a niveles de pH
superiores a 5,5 para ser un buen ablandador de carne. Para la mayoria de
las aplicaciones practicas, el pH del alimento no puede ser ajustado como
para adecuarlo al pH 6ptimo de una enzima determinada. La enzima debe
escogerse en base a su actividad al pH natural del alimento. Existen algu-
nas excepciones notables en que es factible y practico el ajuste del pH. Para
la produccién de glucosa, la pasta de almidon se ajusta a un pH entre 5
y 7 para la hidrélisis 6ptima por la alfa-amilasa bacteriana. En cambio, el
pH se ajusta entre 4 y 6 para la éptima sacarificacién por la amilasa de
hongos o de cereales.

La velocidad de inactivacién de las enzimas varia para los diferentes va-
lores de pH y, por lo tanto, un alza en la temperatura puede cambiar el pH
6ptimo. Asi, en la industria de cereales ¢l aumento de temperatura hace va-
riar el pH 6ptimo de la beta-amilasa hacia valores més altos de pH. Puede
aplicarse una variacién intencional del pH para destruir especificamente una
enzima como, por ejemplo, la inactivacién diferencial de alfa-amilasa y pro-
teasas en preparaciones enzimiticas de hongos.

Es necesario recalcar, sin embargo, que el término “pH dptimo” no tiene
una significacién fisico-quimica bien definida. Es mejor, en general, referir-
se a un rango de pH favorable para una reaccién dada. Este rango depende
no solo de la naturaleza de la enzima particular, sino también del substrato
y de la concentracién de éste, de la estabilidad de la enzima, de la tempe-
ratura y de la extensi6n del periodo de reaccion.

9.5. Sitio activo y especificidad enzimdtica (58).

Algunas enzimas tienen. una especificidad pricticamente absoluta para un
determinado substrato y no atacardn ni siquiera a moléculas muy relaciona-
das. Por ejemplo, la enzima aspartasa cataliza la adicién reversible de amo-
njaco al doble enlace del 4cido fumarico, pero a ningin otro acido no sa-
turado. La aspartasa también presenta una rigida . estereoespecificidad y es-
pecificidad geométrica; por eso no desamina D-aspartato ni adiciona amo-
niaco al maleato, que es el isémero geométrico-cis del fumarato. Otro ejem-
plo de especificidad absoluta es el de la maltasa verdadera, que sé6lo desdo-
bla al azicar maltosa. En el otro extremo estdn las enzimas que tienen una
especificidad relativamente amplia y actuan sobre muchos compuestos que
presentan una caracterfstica comun. Por ejemplo, la fosfatasa de rifién ca-

20



taliza la hidrélisis de muchos ésteres diferentes del dcido fosférico, pero a
velocidades variables. Otro ejemplo lo constituyen las lipasas, que pueden
romper la unién entre el acido y el alcohol en el lipido, en tanto ésta sea
una unién éster (desdoblan igual etilbutirato que un triglicérido) .

Del estudio de la especificidad de las enzimas por el substrato surgié la
idea de que existe una relacién complementaria tipo llave-cerradura entre la
molécula de substrato y un drea especifica sobre la superficie de la molé-
cula de la enzima, denominada el sitio activo o sitio catalitico, al cual se
une la molécula del substrato, mientras experimenta la reaccién catalitica.

Dos caracteristicas estructurales determinan la especificidad de una enzi-
ma por su substrato: a) el substrato debe poseer el enlace quimico especi-
fico o unidn, que puede ser atacado por la enzima, y b) el substrato debe
tener habitualmente algin otro :grupo funcional, un grupo de unién, que
se une a la enzima y ubica en posicién a la molécula de substrato de modo
que el enlace susceptible se disponga apropiadamente en relacién al sitio ac-
tivo de la enzima.

2.6. Isoenzimas (6,9).

Los isoenzimas constituyen formas moleculares multiples de una misma en-
zima que catalizan fundamentalmente la misma reaccién, pero difieren en
sus propiedades quimicas, fisicas, estructurales o inmunoquimicas; se origi-
nan estas. diférencias en su biosintesis, debido a causas genéticas. Su diferen-
cia radica en la estructura primaria de su proteina, ocurriendo como dime-
ros o tetrdmeros, compuestos ya por subunidades idénticas o no.

Muchas enzimas existen en la misma especie o tejido y aun dentro de la
misma célula. A menudo limitadas a un drgano, pueden pertenecer, sin em-
bargo, también a organismos diferentes (enzimas isodindmicas) .

Uno de los ejemplos mds conocidos de isoenzimas es el de la dehidroge-
nasa lictica que esta presente en los tejidos animales en 5 formas, separa-
bles por electroforesis. Estas 5 isoenzimas estdn constituidas por la combina-
cién de dos clases diferentes de cadenas polipeptidicas, de un peso molecu-
lar de 33.500 cada una: las cadenas “M” (de musculo) y “H” (de heart,
corazén) .

Para identificar y diferenciar isoenzimas se usan métodos cromatogréficos
(en columna) ; electroforéticos (en papel o gel); inhibidores quimicos (ditio-
ireitol) o los respectivos antisueros contra isoenzimas. Estos tltimos represen-
tan anticuerpos inhibidores obtenidos por via inmunolégica (de sueros ovi-
nos o caprinos) que actian generalmente por precipitacién en la solucién
reactiva, al ser insoluble el complejo enzima - antisuero.

La identificacién y diferenciacién de isoenzimas tiene aplicacién en el
diagnostico de ciertas enfermedades para poder localizarlas en un determi-
nado organo como, por ejemplo, en el infarto cardiaco, mediante las isoen-
zimas de la creatin-fosfokinasa (CPK).

8. MECANISMO DE LA CATALISIS ENZIMATICA (58).

3.1. La enevgia de activacion y los efectos de los catalizadores.

Una reaccién quimica tal como A_ P tiene lugar debido a que un cier-
to numero de las moléculas A, en un momento determinado, poseen mds
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energia que el resto de la poblacidn, suficiente para alcanzar un estado “ac-
tivado”, en el cual puede formarse o romperse un enlace quimico, para for-
mar el producto P. Se denomina energfa libre de activacién a la cantidad
de energia en calorias que se requiere para llevar todas las moléculas de
un mol de una sustancia, a una temperatura dada, al estado reactivo. Por
estado de transicion se entiende el estado, rico en energia, de las moléculas’
reaccionantes en el tope o cumbre de la barrera de activacién, sobrepasada
la cual, se produce la reaccion.

La velocidad de una reaccién quimica es proporcional a la concentracién
de las moléculas en estado de transicién. La velocidad de una reaccién qui-
mica puede acelerarse, subiendo la temperatura (la cual aumenta el movi-
miento térmico y la energia, aumentando asi el nimero de moléculas en este
estado de transicién) o mediante un catalizador, el cual acttia haciendo ba-
jar la energfa de activacién. Los catalizadores, como las enzimas, se combi-
nan con los reactantes y producen un estado de transicién que tiene menos
energfa libre que el estado de transicién de la reaccién no catalizada. Ellos
no alteran los equilibrios de reaccién. Una vez formados los productos de la
reaccion, el catalizador libre es nuevamente regenerado.

3.2. El mecanismo de la accidon enzimdiica.

No se conoce .bien atn el mecanismo preciso de la catdlisis para ninguna
enzima. Sin embargo, se sabe que los 4cidos y bases (es decir, dadores y
aceptores de protones, respectivamente) son catalizadores muy versatiles,
que pueden aumentar las velocidades de muchos tipos de reacciones organi-
cas, tales como la hidrdlisis de ésteres y de compuestos fosforilados, la adi-
cién de agua a grupos carbonilos, asi como la eliminacién de agua de los
alcoholes para producir compuestos no saturados. Se puede extrapolar esto
a las enzimas, las que contienen grupos dadores de protones (—NHjs*t, car-
boxilos, sulfhidrilos) asi como grupos aceptores de protones (—NH: y car-
boxilatos —COO). También los grupos nucleofilicos son catalizadores efica-
ces. Se trata de grupos funcionales ricos en electrones que pueden donar un
par de electrones al nucleo de algin otro 4tomo. Grupos nucleofilicos tipicos
son los grupos hidroxilo, sulfhidrilo e imidazol, que se sabe estin también
presentes en las proteinas. Es asi ‘que en diferentes enzimas son ciertos gru-
pos funcionales de los aminodcidos integrantes de su molécula proteica los
que participan como centro activo en el proceso catalitico, como sucede con
el grupo epsilon-amino de la lisina (base de la determinacién de la lla-
mada “lisina aprovechable”) (11), el grupo sulfhidrilico de la cisteina, el
CH20H de la serina y el resto imidazélico de la histidina.

4. REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA (68).

4.1. Mecanismos reguladores.
Existen varios:
a) Variaciones por accion de masas.

Es el mecanismo regulador mds primitivo y mediante él la velocidad de la
reaccién puede variarse, alterando la concentracién del substrato, del pro-
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ducto (si la reaccién es lo suficientemente reversible como para que la con-
centraciéon del producto afecte significativamente la reaccién opuesta) o de
cualquiera de los. cofactores que intervienen estequioméiricamente en la
reaccién.

b) Variacidn de la actividad especifica de la enzima por activacion o inhi-
bicion. :

Se ha hecho evidente que las enzimas estdn sujetas a la regulacién de su
capacidad catalilica, ya sea en direccion positiva o negativa, o en ambas, me-
diante moléculas pequefias que han sido denominadas efectores o modulado-
res. Este tipo de sustancias incluye substratos, productos, metabolitos posterio-
res a una via metabodlica, precursores de una ruta metabdlica e incluso me-
tabolitos que participan en una via metabdlica aparentemente no relacio-
nada.

En la mayoria de los sistemas multienzimdticos, es decir, aquellos en que
intervienen secuencialmente varias enzimas y en que el producto de una es el
substrato de la siguiente, la primera enzima de la secuencia funciona como
reguladora de la velocidad de todo el sistema y se denomina enzima regula-
dora o enzima alostérica. Habitualmente esta enzima es inhibida por el pro-
ducto final de la secuencia, de tal modo que cuando se produce acumulacién
del producto final por sobre cierta concentracién critica, éste inhibe a la pri-
mera enzima..de la secuencia (enzima reguladora), interrumpiendo o cerran-
do asi ese segmento del metabolismo. Este tipo de inhibicién se conoce como
inhibicion por producto final o retroinhibicién (inhibicién “feedback”). Las
enzimas reguladoras o alostéricas estan formadas por dos a mas subunidades,
las que tienen sitios de union no sélo para su substrato normal, sino también
para el metabolito regulador, el cual se denomina efector o modulador alos-
térico. El sitio de unién para el modulador se denomina sitio alostérico y es
altamente especifico para ese metabolito. Cuando el sitio alostérico estd des-
ocupado, la enzima funciona con su velocidad catalitica normal; en cambio,
si estd ocupado por el metabolito regulador, la enzima sufre una modificacién
en su conformacién a una forma menos activa o mds activa, dependiendo
de si el modulador es inhibidor o estimulador.

La inhibicion de la actividad enzimdtica por moléculas especificas y por
iones es importante porque sirve como mecanismo de control mayoritario
en los sistemas bioldgicos. También muchos firmacos y agentes tdéxicos ac-
tian inhibiendo a las enzimas. Es mds, la inhibicién enzimitica puede sumi-
nistrar una idea acerca del mecanismo de la accidn enzimatica.

La inhibicién enzimdtica puede ser reversible o irreversible. En la inhi-
bicién irreversible, el inhibidor queda covalentemente unido a la enzima o
ligado tan fuertemente, que su disociacién de la enzima es lenta, produciendo
una modificacién permanente de algin grupo funcional del sitio activo de
la enzima. Ejemplos de los inhibidores irreversibles son las sales de metales
pesados .y el yodoacetato que se fijan en los esenciales grupos sulfthidrilicos
de enzimas y, por otra parte, el di-isopropil-fluorofosfato (uno de los poten-
tes gases toxicos del sistema nervioso) que inhibe a la enzima acetilcolinoes-
terasa. al unirse a una serina fundamental del sitio activo, bloqueandolo.

La inhibicién reversible, en cambio, se caracteriza por un rdpido equilibrio
entre el inhibidor y la enzima. Ejemplos lo constituyen la inhibicién compe-
titiva 'y la no competitiva.

Los inhibidores competitivos son aquellos cuya accién puede ser revertida
aumentando la concentracién de substrato. Habitualmente tienen una estruc-
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tura semejante a la del substrato y compiten con ¢l, por unirse al sitio activo.
Un ejemplo es el malonato, que se asemeja al-succinato y por ello inhibe e
Ia succinato-deshidrogenasa.

El inhibidor no competitivo no se une al sitio del substrato, sino a un
grupo de la enzima, que es esencial para su funcién. La inhibicién no com-
petitiva no puede ser revertida por el substrato. Un ejemplo lo constituye
la inhibicién de algunas enzimas que contienen Fe, por el cianuro, el cual
se combina reversiblemente con el atomo de Fe, dando una forma inactiva.

¢) Variacion de la concentracién de la enzima.

- Hoy se reconoce que uno de los principales mecanismos reguladores se
basa en la alteracién de la cantidad absoluta de enzima en la célula. La
concentracién de la enzima es la resultante entre las velocidades que llevan
a su sintesis y a su degradacién. Se denomina induccidn al aumento de la
concentracién de la enzima por aumento en su sintesis y represion a su dis-
minucién por disminuir la sintesis. La sintesis de proteinas, y por lo tan-
to de las enzimas, estd regulada primordialmente a nivel de la transcripcién
del DNA, para dar RNA mensajero. La transcripcién de un gen o de un
grupo coordinado de genes (lo que se llama un operdn) puede reprimirse
al unirse una sustancia represora a un gen operador que forma parte del
operén.

Puede desreprimirse (o sea, producir induccién) por la presencia de
ciertos metabolitos reguladores (moléculas inductoras), que puede ser un
substrato de la enzima codificada por el gen reprimido.

Este tipo de mecanismos reguladores que implica alteracién en la velocidad
de sintesis de una enzima conlleva una apreciable cantidad de tiempo (desde
una hora hasta varios dfas).

4.2 Importancia de la induccion y represion enzimdticas para mejorar la ca-
lidad de los alimentos: Los biorreguladores (12).

Actualmente es posible mejorar la calidad nutritiva y las caracteristicas fi-
sicas de las cosechas de alimentos mediante el uso de biorreguladores, los
cuales permiten manipular la expresiéon genética de las plantas individuales.
El uso de biorreguladores en los frutos citricos des-reprime genes especificos de
los frutos, induciendo la produccién de cantidades adicionales de componen-
tes que aumentan su color, sabor, aroma y calidad nutricional (provitamina
A). Hay varias clases de biorreguladores que inducen la formacién de ca-
rotenoides (carotenos, licopeno), cuando se aplican en bajas concentracio-
nes a la superficie del fruto citrico maduro. Entre ellos estan los derivados
de las chalconas de la trietilamina y de la dietilnonilamina.

Importancia de los bio1‘7‘eguladore$.

a) La induccidn de la sintesis de carotenoides puede lograrse, en teoria,
en cualquier especie que porte los genes que codifican para las enzimas que
sintetizan dichos carotenoides (todas las frutas citricas, damascos, duraznos,
tomates, zanahorias) . Esta universalidad de efecto sugiere que los biorregula-
dores actian a través de una via comun. La desrepresién de un gen especi-
fico, pues, puede revertir los efectos de aquellas sustancias quimicas que se
sabe reprimen los genes que codifican la formacién de carotenoides en Fi-
comices.
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El unico proceso ligeramente comparable es el del uso del etileno para pro-
mover la maduracién de frutas citricas y tomates; sin embargo, el etileno es
un estimulador amplio, que acelera toda la actividad metabdlica en la fruta
no madura (77). Los biorreguladores, en cambio, estimulan sélo vias me-
tabdlicas especificas en frutas completamente maduras.

b) Podria ser posible encontrar otros biorreguladores para aumentar el
contenido de un determinado aminodcido en el maiz o aumentar la concen-
tracién de proteinas en el arroz, etc.

c) Los biorreguladores pueden aportar una nueva arma para aprender
mis acerca de los mecanismos que controlan los genes. Su futuro es muy
promisorio, como lo demuestran los recientes trabajos de Yokoyama v su
grupo en el laboratorio del Depto. de Agricultura en California (12). Ellos
han identificado, ademds de los biorreguladores ya mencionados, otros que
aumentan el aroma, como, por ejemplo, uno que induce 3,5 veces el contenido
en citral de los limones maduros, un constituyente de la esencia que contri-
buye en forma importante al aroma del limén.
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I

CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS

CLASIFICACION GENERAL

Actualmente, mds de mil enzimas han sido aisladas y clasificadas de acuer-
do con el substrato especifico sobre el cual actian.

Entre las numerosas clasificaciones, algunas se basan en las reacciones que
catalizan las enzimas, otras en el substrato sobre el que actdan e incluso mu-
chas enzimas se designan con nombres triviales de origen histérico.

La comisién de Enzimas de la Unién Internacional de Bioquimica in-
trodujo en 1964, para uniformar la nomenclatura, la siguiente clasificacién
sistematica, en la cual se consideran 6 grupos principales de enzimas de
acuerdo al tipo reaccién implicada:

1. Oxidorreductasas:

Catalizan .una amplia variedad de reacciones de Oxido-reduccién, emplean-
do coenzimas, tales como NAD+ y NADP+, como aceptor de hidrégeno. Es-
te grupo incluye las enzimas denominadas cominmente como deshidrogena-
sas, reductasas, oxidasas, oxigenasas, hidroxilasas y catalasas.

2. Transferasas:

Catalizan varios tipos de transferencia de grupos de una molécula a otra
(transferencia de grupos amino, carboxilo, carbonilo, metilo, glicosilo, acilo, o
fosforilo) . Ej.: aminotransferasas (transaminasas) .

3. Hidrolasas:
Catalizan reacciones que implican la ruptura hidrolitica de enlaces quimi-

cos, tales como C=0, C-N, C-C. Sus nombres comunes se forman afa-
diendo el sufijo —asa al nombre de substrato. Ejs.: lipasas, peptidasas, amila-
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sa, maltasa, pectinoesterasa, fosfatasa, ureasa. También pertenecen a este gru-
po la pepsina, tripsina y quimotripsina.

4. Liasas:

También catalizan la ruptura de enlaces (C-C, C-S y algunos C-N, ex-
cluyendo enlaces peptidicos), pero no por hidrélisis. Ejs.: decarboxilasas, ci-
trato-liasa, deshidratasas v aldolasas.

J

5. Isomerasas:

Transforman sus substratos de una forma isomérica en otra. Ejs.. Epime-
rasas, racemasas y mutasas.

6. Ligasas:

Catalizan la formacién de enlace entre C y O, S, N y otros itomos. Gene-
ralmente, la energia requerida para la formacién de enlace deriva de la hi-
drdlisis del ATP. Las sintetasas y carboxilasas estdn en este grupo.

CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS DE LOS ALIMENTOS

Braverman (4) . distingue dos importantes grupos de enzimas de los ali-
mentos: las Hidrolasas y las Desmolasas o Enzimas Oxidantes (3, 14).

1. LAS HIDROLASAS comprenden las:
1.1. ESTERASAS, entre las cuales son de importancia en los alimentos:

a) Lipasas, que hidrolizan los ésteres de 4cidos grasos;

b) Fosfatasas, que hidrolizan los ésteres fosféricos de muchos compues-
tos organicos, como, por ejemplo, glicerofosfatos, almidones fosforilados:

c) - Clorofilasas. En la industria alimentaria debe tratarse de retener el
color verde de la clorofila, en el caso de los vegetales deshidratados o en
conservas. Por ello puede protegerse el color natural (retencién de clorofila
de hasta 609,) por los siguientes tratamientos: S

— Pretratamiento por inmersién (ej., arvejas), a temperatura ambiente, en
soluciéon de bicarbonato de sodio al 29, por espacio de 30 a 40 min.

~ Escaldado en solucién de hidréxido de calcio 0,005 M.

— Procesamiento en salmuera, que lleva adicionada hidréxido de magnesio
(0,020-0,625 M.).

El pH en estos casos se eleva 2 8 en el primer tiempo y se mantiene du-
rante el escaldado y la esterilizacién posterior. R

d) Pectino-esterasa, enzima importante en la industria de derivados de
frutas (véanse éstas) .

1.2 CARBOHIDRASAS, que se clasifican en:

a) Hexosidasas, entre las que interesan la invertasa y la lactasa, y

b)  Poliasas, que comprenden las amilasas, las celulasas y la poligalacturi-
nasa o pectinasa, que actda sobre el dcido péctico o poligalacturénico, dando
moléculas de 4cido galacturénico, carentes de poder gelificante; de importan-
cia en la elaboracién de zumos y néctares de frutas.
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1.3 PROTEASAS, que se clasifican en:

a) Proteinasas, endoenzimas que rompen las uniones peptidicas: -CO-NH
de las proteinas, algunas de las cuales son muy resistentes al ataque de la en-
zima proteolitica, en su estado nativo; por el calor u otros agentes se pue-
de abrir la molécula proteica, de modo que entonces las uniones peptidicas
pueden ser atacadas pdr estas enzimas;

b) Peptidasas, que rompen las uniones de los péptidos hasta la liberacién
tinal de moléculas de aminodcidos;

¢) Catepsinas, a cuya accién en el musculo proteico se deben los proce-
sos autoliticos en la maduracién de la carne. El tejido vivo tiene un pH
desfavorable para la accién de estas enzimas, pero a la muerte del animal
baja el pH al acumularse dcido lactico por degradacién del glicégeno. Al
alcanzar un pH 4,5 se hace 6ptimo para la liberacién y accién de la enzi-
ma, apareciendo los respectivos cambios en la textura y demds caracteres
de la carne, y .

d) Renina, Quimosina o Fermento Lab, que se encuentra en el cuarto
estémago del ternero alimentado sélo con leche materna y que causa la coa-
gulacién de la leche (Véase en “Aplicaciéon de enzimas en la Industria Le-
chera”).

9. DESMOLASAS O ENZIMAS OXIDANTES.

Entre ellas son de interés en alimentos:
2.1 Oxidasas, que comprenden:

a) Las Oxidasas Férricas:

Catalasa, responsable de la pérdida de color y olor de vegetales conge-
lados, y :

Peroxidasa, que se encuentra en verduras y frutas citricas. Su estudio es de
gran interés en la industria de alimentos por ser una de las enzimas mds
estables al calor y requerir mayor tiempo de inactivacién, con el agravante
de que en ciertas condiciones puede regenerar su actividad con el tiempo;

b) A las Oxidasas Cupricas pertenecen la polifenol-oxidasa, tirosinasa, ca-
tecolasa, relacionadas con el Pardeamiento Enzimdtico (véase éste) y la as-
cérbico-oxidasa.

2.2 Dehidrogenasas.

Entre éstas se encuentran las enzimas siguientes:

Xantino-oxidasa, que es una flavoproteina con molibdeno y cataliza la oxi-
dacién de xantina y aldehidos como el férmico, actuando como aceptor de
H el azul de metileno, al transformarse en su leuco-derivado; en esto se ba-
sa su aplicacién analitica en el control térmico de la leche y en la deteccién
de leche de vaca en leche humana, pues esta ultima no contiene esta en-
zima;

Lipoxidasa, que cataliza la oxidacién de dcidos grasos poliinsaturados y
secundariamente también al caroteno de frutas y verduras deshidratadas, a
través de los perdxidos formados.
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IV

METODOS GENERALES PARA LA
OBTENCION INDUSTRIAL DE ENZIMAS

1. Durante siglos las enzimas fueron utilizadas, formando parte de célu-
las o extractos crudos de materiales vegetales, animales y microbianos. Asi
sucedié en forma totalmente empirica, sin conocerse su modo de accién, ni
el porqué de su actividad catalitica en la industria de la fermentacién como
en la cerveza, vino, pan y queso. Aun suele emplearse una enzima util pro-
ducida por una bacteria, una levadura o un trozo de tejido, sin siquiera ex-
traerla de las células. Por ejemplo, el Acetobacter aceti puede servir para oxi-
dar el alcohol y convertirlo en acido acético sin purificar antes la oxidasa del
alcohol. La levadura fermenta el azicar y lo convierte en alcohol sin que
se efectie la extraccién del complejo cimasa; las muchas otras enzimas que
contiene la levadura no estorban la reaccién, a causa de que tienen otras ac-
tividades especificas. '

1.1. El desarrollo de fuentes para producir enzimas de uso en la industria
alimentaria, de métodos de aislamiento y purificacién y el disefio de reacto-
res enzimiticos, que permiten su aplicacién en diversos procesos, ha evolu-
cionado en forma considerable y ha dado origen a un &rea interdisciplinaria
conocida hoy dia como “ingenierfa enzimitica”, como nuevo enfoque de la
biotecnologia (13, 15).

Hoy se ha logrado obtener enzimas mds puras, que tienen las siguientes
ventajas sobre los productos de fermentacién:

— accién mis especifica en su funcién catalitica;

— actividad predecible y controlable, y

— es posible utilizar concentraciones mas elevadas del substrato.

1.2. Las principales fuentes de enzimas usadas en la industria de alimen-
tos son de diferente origen:
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a) Vegetal: Lipasas y pectinoesterasa se elaboran a partir de soya, ricino
y frutas citricas; del germen de trigo se extrae la alfa-amilasa. Las protea-
sas se obtienen de la papaya, del higo, de la pifia y la peroxidasa, del ri-
bano picante;

b) Animal: La renina, pepsina, tripsina, quimotripsina, catalasa y lipasa
pancreatica son de origen animal;

€) Microbiano: Las enzimas de los hongos: Aspergillus flavus, orycae y
niger y del Bacillus subtilis han demostrado ser de gran uso en la industria
alimentaria.

2. ELABORACION DE ENZIMAS (19).

2.1. Elaboracidn de enzimas de origen animal o vegetal.

Si se trata de enzimas de origen animal la simple trituracién de algunos
tejidos especializados, como el pancreas o el higado, permite formar una pa-
pilla, la cual se extrae a continuacién con un solvente adecuado como agua,
acetona fria (—20°C), glicerina o una solucién salina. En forma parecida se
procede con los tejidos vegetales, previamente sometidos a trituracién o dis-
rupcién (rotura), También puede partirse de los jugos de expresion de los res-
pectivos tejidos, cuya estructura celular se destruye por autolisis, plasmolisis
(18) o por congelacién, la cual revienta las paredes celulares.

2.2. Elaboracion de enzimas de origen microbiano (16,17).

Actualmente la tendencia industrial es- el reemplazo de muchas enzimas
provenientes de tejidos por aquellas que resultan de la aplicacién de culti-
vos de microorganismos seleccionados, que generan la enzima especifica. La
produccién de enzimas por microorganismos tiene la ventaja de su costo, ge-
neralmente menor, y por realizarse en un periodo relativamente breve: por
ejemplo, 1 a 5 dias en el caso de una fermentacién discontinua por lotes
(“batch”). Ademds, se puede incrementar el rendimiento de una enzima
especifica por un determinado organismo, recurriendo a modificar sus con-
diciones ambientales, o bien, a formar por via genética cepas mutantes, en
las cuales la producciéon de la enzima puede ser varias veces superior que
en la cepa original (15,74). ‘

De este modo procesos de seleccién, adaptacién y mutacién han mejorado
considerablemente la produccién de enzimas a partir de microorganismos.

Las enzimas elaboradas industrialmente son por lo general del tipo degra-
dativo y extracelular, es decir, que son excretadas al medio por el microor-
ganismo que las genera; pues entonces no precisan de la ruptura de las cé-
lulas microbianas para su extraccién como es necesario en las enzimas in-
tracelulares de biosintesis,

2.3. La elaboracién de enzimas de origen microbiano comprende diferen-
tes etapas:

2.3.1. Seleccién de microorganismos: Se empieza generalmente por un
cultivo de enriquecimiento :de ‘la cepa: seleccionada. Cultivos originales pue-

den obtenerse de la firma American Tipe Culture Collection . (ATCC), del
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Northern Utilization Research Branch o de otro organismo o instituto re-
conocido.

2.3.2. Cultivo: Las materias primas. que sean de costo adecuado y.que
puedan utilizarse como medio de cultivo varian naturalmente -segin la en-
zima por elaborar y pueden ser de los siguientes origenes (10):

a) Materias azucaradas o amildceas, como melaza, jarabe. de glucosa, al-
midones y afrechos de trigo, arroz o maiz;

b) Materias proteicas, como hidrolizados proteicos, harina de pescado, ca-
seina, gelatina y afrechos de extraccién de semillas oleaginosas;

¢) Componentes nitrogenados, como sales de amonio, nitratos, urea;

d) Sustancias favorecedoras del crecimiento microbiano, como. extractos
y autolizados de levadura, sales minerales con inclusion de elementos trazas
y eventualmente vitaminas.

Fuera de la composicion del medio constituyen pardmetros - importantes
que deben controlarse en el cultivo, las condiciones éptimas .del caso, en
cuanto a temperatura, pH, aereacion (para suministrar el oxigeno necesario
y evitar exceso de calor de reaccién), y velocidad.de agitacion.

En lo que se refiere a los reactores para realizar la fermentacion se. distin-
gue entre los cultivos en superficie de medios liquidos o semisélidos, usin-
dose ya sea sartenes o tambores rotatorios, y cultivos en profundidad, actual-
mente mas usados, mediante tanques agitados, de lecho fijo o de lecho flui-

dizado (paruculas suspendidas 'y ag1tadas lo que famhta su mezcla y cir-
culacién) (10, 17).

2.3.3. Terminada la incubacién del proceso fermentativo se separa la bio-
masa junto con el resto de las células y los. componentes sélidos -del medio
de cultivo por filtracién o centrifugacién. El liquido resultante, generalmen-
te atin bastante heterogéneo, puede utilizarse directamente como preparado
enzimitico; pero, generalmente, se somete a una purificacién y/o aislamien-
to posteriores, que comprenden diferentes fases y que pueden aplicarse igual-
mente en las enzimas de origen vegetal o animal.

3. PURIFICACION Y AISLAMIENTO DE ENZIMAS.

3.1. Sin perjuicio que un preparado enzimdtico puede consistir en el mis-
mo extracto o caldo fermentado que sélo se somete a una clarificacién y con-
centracién (preparado liquido) o desecacién (preparado sélido) se. recurre
también a métodos de aislamiento y purificacién de enzimas en gran esca-
la, lo cual se logra pmnapalmente por los siguientes procesos:

8.2. Adsorcidn selectiva con hidréxidos de hierro o aluminio coloidales,
a cierto pH, pues no todas las proteinas son adsorbidas en iguales condicio-
nes: Una vez adsorbida se lava con agua o solucién salina y luego se eluye
a pH diferente, generalmente alcalino mediante otra solucmn salina, por
ejemplo, de fosfato.

3.3. Por precipitacion, en que las enzimas son .fraccionadas al reducirse
su solubilidad hasta el punto en que precipitan. Esto se logra por adicién
de sales a cierto pH y a elevada concentracién iénica o por solventes orgi-
nicos (alcohol, acetona, isopropanol) a baja temperatura. La sal mds usada
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es el sulfato de amonio por su alta solubilidad, bajo costo, alta atoxicidad
para la enzima y por no afectar mayormente la viscosidad de la solucion.

84. Didlisis por gradientes de concentracién a través de membranas se-
mipermeables.

8.5. Ultrafiltracién por’ aspiracién o presién a través de membranas de
porosidad fina como tamiz molecular. Presenta una alternativa interesante pa-
ta separar enzimas, pues no hay cambio de fases, ni altos gradientes de tem-
peratura (15).

8.6. Electroforesis sobre soportes de papel, gel de almidoén, agar o dex-
trano.

3.7. Fraccionamiento cromatogrdfico de tipo preparativo, tanto en capa
fina, como en columna con intercambiadores i6nicos, geles o tamices mole-
culares.

Combinando estos procedimientos con otros a base de eleciroforesis de al-
ta tensién, cataforesis y electrodidlisis se logran actualmente separaciones de
mezclas complejas de enzimas.

4. El control de todas estas etapas en su forma mds rigurosa, es necesario
para asegurar el méximo de rendimiento y reproducibilidad, seguridad y ca-
lidad de los productos enzimiticos obtenidos.

5. ENZIMAS INMOVILIZADAS (1, 20, 21).

El enorme numero de reacciones catalizadas por enzimas y la especifici-
dad de las enzimas individuales significa que éstas son potencialmente de
gran valor industrial. Sin embargo, su costo se agudiza al aplicarlas como
reactivos en forma soluble, pues se produce su pérdida, una vez utilizadas.
Aunque la enzima por regenerarse en el proceso podria usarse muchas ve-
ces, su separacién a partir de la mezcla de reaccién no es econémicamente
factible. De alli que ha significado un avance importante la posibilidad de
inmovilizar las enzimas sobre soportes inertes, reteniendo asi gran parte de
su actividad catalitica original. Como las reacciones enzimdticas se desarro-
llan en medio acuoso, la matriz del soporte debe ser insoluble en agua, pero
tan hidréfila que garantice un buen contacto con el medio de la reaccién.

Su aplicacién se basa en sus interesantes propiedades:

a) Son térmicamente més estables que las enzimas nativas y mas resis-
tentes a la -autolisis;

b) Al final de una reaccién catalizada enzimaticamente, la enzima enla-
zada puede separarse por simple centrifugacién o filtracién, sin necesidad de
agregar un reactivo de inactivacién o precipitacién;

¢) Una vez recuperada, la enzima enlazada puede volver a usarse las ve-
ces que se desea, sin pérdida sustancial de actividad después de un simple
lavado con soluciones tampones acuosas y permitiendo realizar asi procesos
enzimdticos continuos.

Por lo tanto, se usan también para aislar y purificar enzimas, al separarlas
de inhibidores especificos.
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5.1. Los métodos para la inmovilizacién de enzimas comprenden las si-
guientes técnicas (1, 20):

a) Por adsorcion de la proteina enzimitica por la superhae de una ma-
triz de soporte como silicagel, carbén, aluminio, vidrio poroso o poliami-
nas. La unién es relativamente débil, pudiendo destruirse por cambios en
el pH, la temperatura o la concentracién iénica; pero puede estabilizarse si
la enzima ya adsorbida se somete a un entramado con glutaraldehido (véase
bajo d) como lo es un soporte de resina a base de fenol y formaldehido y
luego entramada con aldehido glutirico (72).

b) Por enlace idnico en que la molécula de la enzima, cargada electros-
taticamente es de caricter poliani6énico o policatiénico. También aqui la
unién es relativamente débil, pues la carga de la proteina enzimatica es pe-
quefia en relacién a su masa; sin embargo, puede intensificarse al asociarla
a una adsorcién.

¢) Por enlace covalente entre la enzima y el soporte insoluble a través
de los diferentes grupos funcionales, capaces de reaccionar, de las enzimas,
como —NHz, —COOH, —SH, y —OH. Portadores pueden ser sustancias inor-
gdnicas, como silicagel, caolin, apatita, vidrio poroso, aluminio, hierro; or-
gdnicas, como celulosa, almidén, dextrano, coligeno, agar y, especialmente,
polimeros como de la carboximetil-celulosa, succinil-amino-hexil-celulosa, an-
hidrido maleico entramado, poliamidas, poliuretanos y poliacrilaminas.

Este enlace es bastante estable y puede realizarse a veces en forma directa
con el soporte, después de una eventual modificacién de grupos funcionales,
capaces de reaccionar con la enzima, o bien se intercala todavia entre la en-
zima y el portador una molécula intermedia (“spacer”) para que la enzima
mantenga mayor movilidad y con ello una mayor actividad catalitica.

Asi, en el caso de la carboximetil-celulosa transformada en su azida para
su pre-activacién, forma unién covalente por un enlace amida entre el so-
porte y el grupo epsilon de la lisina contenida en el polipéptido de la enzi-
ma o el grupo amino libre de un aminoicido terminal. En el caso del anhi-
drido maleico entramado, la unién covalente de la enzima se produce por
aminolisis del grupo anhidrido sin preactivacién.

d) Por entramado transversal (cross-linking), una forma especial de en-
lace covalente en que las moléculas enzimiticas se enlazan entre si median-
te reactivos bi- o pohfunaonales, como el dialdehido glutarico, di-isotiocia-
nato o 4cido disulfénico. Su, inconveniente es el dificil contacto del substrato
con la molécula enzimitica, situada en el interior del polimero macromole-
cular resultante.

También suele asociarse una adsorcién con un enlace covalente y un
entramado. '

e) Por recubrimiento en que las enzimas mismas no se inmovilizan, sino
que se limita su espacm de reaccion, recubriéndolas con una membrana po-
limera, natural o sintética, que sea semlpermeable' es decir, permeable para
el substrato y el producto de la reaccién, pero impermeable para las molé-
culas enzimdticas. El recubrimiento puede suceder por una envoltura con una
matriz, por ejemplo, de TiOs, una separacién por ultrafiltro o por una in-
clusion de la enzima en microcipsulas, permeables al substrato, de bajo peso
molecular (73).

Factores como didmetro de poro del soporte de adsorcién y carga del so-

porte y del substrato son pardmetros que influyen, segin el procedimiento
elegido, en la cinética de las enzimas inmovilizadas.
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52. La enzima asi inmovilizada presenta las ventajas de un catalizador
solido y es separada facilmente de la mezcla de reaccién. En algunos casos,
especialmente cuando la matriz de soporte es de cardcter idnico, las propie-
dades de la enzima inmovilizada pueden ser diferentes de aquellas que pre-
senta la forma soluble. No cabe duda que estas técnicas de inmovilizacién
de enzimas, iniciadas a comienzos de la década del 60, conducirin a exitosos
procesos industriales en el campo de la catalisis industrial por enzimas. Una
de las posibilidades mds prometedoras en esta area es la de crear sistemas
multienzimdticos inmovilizados al unir mé4s de un tipo de enzima en la ma-
triz, como glucoamilasa y glucosa-isomerasa para transformar almidén en
fructosa. Es interesante hacer notar, al respecto, que en la naturaleza las
endoenzimas, es decir aquellas que operan dentro de las células, estan habi-
tualmente inmovilizadas por fijacién sobre membranas o sobre particulas s6-
lidas en suspensién (20).

La lactasa fingica para desdoblar la lactosa de leche y suero y la glucosa-
isomerasa para la obtencién de fructosa, son buenos ejemplos del empleo ac-
tual de enzimas inmovilizadas en tecnologia de alimentos.
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vV

ENZIMAS EN TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Como es sabido, todo alimento constituye un complejo sistema biolé-
gico, cuyas células se encuentran en equilibrio por accién de las enzimas
que encierran. En este contexto, los tejidos provenientes de un organismo
animal o vegetal, que después de su muerte por matanza, cosecha o prepa-
racién llegan a convertirse en alimentos, contienén todo el conjunto de en-
zimas que necesitan para su metabolismo, tanto anabélico como catabdlico
y que persisten después de la- destruccién de los tejidos.

1. LOCALIZACION DE ALGUNAS ENZIMAS EN LOS ALIMENTOS.

Es importante conocer la distribucién que tienen algunas-enzimas en los
alimentos. Ellas pueden encontrarse repartidas en diversa forma, como su-
cede, p. €., en la fosfatasa de la leche adsorbida por sus glébulos grasos o
bien, disueltas en el alimento como es el caso de las lipasas en grasas y acei-
tes. Por otra parte, las encontramos adsorbidas en las particulas solidas co-
mo es el caso de las enzimas pectoliticas y las fenolasas, que se encuentran
adsorbidas en la pulpa; cuando se procede a filtrar, el grado de actividad
enzimitica™ disminuye notablemente. - - S RVER

En el trigo, las amilasas estin ubicadas en el germen, no encontrandoselas
ni en la capa de aleurona ni en el salvado. Por otra parte, la actividad pro-
teolitica del higo se encuentra en el litex que estd sélo en la porcién cono-
cida como recepticulo del higo y no en el area de las semillas (22).

Las catepsinas estdn localizadas en el lisozoma de las células.
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2. INHIBICION DE ENZIMAS DE LOS ALIMENTOS.

Las enzimas pueden inactivarse por el calor, aditivos o componentes na-
turales de los alimentos.

2.1. Imactivacion por calor.

La precoccién, escaldado o blanching es el método mds conocido y em-
pleado por la industria alimentaria para la inactivacién de las enzimas, de
modo que las reacciones enzimdticas que inducen los cambios indeseables,
no ocurren durante las siguientes etapas de los procesos. Este método con-
siste en exponer durante un tiempo breve, la materia prima cruda a altas
temperaturas por corto tiempo — 3 a 10 minutos — como méximo en el caso
de las frutas y se realiza aplicando vapor o por ebullicién. La aplicacién de
vapor tiene la ventaja sobre el agua de que reduce la pérdida de las sus-
tancias solubles en ella como las vitaminas y sales hidrosolubles.

2.2. Inhibicion por aditivos (no permitidos).

Algunos estdn prohibidos precisamente por su accidn sobre enzimas im-
portantes: '

—Acido férmito: por su poder complejante que inhibe enzimas que con-
tienen Fe+t++. ' :

—Acidos monocloro~ y monobromoacéiico: por su accién tiolopriva en el
sentido de bloquear los grupos sulfhidrilicos de las enzimas.

—Acido bdrico: inactiva descarboxilasas, fuera de acumularse en la grasa
del organismo. ‘

—Base de amonio cuaternario: que activan la citocromo-oxidasa y enzimas
digestivas.

—Acido nordihidro-guayarético: (NDHA-antioxidante), inhibe las catala-
sas, peroxidasas, alcohol-dehidrogenasa, fuera de tener una -accién alergi-
zante.

2.3. Inhibicion de enzimas por componentes de alimentos:

—Factor antitriptico, que se encuentra en el poroto de soya, clara de hue-
vo (ovomucoide) y zumo de papa cruda.

—Solanina o solanidina (aglucén) de la papa, que inhibe la colino-este-
rasa, lo que tiene relacién con el control de la conduccién de los impulsos
nerviosos (23).

3. ENZIMAS DE ALIMENTOS QUE DESTRUYEN NUTRIENTES.

—Lipoxidasa, destruye los carotenos y la vitamina A de frutas y hortali-
zas, al actuar sobre los dobles enlaces de compuestos insaturados.

—Tiaminasa, destruye la tiamina y se la encuentra en mariscos (ostras) y
algunos peces crudos.
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4. REGENERACION ENZIMATICA.

En la tecnologia alimentaria moderna se deben tener presentes los cambios
que pueden ocurrir en los procesos tecnoldgicos. Asi, cuando las enzimas se
han inactivado, algunas pueden regencrarse, como es el caso de la peroxi-
dasa, de la fosfatasa y otras. El método de High-temperature-Short-time (HT-
ST) como lo dice su nombre, es la aplicacion de calor (a alta temperatura),
pero por corto tiempo; antes se usaban 115°C por tiempo prolongado, hoy se
usan 125°C por corto tiempo. Con ello puede suceder que la enzima no se
inactive en su totalidad, no sufre el despliegue total de su estructura pro-
teica helicoidal y asi recupera parcialmente su estructura nativa después de
las 24 horas de elaborado el producto. Con esto regenera su actividad, en
parte, lo suficiente como para que durante el almacenaje resulten efectos
dafiinos en los alimentos conservados, produciendo mal olor y sabor.

Pero la regeneracién de la actividad no estd limitada a la denaturaliza-
cién por calor de la enzima-proteina. Algunas, como la alfa-amilasa obte-
nida del Bacillus subtilis, pueden denaturarse por adicién de la urea a la so-
lucién de enzima. Alrededor del 809, de su actividad original se regenera
colocando 1a solucién en tampén de pH 8,5. Si se elimina el resto de urea por
di4lisis, se regenera sélo el 40%, de la actividad. La regeneracion ha sido ex-
vlicada por algunos autores (24, 25, 26, 27) como la capacidad de la enzi-
ma de recuperar su estructura terciaria, por recombinacion de las uniones H.

5. ACCION UTIL O DETERIORO EJERCIDOS POR LAS ENZIMAS
EN LOS ALIMENTOS.

5.1. Las enzimas pueden ejercer, segn las circunstancias del caso, una
accién deseada o no deseada, desde el punto de vista de la tecnologfa de
alimentos. Segtin Reed (3, 28), la diferencia entre un efecto beneficioso o
desfavorable sobre los alimentos que pueden resultar de estas acciones en-
zimaticas puede ser, a veces, sutil, dependiendo de la intensidad de la reac-
cién enzimatica; asi sucede en el pardeamiento y reblandecimiento de fru-
tas, como también en la disminucién de su fibra por celulasas durante su
maduracién.

5.2. Efectos beneficiosos de la accion enzimdtica.

Entre éstos pueden mencionarse las complejas reacciones enzimdticas que
determinan la rigidez cadavérica y la posterior maduracién de la carne y
productos derivados con las respectivas modificaciones de las caracterfsticas
de su tejido muscular (57). Por otra parte, la preparacién de la malta o ce-
bada germinada, primer paso de la elaboracién de la cerveza, se basa en
la accién de las amilasas y proteasas propias del cereal en germinacién. La
elaboracién de la masa del pan por accion de las enzimas del cereal y de la
levadura y la maduracién de la crema, de los quesos y de las frutas;, son otros
tantos cjemplos de procesos que serfan imposibles sin la valiosa intervencion
de enzimas. :

A la quimica de los estimulantes de tipo cafeinico se le ha llamado tam-
bién la quimica enzimdtica, ya que en una u otra forma son enzimas las
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que intervienen en la elaboracién del té negro (polifenoloxidasas y otras), la
separacion previa de las semillas de café de sus frutos (enzimas pectinoliti-
cas) y la compleja fermentacién previa de las semillas de cacao para desa-
rrollar su sabor y aroma agradables (41).

Por otra parte, también en la tecnologia de la preparacién de diferentes
especias, como la pimienta negra, la mostaza, el rabano y la vainilla, el desa-
rrollo de sus caracteristicas de sabor y aroma se debe a utiles reacciones en-
zimaticas (33); al igual que el aroma de muchas frutas se debe a enzimas
que lo generan a partir de sus precursores (véase industria de derivados de
frutas y hortalizas) .

5.3. Efectos no deseados o deterioros producidos en ahmentos por accion
enzimdtica.

Entre estos efectos deben mencionarse los fenémenos de pardeamiento de
los alimentos, los’ cuales se manifiestan- por’ la aparicién de manchas oscu-
ras en el tejido animal o vegetal y pueden tener dos causas bien diferentes,

dlstmgméndose entre el pardeamlento quimico o no enzimdtico y el enzi-
mitico.

54. Pardeamiento quimico o no enzimdtico.

Alimentos ricos €n protemas y azticares experifientan la llaidada “Reaccién
de Maillard” (82), quien encontrd, ya en 1912, que aminodcidos simples reac-
cionan en caliente con ciertos azQicares para formar compuestos obscuros se-
mejantes 2 la melanina. Se ha definido esta reaccién como “la reaccién de
los grupos aminoacidos, péptidos o proteinas con los grupos hidroxil-glucosi-
dicos de los aztcares”. La reaccién es favorecida por la humedad, la tempera-
tura, algunos metales, como hierro y cobre, y el pH.

_ Entre las diversas reacciones lntermedlas tenemos la formacién de glico-
silamina que es incolora, luego una isomerizacién conocida como reordena-
miento de Amadori y posteriormente la llamada degradacién de Strecker,
con pérdida de una molécula de CO: y formacién de hidroximetil-furfural.

Este fendmeno es deseable en algunos p1oductos, como cerveza, corteza del
pan, café, pero en otros alimentos no es conveniente, ya que involucra apar-
te del cambio de color, cambios en el sabor, olor y en la disminucién del
valor nutritivo, ya que estin comprometidos algunos aminodcidos esenciales
como la lisina (32). Este pardeamiento se puede evitar mediante bajas tem-
peraturas, bajo pH, descomp(miéndd Ia' mitad de glucosa’ que puede estar
presente, v el método mas usado, que es bloquear el grupo —CO mediante
el sulfito de sodio (29).

5.5. Pardeamiento enzimdtico (36, 37).

Aunque ‘el resultado final de este fenémeno de pardeamiento conduce
también a polimeros obscuros del tipo de la melanina, semejantes a los que
se forman en el pardeamlento no enz1mat1co, el mecanismo de la formacién
es bien diferente. : :

El cambio de color.en flutas verduras y tubérculos se observa cuando ellos
sufren dafio mecinico o fisiolégico: cuando se mondan, cortan o golpean.
Se debe a la presencia en los tejidos vegetales de enzimas del tipo polifenol-
oxidasas, cuya proteina contiene cobre, que cataliza la oxidacién de com-
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puestos fendlicos a quinonas. Estas prosiguen su oxidaciéon por el Oz del
aire sobre el tejido en corte reciente, para formar pigmentos obscuros, me-
lanoides, por polimerizacién.

Los substratos responsables son de tipo orto-fenclico y entre ellos se men-
cionan: acido clorogénico-tirosina-catecol-dcido cafeico-acido galico-hidroquino-
nas, antocianos-flavonoides. . ,

IL.as enzimas 1‘esponsables son: la tirosinasa, la catecolasa, lacassa, la as-
cérbico-oxidasa y las polifenol-oxidasas.

Los compuestos de la reaccién no son téxicos, pero la preocupacién de
los tecndlogos es el aspecto, color y presentaciéon de frutas y verduras, que
indudablemente tienen gran importancia comercial y culinaria.

Para que se produzca este pardeamiento es necesario, por lo tanto, la pre-
sencia de los tres componentes: enzima, substrato mds el oxigeno. Como na-
da se puede hacer o muy poco con el substrato oxidable, los métodos hoy en
uso tienden a inhibir la enzima o a eliminar el oxigeno y algunas veces s¢
combinan ambos métodos. :

a) Inactivacién de la enzima mediante calor. Tiene la ventaja de que no
se aplica aditivo alguno, pero presenta el inconveniente de que la aplicacién
de calor en frutas frescas produce cambios en la textura, dando sabor y as-
pecto a cocido.

Para evitar estos inconvenientes se regula el tiempo de calentamiento,
acortandolo justo al minimo capaz de inactivar la enzima por un escaldado
inmediato. Se puede controlar la inhibicién enzimatica por la prueba .del
catecol. La inhibicién es lenta a 759, pero se hace ripida a 85°C.

b) Inactivacion de la enzima mediante inhibidores quimicos:

Anhidrido sulfuroso: Es uno de los mis efectivos y econdmicos inhibido-
res quimicos hoy usados en.la industria alimentaria, aunque su olor y sa-
bor desagradables pueden comunicarse al alimento cuando se emplea en
grandes cantidades. Su uso no es aconsejable en alimentos ricos en tiamina
v vitamina C, pues las destruye. En el caso de la tiamina, el SOz es capaz
de romper el anillo tiazélico de la vitamina, separando el anillo de piri-
midina, con lo que pierde su caracter vitaminico. ,

La polifenoloxidasa es muy sensible al 30, pero la reaccion debe reali-
zarse antes que se formen las quinonas por oxidacién del substrato, pues
éstas oxidan al SOs, por lo que pierde entonces su propiedad de inhibir la
enzima.

Acidos: Bajo un pH 2,5 cesa la actividad enzimatica, que es optima en-
tre 5 y 7. Aunque luego se vuelva al pH original de la fruta, la enzima no
se recupera, impidiéndose asi el pardeamiento. Entre los dcidos mas usa-
dos esta el malico, que se agrega al prensar la fruta: . caso de la manzana,
de la cual es uno de sus componentes naturales (30); también se usa,
pero en menos proporcién, el acido citrico.

Acido ascorbico: Este acido es el mds recomendado para evitar o
minimizar el pardeamiento enzimdtico, por su cardcter vitaminico inofen-
sivo. El 4cido ascérbico por si mismo no es un inhibidor de la enzima:
actia sobre el substrato, de modo que puede. adicionarse después de ha-
berse formado las quinonas; tiene la propiedad de oxidarse a acido dehi-
hidroascérbico, reduciendo la quinona a fenol (35).

Esto lo hace el acido ascérbico hasta quc se haya transformado totalmen-
te en dehidroascérbico que ya no puede reducir las quinonas, de manera
que éstas contintan, entonces, su oxidacién hasta la formacion de melanoi-
des. El icido dehidroascérbico aun puede ser perjudicial al formar, en la
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esterilizacién posterior, melanoides con los aminodcidos presentes; por €so
la adicién de 4cido ascérbico no es eficaz en cerezas, ciruelas y frutillas.
Sin embargo, si se agrega a otras frutas exceso de acido ascérbico para inac-
tivar totalmente la enzima, se logra prevenir el pardeamiento en forma
efectiva y permanente. '

Productos especialmente propensos a empardecer por oxidacién quimica,
como manzanas, peras, duraznos, damascos, ciruelas y plitanos entre las fru-
tas, y papas, esparragos, zanahorias entre las hortalizas, deben mantenerse, in-
mediatamente después de cortadas o peladas, en agua adicionada de 0,1-0,2%,
de dcido ascdrbico y de 0,29, de 4cida citrico.

Ademds, para evitar alteraciones de color por oxidacién quimica en las con-
servas enlatadas, es conveniente agregar por cada litro de liquido de relleno
0.5-1 g de 4cido ascérbico (y 0,25-0,50 g de 4cido citrico, segin lo admita el
producto en cuanto al sabor). Para mantener el color de conservas de cham-
pifiones y otros hongos es conveniente una adicién de 0,15-0,20 g por litro y
para el choucroute se agrega a la salmuera 1-2 g/kg de 4cido ascdrbico, poco
antes del envase.

Otros inhibidores quimicos: Entre las sales propuestas para controlar el
pardeamiento la mds usada es NaCl, cuya accién impide la actividad de la
polifenol-oxidasa frente al 4cido clorogénico. Una sumersién en solucién acuo-
sa diluida de NaCl (0,3%,) -se usa mucho cuando se quiere evitar por corto
tiempo el obscurecimiento de frutas peladas, como rodajas de manzanas, antes
de ser sometidasal procesamiento; su contenido en acido ascorbico se mantie-
ne, entonces, constante durante varias horas. '

Se aplica el bloqueo de los hidréxilos fendlicos por adicién de complejan-
tes con el cobre de la enzima, como el dcido citrico (0,2%) vy boratos
(0,29, + 0,019, SOs) . También lacisteina y, otros dadores de SH se unen a los
fenoles, dando complejos incoloros, previa reduccién de las quinonas.

El uso de jugos de pifia o de limén para evitar el pardeamiento en prepa-
raciones caseras, se basa en el contenido de compuestos sulfhidrilicos del pri-
mero y en 4cidos citrico y ascérbico del segundo.

¢) Eliminacion del oxigeno: La exclusién o limitacién de la influencia del
O: del aire al trabajar y envasar rdpidamente el material y en caso necesario
con ayuda del vacio o en atmosfera inerte representan medidas satisfactorias
para mantener ciertas frutas al estado lo més natural posible, especialmente
en lo que se refiere a textura y sabor. Para frutas destinadas a la congelacion,
se usa también aztcar y jarabe para cubrir la superficie, retardando asi la en-
trada del oxigeno atmosférico.

< :

5.6. Fuera de estos fenémenos de pardeamiento enzimdtico existen también
otras reacciones enzimdticas que pueden conducir a2 un deterioro en los ali-
mentos. Durante el procesamiento de productos tanto animales (matanza) co-
mo vegetales (frutas, hortalizas, molienda de cereales), la destruccién de los
tejidos por accién generalmente mecdnica, puede liberar enzimas de sus es-
tructuras tisulares. Las consiguientes transformaciones metaboélicas no contro-
ladas pueden conducir entonces, a veces, a reacciones enzimdticas que van en
desmedro de la calidad del alimento. Es asi que la ya mencionada lipoxidasa
puede dar origen a productos de oxidacién de sabor rancio o amargo en de-
rivados de cereales y destruir los carotenos (55). También una excesiva pro-
teolisis enzimdtica puede conducir a un deterioro del tejido, como sucede en
la putrefaccién de productos cdrneos y marinos.
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Por otra parte, el reblandecimiento exagerado o la pérdida de consistencia
de frutas y hortalizas que han sobrepasado su estado de madurez tienen su
origen en una pectinolisis no controlada por pectinasas. En el fruto fresco
e intacto estas enzimas se encuentran separadas de su substrato, las pectinas;
pero al producirse la ruptura celular en el fruto alterado se genera entonces
su reaccién de deterioro (28).
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VI
ASPECTOS SANITARIOS Y LEGALES DEL

USO DE ENZIMAS EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

1. Las enzimas se consumen en gran cantidad a través de todos los alimen-
tos frescos como frutas, ensaladas frescas, leche, mantequilla, queso, carne, pes-
cado y huevo. Tales enzimas no slo proceden del reino animal, sino, ademas,
son de origen microbiano, ya que estdn en los productos obtenidos por fer-
mentacién, curado, etc. Estas enzimas son constituyentes naturales de los ali-
mentos, en donde se las encuentra, a bien, se han adicionado a los alimentos,
en donde no existen o estan en cantidades insuficientes. En este sentido las
enzimas se vuelven “‘ingredientes intencionales de los alimentos o aditivos” 3).

1.1. Mientras la pureza de las enzimas para fines analiticos sélo es nece-
saria llevarla al grado que permita descartar actividades extrafias que puedan
interferir en la exactitud del resultado analitico y no a una pureza absoluta,
las enzimas destinadas a la elaboracion de alimentos deben cumplir, segin el
Comité FAO/OMS, con las exigencias de inocuidad y pureza de los Aditi-
vos Alimentarios, como por ej., con respecto a la ausencia de microorganismos
patégenos, ‘de' metales téxicos y de restos de reactivos o agentes clarificantes
o precipitantes. U o .

1.2. Los polvos secos concentrados de enzima pueden ocasionalmente pro-
ducir alergias por inhalacién, aunque esto es también vélido para otros pro-
ductos en polvo. Las enzimas comerciales no se consumen en su forma ac-
tiva, pero hay excepciones como la parcial supervivencia de proteasas bacte-
rianas en alimentos horneados o la parcial actividad de la papaina de la cer--
veza. Pero sabemos que la mayoria de las enzimas se inactivan durante los pro-
cesos tecnolégicos; las cantidades de enzimas presentes en los alimentos (gene-
ralmente en forma inactiva) son pequefias.

1.3. Se sabe con certeza que las enzimas usadas en tecnologia alimentaria
no son dafiinas. de .por si..Sin embargo, se ha estudiado la posibilidad de' Ia
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formacién de toxinas durante el desarrollo de microorganismos usados en la
produccién de ellas. Pero la industria puede ponerse a salvo al tomar todas
las medidas de seguridad contra la contaminacién con agentes patdgenos, por
los procesos microbioldgicos.

1.4. La elaboracién de preparados enzimaticos exige tratamientos delicados
que no perjudiquen su actividad. Como no pueden aplicarse temperaturas al-
tas durante su preparacién no es posible pensar en una esterilizacién térmi-
ca (3).

Por este motivo seria posible la presencia de microorganismos extrafios, ca-
paces de multiplicarse a través de ellos mismos o de sus formas de resistencia
(esporas) y/o de sus metabolitos no deseados (antibidticos, toxinas). Estas
contaminaciones podrian tener, segun Frank, los siguientes origenes (44, 45):

— el propio productor de la enzima o la flora contaminante que aporta:

— substratos nutritivos usados, como la melaza, residuos oleaginosos, afrecho;

— material usado para la adsorcién o la dilucién, como celulosa, almidén,
harina, afrecho;

— infecciones no controladas durante el cultivo masivo de microorganismos.

2. Para evitar posibles peligros, las Comisiones para la “Investigacién en
Nutricién” y para el “Examen de sustancias extrafias en los alimentos” de la
Corporacién Alemana para la Investigacién (DFG) (47) han recomendado
al legislador algiinas medidas como:

2.1. El cultivo masivo de microorganismos en la planta industrial debe
realizarse’ de tal manera que no se produzca, por razones ecolégicas, una
propagacién indeseable de los microorganismos en la fibrica y en sus alrede-
dores.

2.2. Por este motivo el personal respectivo debe recibir la instruccién ne-
cesaria para el manejo de microorganismos. g

2.3. Los fabricantes de enzimas y de metabolitos microbianos (por €j., para
la elaboracién de jugos de frutas y productos de panaderia) deben vigilar
cuidadosamente el aire desprendido y las soluciones nutritivas.

2.4. En la preparacién de cultivos para iniciadores (starter) debe evitar-
se la intromisién, como impurezas, de microorganismos extrafios.

2.5. Los cultivos, enzimas y metabolitos deben estar exentos de antibidti-
cos que tengan actuacién terapéutica.

2.6.. Las enzimas de microorganismos deben provenir de gérmenes no pa-
tégenos para el hombre y los animales. Debe prestarse especial atencién a la
ausencia de. microorganismos causantes de intoxicaciones alimentarias como
E. coli, Salmonella, Arizona y Staphylococcus aureus. Deben incluirse ensayos
de toxicidad crénica, a largo plazo, y sobre todo la investigacién de una po-
sible accién carcinogénica, teratogénica y mutagénica.

2.7. Para ajustar los preparados enzimdticos a una actividad constante o
definida de acuerdo con su aplicacién, y también para facilitar su estabilidad,
se recurre a aditivos permitidos. Para este objeto pueden aplicarse disolventes
como agua potable, glicerina, propilenglicol; coadyuvantes para comprimidos
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como 4cido estedrico y sus sales de calcio y magnesio, silice coloidal y silicato
de calcio (hasta 10 g/kg), glutatién, cisteina y los preservadores y antioxidantes
autorizados para alimentos.

Por otra parte, los preparados enzimdticos no deben contener habitualmen-
te mds de 3 mg/kg de arsénico; 10 mg/kg de plomo; 25 mg/kg de zinc vy
50 mg/kg en conjunto de cobre y zinc.

En este sentido, la limitacién de aflatoxina a 5-10 ppb, respectivamente, a
30 ppb (48) y de actividades antibidticas. residuales hasta, por ej., 0,03 U. 1. de
equivalentes de penicilina/g de enzima (44) parecen constituir medidas adecua-
das en proteccién de la pureza de esta clase de aditivos que constituyen las
enzimas. Afortunadamente, segin las investigaciones realizadas por Frank y
. colab. (46), no se han encontrado entre estos residuos, antibi6ticos aplicados

en gran escala en medicina humana y veterinaria, ni gérmenes patégenos co-
mo Estafilococos, Salmonellas y Pseudomonas.

28. Para la introduccién de nuevas variedades de cultivos de microorga-
nismos destinados a alimentos debe ser de responsabilidad del fabricante una
declaracién de su cardcter inofensivo en forma similar al examen para la ad-
misién de un nuevo medicamento.

De estas investigaciones y exigencias se deduce la importancia de que se
apliquen en la Industria de Alimentos preparados enzimaticos suficientemente
garantizados en su pureza.

8. Segtn la Ley sobre el trifico de Alimentos, Tabacos, Cosméticos y Pro-
ductos Similares de la Republica Federal de Alemania, de 1974, las enzimas,
en general, por su calidad de proteinas digestibles, no se consideran como
Aditivos, sino como equivalentes a integrantes de alimentos. En Chile rige
una situacién similar, pues el nuevo Reglamento Sanitario de los Alimentos
(71 b) no incluye las enzimas usadas en los alimentos en la lista de los adi-
tivos autorizados, mientras que el Reglamento anterior (71 a) inclufa las pro-
teasas: pancreatina, tripsina, pepsina, cuajo, papaina, bromelina y ficina co-
mo mejoradores de la fermentacién y ablandadores para carne.

En algunos casos, el uso de enzimas de otras fuentes es sancionado por regla-
mentos especiales dentro de la categoria de Aditivos Alimentarios. Asi sucede
con el uso de carbohidrasas derivadas del Rhizopus oryzae, para producir ja-
rabe de almidén y dextrosa; de catalasas bacterianas de M. lysodeikticus, para
eliminar agua oxigenada, y de la pareja glucosa-oxidasa y catalasa para la eli-
minacién de glucosa en huevos liquidos (3).
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VII

APLICACION DE PREPARADOS
ENZIMATICOS EN LAS DIFERENTES
INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

1. Para comprendeér los principios y las ventajas de la suplementacién de
enzimas, es necesario observar estrechamente los factores envueltos: el subs-
trato, los tipos y acciones de las enzimas y las propiedades que dard este agre-
gado enzimatico a los productos finales (3, 52). ;

Debido a que la estructura espacial de la proteina participante de las
enzimas (por €j., helicoidal o globular) es muy sensible frente a las condi-
ciones ambientales (temperatura, aire y agentes quimicos), las enzimas son
bastante labiles, debiendo conservarse secas, en envases cerrados y a baja tem-
peratura, si se almacenan por mucho tiempo. Sus soluciones deben ser recien-
tes y se preparan en tampones apropiados con adicién de adecuados reactivos
de proteccién. ’ '

9. ENZIMAS QUE SE APLICAN EN LA INDUSTRIA MOLINERA
Y PANADERA

2.1. ALFA Y BETA-AMILASA.

El nombre de diastasas corresponde a un sindénimo de las amilasas, aunque
se usa principalmente para designar la alfa-amilasa, que se extrae de cereales.

Origen de alfa-amilasa: Fungico (Aspergillus oryzae), bacteriano (B. stea-
rothermophilus, B. subtilis), de cereales y del pdncreas. :

Origen de beta-amilasa: cereales, soya y camote. :

La enzima alfa-amilasa se encuentra en poca cantidad en el trigo y abunda
m4s en aquel que ha sido parcialmente germinado. La beta-amilasa, por el
contrario, se encuentra en gran cantidad en este cereal.

Acciones: Como es sabido, el almidén esta formado por la fraccién amilosa
de cadena récta de moléculas. de glucosa unidas por enlaces glucosidicos alfa-
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1,4; en tanto que la fraccién amilopectina, ademds de la cadena recta, pre-
senta ramificaciones con enlaces glucosidicos 1,6.

La alfa-amilasa cataliza la hidrélisis de la cadena lineal (amilosa) y la ra-
mificada (amilopectina) del almidén, rompiendo enlaces 1,4 interiores (endo-
amilasa) para formar una mezcla de dextrinas; por ello se la conoce como
enzima dextrinogénica (mezcla de amilodextrina, eritrodextrina, acrodextrina
y maltodextrina) con poca produccién de maltosa.

Por su accién, la alfa-amilasa provee de fragmentos menores que pueden
ser utilizados por la enzima beta-amilasa. La enzima alfa-amilasa requiere de
un activador como, por €j., cloruro de sodio. Es sensible a una acidez elevada y
se vuelve inactiva a pH 3,3 o a pH menor a 0°C por 15 min. El pH éptimo de
accién estd dentro del rango 57, siendo de 6,5 para la alfa-amilasa bacte-
riana y pancrestica. La enzima es resistente al calor, pues a 70°C conserva
un 709, de su actividad. Actua sobre almidones crudos y gelatinizados.

La beta-amilasa se la conoce con el nombre de enzima sacarogénica, pues ac-
tia sobre la amilosa, rompiendo unidades 1,4, dando maltosa. Sobre la ami-
lopectina actGa en las uniones alfa-1,4 de la cadena recta, y detiene su accion
a distancia de 2 unidades de glucosa antes de atacar las uniones alfa-1,6. Se
trata de una exo-amilasa, ya que actta sobre el terminal de la molécula; mien-
tras la amilosa es transformada totalmente en maltosa, la cadena ramificada
de la amilopectina se conserva en un 40-459, sin hidrolizar (38).

La beta-amilasa no necesita de activador para actuar, perc es menocs es-
table al calor, inactivandose a 70°C por 15 min. El pH éptimo de la beta-
amilasa es de 4,5. :

Aplicaciones: El uso de la alfa-amilasa para mejorar el valor panificador
de harinas se basa en el hecho de que un adecuado y mantenido desprendi-
miento de anhidrido. carbénico depende de la cantidad de maltosa y glucosa
fermentescibles que estén presentes en la masa, y cuya formacién depende, a
su vez, de la accién sincronizada de la alfa- y la beta-amilasa; en mejor for-
ma que por adicién de extracto de malta usado también para este objeto. Mien-
tras los cereales germinados contienen ambas enzimas, muchas harinas de trigo
son deficientes en alfa-amilasa, siendo entonces conveniente su adicién.

La alfa-amilasa de origen fingico (como es la que se obtiene por creci-
miento del micelio del Aspergillus oryzae en fermentadores de cultivo su-
mergido que permiten una agitacién y una aereacién intensas), aunque pue-
de ser menos potente que la de bacterias o de cereales, se puede obtener con
baja actividad de proteasa (desdobladora del gluten) y de maltasa, conser-
vandose asf la maltosa, esencial para la fermentacién. La presencia de una
cantidad suficiente de alfa-amilasa durante el esponjamiento y fermentacién
de la masa, tiene las siguientes ventajas:

— mayor contenido de azucares fermentescibles en la masa;

— aceleracién de la fermentacién;

— desprendimiento gaseoso, mayor y uniformemente mantenido;

— aumento del volumen y textura del pan con una miga de porosidad mis
fina y de costra mds uniforme y mids coloreada.

La alfa-amilasa de origen bacteriano es mas estable al calor que la de hon-
gos y de cereales, de manera que no se inactiva totalmente en el horno pa-
nificador. Por este motivo, su adicién debe ser bastante cuidadosa para evi-
tar una sobreproduccién de dextrina residual y con ello una miga gomosa v
pegajosa (38, 40). Por otra parte, una actividad residual de la alfa-amilasa
bacteriana en el pan tiene la ventaja de suministrarle una mejor conserva-
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aén, al restringir durante el almacenamiento del pan la retrogradacién de
su almidén, causante del envejecimiento. Al sustituir la adicién de la amilasa
por extracto, jarabe o harina malteados, debe tenerse presente la relativa ter-
mo-resistencia de su alfa-amilasa y su considerable actividad proteolitica, cu-
yas desventajas se han sefialado anteriormente.

2.2. PROTEASAS.

Origen: Fungico (Aspergillus oryzae), bacteriano (Bacillus, Streptococcus)
y vegetal (Carica papaya L: papaina) .-

Accion. Desdoblamiento hidrolitico de proteinas y péptidos hasta amino-
4cidos.

Aplicaciones: Como la adicién de amilasa y/o proteasa depende de la ha-
rina y otros ingredientes de la masa, la conveniencia de agregar proteasa
queda generalmente restringida a harinas de trigo duro, ricas en gluten
(como las de Canad4d y Rusia), mientras que en harinas pobres o mediana-
mente ricas en gluten puede originar un reblandecimiento exagerado de la
masa. .

En los casos en que la adicién de proteasa es conveniente, se produce una
mayor extensibilidad y elasticidad de la masa, acortandose el tiempo de ama-
sijo y facilitando el amasijo mecdnico (maquinofilia). El pan resultante ad-
quiere mayor volumen por una mejor retencién de gas, mejorando su tex-
tura y simetria, como también sus condiciones de conservacién y aun de
aroma (40); esto ultimo, sobre todo si se asocia a una adicién de amilasa.

Como la protedlisis en la masa puede ser inhibida por la sal, conviene agre-
gar ésta sOlo durante el amasijo.

En algunos productos de panaderia, como barquillos y galletas secas o
duras, las masas deben elaborarse con’ una menor adicién de agua; por otra
parte, deben ser blandas y plasticas y poco elasticas para que se puedan
moldear ficilmente. Por este motivo se prefiere el uso de una harina “floja”,
es decir, pobre en proteinas totales (no mis de 119,) y en gluten humedo
(mix. 22%), pues con contenidos mas elevados se necesita mis liquido para
preparar la masa. Esto tiene el inconveniente de la formacién de una miga
de poros mis gruesos y un excesivo levantamiento del producto, formandose
a menudo una superficie 4spera, irregular o con ampollas, grietas o fisuras
en las galletas. _

Si no se dispone de una harina apropiada para estos fines, puede regularse
la plasticidad de la masa frenando su desarrollo. Esto se puede conseguir
en forma adecuada por medio de una enzima proteolitica como la papaina,
que desdobla parte del gluten y permite obtener una masa blanda, suave y
extensible, y con menor tiempo de horneo. La cantidad por usar depende del
contenido de gluten de la harina que se usa; pero, en general, un 0,5%; o,
relacionando con 100 kilos de harina, 50-100 ml de Auxillase (un concentra-
do liquido de Merck) son suficientes.

Como toda enzima, la papaina se destruye con la temperatura del horno
de panificacién, por lo cual su accién debe tener lugar durante el tiempo
de reposo de la masa, de unos 15-20 minutos después de su adicién. La do-
sificacién depende, en todo caso, de la humedad, tratamiento mecdnico en el
amasijo, pH, composicién y tiemvo de reposo de la masa. Para asegurar una
distribucién homogénea es conveniente agregar la enzima al agua del amasijo.

Su actividad comprende un margen de pH de 3 hasta 9 y alcanza un 6pti-
mo entre 40 y 70°C. '
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3. ENZIMAS QUE SE APLICAN EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS
AZUCARADOS.

3.1. INVERTASA O SACARASA.

Origen y accion: La hidrélisis de la sacarosa en glucosa y fructosa (azd-
car invertido) puede ser realizada por dos enzimas: la betafructosidasa, que
acttia sobre el extremo fructosa de la molécula de sacarosa, y la alfa-glucosi-
dasa, que la ataca por el extremo de la glucosa. Actualmente, se entiende
generalmente por “invertasa” la beta-fructosidasa, que es producida por le-
vaduras (Sacaromyces cerevisiae, Candida), mientras que la alfa-glucosidasa
constituye preferentemente las invertasas intestinales y de hongos (Asper-
gillus oryzae) .

Rango de pH: 4—6.

Aplicaciones: El uso frecuente de la invertasa en alimentos azucarados se
basa en la transformacién lenta y parcial de la sacarosa en azdcar invertido
que tiene mayor poder edulcorante, mayor caricter humectante, mayor solu-
bilidad y, por lo tanto, menor tendencia a cristalizar y endurecer. De esta
manera, actia como un agente de reblandecimiento en alimentos azucarados
con tendencia a cristalizar la sacarosa y evaporar agua, lo que afecta su as-
pecto y consistencia. Ademds, la fructosa resultante tiene cierto caracter hu-
mectante y da sensacién de frescura al producto. Productos de confiteria, co-
mo bombones con relleno, productos de jaleas, fondants, mazapanes y paste-
les adquieren entonces una consistencia suave, cremosa y blanda, atn des-
pués de un almacenamiento prolongado.

La actividad enzimatica de la invertasa dgpende del pH, siendo su 6pti-
mo de 4,5 a 5,0, y de la temperatura que puede variar de 25° a 55°C; no debe
agregarse a productos con mds de 65°C ni a aquellos con mis de 209, de
alcohol (bombones con relleno), pues la enzima es inactivada. Como la in-
vertasa produce una hidrélisis, exige la presencia de agua (por lo menos 5%,
del peso del azicar). De un preparado liquido de invertasa se agregan nor-
malmente 100-125 ml para 100 kg de masa; dicha cantidad puede aumentarse
si no se puede llevar al pH 6ptimo mediante la ad1c1én de 4cido citrico, por
razones de sabor.

A veces se agrega la invertasa al producto previamente mezclado con sor-
bitol, que también posee un gran poder h1grostét1co o estabilizador de la hu-
medad, en el sentido de retenerla frente a variaciones en la humedad am-
biente. Mientras que el sorbitol reblandece de inmediato y su accién con-
tinda durante el almacenamiento, la invertasa actta de preferencia en el
transcurso del almacenamiento.

Otra aplicacién importante de la invertasa estd en la elaboracién de azu-
car invertido a partir de sacarosa por via enzimidtica, la cual aventaja a la
hidrélisis 4cida, por ser mds ficil de controlar. Ademds, el jarabe resulta de.
mayor concentracién, presenta mejores caracteres de color y sabor y no con-
tiene indicios de productos secundarios como el furfural. Una vez elaborado
el jarabe por inversién enzimitica, se calienta a 80°C para inactivar la enzi-
ma, teniendo aplicacién en diferentes productos azucarados y licores.

Por otra parte, desechos de frutas ricas en sacarosa pueden ser hidroliza-
dos por invertasa en glucosa y fructosa y éstas fermentadas por levaduras pa-
ra producir etanol y/o proteinas unicelulares (74, 11).
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Es interesante que la accion cariogénica del azicar invertido es bastante
inferior a la causada por la sacarosa. La propiedad de no producir caries es
aun mucho mds manifiesta en el xilitol, alcohol pentavalente, de poder edul-
corante, semejante al de la sacarosa.

3.2. GLUGOAMILASA O AMILOGLUCOSIDASA. .

Origen: Fingico (Aspergillus niger, Rhizopus, Endomyces).

Accion: Hidroliza los enlaces 1,4 y 1.6 del almidén (tanto amilosa como
amilopectina) desde los extremos no reductores de las cadenas con separa-
cién de unidades sucesivas de glucosa.

pH éptimo: 4-6.

Aplicacion: Se usa para la elaborac10n enzimatica de jarabe de glucosa y
de glucosa a partir de almidén (40). En el campo analitico tiene aplicacién

en la determinacion cuantitativa del almidén y alfa-oligo y poliglucédsidos en
alimentos.

3.3. GLUCOSA-ISOMERASA.

Origen: Bacteriano (Streptomyces, Aerobacter, Lactobacillus) .

Accion: Cataliza la isomerizacién de glucosa en fructosa.

Aplicacion: Como se trata de una reaccién reversible, la transformacién no
es cuantitativa, resultando a partir de la glucosa, un azicar invertido,‘iso-
merosa, es decir, mezcla de fructosa y glucosa. : '

Desdoblando primero el almidén mediante glucoamilasa —eventualmente
inmovilizada—, se puede transformar la glucosa resultante mediante la glu-
cosa-isomerasa para lograr jarabes de alto poder edulcorante a partir de al-
midén de maijz o de papa (16).

3.4. CELULASAS.

Origen: Fungico (Trichoderma reesei y T. viride, Aspergillus flavus) .

Accion: Se trata de un complejo de por lo menos 3 enzimas, que en con-
junto son capaces de desdoblar la celulosa hasta glucosa.

pH optimo: 2-7.

Aplicacion: Se prevé su uso para la elaboracién futura de glucosa y pro-
ductos azucarados a partir de residuos celuldsicos -de bajo costo y abundan-
te disponibilidad, como lo son muchos desperdicios de ciudades y desechos
industriales. Debido a la presencia de sustancias acompafiantes en estos re-
siduos con accién inhibidora sobre la hidrélisis de la. celulosa, como las lig-
ninas, puede ser necesario un pretratamiento de la celulosa (15, 16).

4.  ENZIMAS QUE SE APLICAN EN LA INDUSTRIA DE LA CARNE
Y DERIVADOS. '

4.1. PapraiNA.

Se obtiene por purificacién del zumo lechoso (litex) coagulado, prove-
niente de ligeras incisiones longitudinales que se practican en la superficie
de los frutos bien desarrollados, pero aun no maduros de la papaya (Cauca

papaya) .
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4.2. BROMELINA.

Se obtiene por precipitacién con acetona del jugo resultante de la’ pre-
sién de los tallos recién brotados de la Bromeliicea, la pifia (Ananas como-
sus, sativa).

4.3. FiciNa.

Se obtiene del litex coagulado proveniente de cortes o incisiones practi-
cados en los brotes de los tallos de la higuera (Ficus sp.).

Se puede purificar la ficina por precipitacién con acetona o etanol, redi-
solucién en agua, nueva precipitacion con acetona Yy desecacién al vacio;
con un rendimiento de unos 11-12 g de polvo a partir de 100 ml de litex (22).

44. PROTEASAS MICROBIANAS.

Se obtienen por cultivos de cepas seleccionadas de hongos (Aspergillus
oryzae) o bacterias (Bacillus subtilis).

Accion: Todas estas proteasas hidrolizan gran numero de proteinas di-
ferentes a través de polipéptidos hasta aminodcidos; también desdoblan ami-
das vy ésteres de aminodcidos.

pH optimo: 48 (vegetal); 2-10 (ftngico); 6-2 (bacteriano) .

Aplicacién: Durante el proceso de maduracién de la carne que sigue al
de rigidez cadavérica, las transformaciones autoliticas, causadas por sus enzi-
mas proteoliticas (catepsinas) suministran a la carne una textura blanda,
jugosa, masticable, de sabor agradable y apta para la coccién y digestién (41).
Como esta maduracién natural suele ser prolongada (12 dias), se puede ace-
lerar artificialmente mediante la adicién de proteasas extrafias para asi au-
mentar la ternura de la carne (meat tenderizer). Al atacar por proteolisis las
fibras musculares y/o los componentes del tejido conectivo (coldgeno, elas-
tina, actomiosina) se logra un relajamiento de los enlaces peptidicos de las
proteinas y con ello el ablandamiento de la carne. :

Siendo la papaina la enzima mis usada para estos fines, existen también
preparados a base de mezclas de proteasas de origen tanto vegetal como tam-
bién fungico y bacteriano que serfan atn mds eficaces.

Estos ablandadores de la carne se pueden aplicar por pulverizacidn, en la
superficie, con preparados enzimdticos secos, como, p. €j., una mezcla de
889, de sal de comer (como sustancia portadora); 4,59, de almidén (para
hacerla més espolvoreable) ; 4,59, de papaina al 1:350, 2%, de citrato de so-
dio cristalizado y 19, de glutamato de sodio, extracto de carne y condimen-
tos. También suelen agregarse polifosfato, glutatién o cisteina y dcido as-
coérbico como estabilizadores.

La aplicacién puede efectuarse también por inmersion o por ' dispersion
(spray) con soluciones acuosas o hidroalcohdlicas de 2 a 5%, de la enzima.
Después de 30 minutos y hasta un méximo de 3 horas a la temperatura or-
dinaria debe procederse a la preparacién culinaria de la carne, como la coc-
cién y el asado répido (bisteques, escalopas) para evitar que la superficie se
vuelva pegajosa. En el caso de carne destinada a ser congelada, se sumergen
los trozos en soluciéni de papaina, adicionada eventualmente de 4cido lic-
tico y sal de comer, y después de 20 a 30 minutos se congela.

Las proteasas, como la papaina, pueden aplicarse también premortem por
inyeccién en la vena yugular hasta 30 minutos antes de la matanza, con el
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objeto de aprovechar la distribucién homogénea de la enzima por efecto de
la circulacién sanguinea, aunque suelen producirse hemorragias o edemas en
érganos internos del animal vivo. Esto puede evitarse por tratamiento previo
de la papaina o ficina con 4lcali (pH 11-12), lo que las inactiva en forma
reversible. A veces se han observado también reacciones defensivas en el or-
ganismo -del -animal vivo que inactivan la enzima inyectada. Este inconve-
niente no se presentard al hacer la inyeccién postmortem, después de la ma-
tanza, en la arteria del animal desangrado, pero atn caliente (10).

También se ha propuesto inyectar premortem compuestos azufrados como
metionina, cisteina, glutatién o sales inorgdnicas azufradas, que serfan capa-
ces de aumentar la actividad de las proteasas naturales del tejido muscular
de la carne, las cuales desdoblarian entonces las fibras musculares con efecto
de tenderizacién de la carne (72).

En la carne liofilizada la aplicacién de estas proteasas tiene el efecto de
facilitar la rehidratacién, al aumentar, por la protedlisis, la capacidad de fi-
jacién de agua.

%

45. También en los pescados tiene lugar, después de la pesca, una cier-
ta maduracién natural que influye en su sabor y textura. Como en la pro-
tedlisis de esta maduracién intervienen, fuera de las enzimas del tejido mus-
cular (catepsinas), también otras de origen gastrointestinal, éstas no podrdn
actuar si el pescado es eviscerado antes del salado, p. ej., en la preparacién
de preservas. En estos casos una adicién de proteasas fingicas al liquido del
curado de los trozos fileteados puede ser 1til, como también en la elabora-
cién de condensados solubles de pescado.

Si ya se desea una hidrélisis mds intensa, como sucede en la preparacion
de hidrolizados proteicos, de valor condimenticio a base de pescado, cerea-
les, soya o proteinas licteas, el uso de proteasas vegetales, animales (pepsi-
na) o microbianas presenta ventajas sobre el sistema cldsico de hidrélisis en
medio 4cido bajo presién, pues no produce la destruccién de ciertos amino-
acidos como el triptéfano, ni su racemizacién (10).

5. APLICACION DE ENZIMAS EN LA INDUSTRIA LECHERA.

Es en la queseria donde la aplicacién de enzimas asume el mayor interés
en esta industria. '

5.1. RENINA, QuiMosiNA O FErRMENTO LaAB.

Origen: Por maceracion de trozos de estémagos de terneros (alimenta-
dos s6lo con leche) en agua salada se obtiene el llamado cuajo, cuyo prin-
cipio activo es la enzima y que se expende en forma de un extracto liquido o
polvo seco, con sal. Si los terneros reciben fuera de leche también otro fo-
rraje, se va formando pepsina, la cual constituye en el animal adulto la pro-
teasa mds activa del estémago. :

Accidn: Determina la coagulacién de la leche en presencia de sales de
calcio, para la formacién- de la “cuajada” en la elaboracién de quesos. La
renina actiia sobre la fraccién kappa-caseina de la leche con liberacién de
varios péptidos.
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Al realizar su accién proteolitica, se destruye €l efecto de coloide protec-
tor de la micela de caseina, causando su floculacién. Acidez, tiempo y tem-
peratura en este proceso influyen significativamente en las caracteristicas
posteriores del queso resultante..

pH dptimo: 6-7.

'Se ha preparado también renina a partir de estémagos de aves por su in-
mersién en solucién de sal, a pH 4 (72).

5.2. ENZIMAS COAGULANTES DE ORIGEN MICROBIANO.

Debido a la mayor demanda mundial de carne como alimento, no resulta
actualmente muy econémico matar terneros aun no destetados para obtener
el cuajo. Fuera de la pepsina, a veces en mezcla con la renina, se estin apli-
cando en queserfa, cada vez en mayor escala, enzimas coagulantes de origen
microbiano. De aplicacién ya industrial son las de la Endothia parasitica,
Mucor pusillus L. y Mucor michei, cuya enzima es la renilasa; éstas se ca-
racterizan por tener poca actividad de proteasa. Esto es importante para evi-
tar la formacién de péptidos de sabor amargo durante la maduracién poste-
rior del queso (16, 41).

5.3. ENZIMAS AUXILIARES DE LA MADURACION DE QUESOS.

Para abreviar‘el proceso de maduracién y mejorar la calidad de los que-
sos se recurre a la aplicacién adicional de lipasas de origen vacuno, ovino,
caprino o fingico y de proteasd de Streptomyces, por ej., en quesos Gouda. En
la elaboracién de algunos tipos de quesos la adicién de lipasa se hace a la
leche de partida ya pasteurizada, junto al cuajo, pues la pasteurizacién la
inactiva (es inhibida a 57°C por 30 minutos); por otra parte, la lipasa par-
ticipa también en el aroma de queso, crema y mantequilla. ‘ ‘

Un ejemplo de la accién de un microorganismo en la maduracién de que-
sos es la adicién de un cultivo de Penicillium camemberti como fuente de
una proteasa extracelular, la cual, al hidrolizar lentamente las proteinas del
queso Camembert, produce la textura suave y mantecosa que lo caracteriza.
En cambio, el Penicillium roqueforti es responsable de la formacién de vetas
de color verde-azulado y de metilcetona, caracteristicas de los quesos Roque-
fort, Gorgonzola y Stilton. Proteasas de Streptomyces se usan para acortar la
maduracion del queso Gouda, y de Aspergillus flavus para mejorar los ca-
racteres sensoriales del.queso Cheddar (10). Para mejorar la textura y aro-
ma del queso Cheddar se suele agregar también un cultivo de Streptococcus
diacetilactis, pero debe agregarse sélo en pequefa cantidad a la cuajada, pa-
ra evitar un hinchamiento del queso por desprendimiento de CO: (72).

5.4. LAcCTASA.

Origen: Levaduras (Saccharomyces lactis, S. fragilis, Torula cremoris)
y Fungico (Aspergillus niger, Streptomyces coelicor, mds termorresistente) .

Aecion: Cataliza la hidrélisis de la lactosa en glucosa y galactosa, desde
los extremos de los restos de galactosa; siendo los dos monosaciridos resul-
tantes mds dulces y mdas facilmente asimilables..

pH optimo: 4-7. :

Aplicaciones: Como la lactosa es de menor solubilidad que los otros
azucares, tiene tendencia a cristalizar en concentrados de leche vy de suero
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licteo. Esta cristalizacién va acompafada de una desestabilizacién del com:-
plejo de caseinato de calcio, lo que conduce ficilmente er el almacenamiento
frio de leches condensadas, helados de leche y de crema y concentrados de
suero lacteo a floculaciones, con formacién de sedimentos granulosos o are-
nosos. Esto se puede evitar —obteniendo productos suaveés al paladar— si se
hidroliza por lo menos el 209, y hasta l.50%, de la lactosa presente median-
te la adicién de lactasa. En condensados lécteos que se elaboran con adicién
de sacarosa conviene agregar ésta sélo después de su tratamiento con lactasa,
pues la presencia de sacarosa retarda considerablemente la velocidad de hi-
drélisis por la lactasa.

Otra aplicacién tecnoldgica de la lactasa es en la elaboracion de leches
delactosadas, destinadas a la alimentacién infantil y de adultos que presen-
tan una intolerancia a la lactosa por déficit de su lactasa intestinal.

6. APLICACION DE ENZIMAS EN LA INDUSTRIA DE DERIVADOS
DE FRUTAS Y HORTALIZAS.

6.1. PECTINO-ESTERASA (P.E.) O PECTINO-METIL-ESTERASA.

Origen: Es producida por hongos (Aspergillus niger, Fusarium oxyspo-
rum), levaduras, bacterias y algunos Vegetales como tomates, cebollas y
frutas citricas.

Accion: Produce la hidrélisis de la pectina, formando acido pcctlco o
poligalacturénico y metanol, al actuar de preferencia sobre los enlaces me-
tilicos, vecinos de grupos carboxilicos libres (15). Como estas enzimas son las
causantes de la pérdida de las caracteristicas de turbidez de algunos jugos
y néctares, deben inactivarse por el calor. Asi sucede con el jugo de tomate,
rico en esta enzima, la cual debe inactivarse antes de exprimir el jugo, por
calentamiento del tomate a 80°C por 45 seg. para asi conservar el cuerpo
o textura del concentrado. Como estabilizadores de turbidez de jugos o néc-
tares de frutos citricos suele agregarse a la vez pectinasa y una proteasa ve-
getal (papaina, bromelina), la cual contribuye a aumentar el desdoblamien--
to del pectato.de calcio.

Aplicaciones: En cambio, una adicibn de preparados a base de per-
tino-esterasas, muchas veces en mezcla con celulasas y pectinasa (0,05-0.5
g/ llamados “enzimas filtrantes o clarificantes”, al degradar las sustan-
cias pécticas, permite realizar filtraciones rdpidas para obtener ]ugos claros,
sin obstruir los .poros del filtro y evitando a la vez cambios de los jugos por
fenémenos de oxidacién en las filtraciones lentas. Este proceso de clarifica-
cién se realiza generalmente en diversas fases: a) reduccién de la viscosidad,
pero sin cambio de opalescenc1a, b) floculacién o decantacién y disminucién
de la opalescencia, y ¢) eliminacién de la pectina y obtencién rapida de un
filtrado claro. .

También se aplica una adicién de esta enzima con el objeto de lograr un
mayor rendimiento en jugo a partir de algunas frutas que no se pueden
prensar con facilidad, quedando retenida una cantidad apreciable de jugo.
Asi sucede en las uvas para obtener el mosto, lo que trae, ademds, como ven-
taja, que los vinos resultantes adquieren mejor aroma, al haberse degradado
las sustancias pectlcas, también aumenta la extraccién del colorante de
la uva.
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En cambio, la antocianasa de diversos hongos puede disminuir la excesiva
intensidad de coloracién natural de productos como vinos, mermeladas y ja-
leas de algunas frutas. '

6.2. PectiNasa, POLIGALAGTURONIDASA (PG) © PECTINO-DEPOLIMERASA

.Origen: Fungico (Aspergillus, Penicillium chrysogenum) vy bacteriano (Ba-
cillus) .

Accion: Desdoblamiento hidrolitico de los enlaces glucosidicos de  las
cadenas de pectina o del 4cido péctico a oligourénidos o a 4cido galacturé-
nico monoémero (con reduccién rdpida de la viscosidad).

pH dptimo: 3-6 (fingica) y 5-8 (bacteriana).

‘Aplicacidn: Se usa en el procesamiento de frutas y. hortalizas para pre-
parar jugos. y néctares, formando también parte de las ya mencionadas “en-
zimas clarificantes”, junto a la pectino-esterasa. También se emplea para la
maceracién de tejidos vegetales con el objeto de obtener aromas (16).

Por otra parte, en la fermentacién himeda de las semillas dé café la adi-
cién ex profeso de preparados de pectinasa proveniente de levadura, permi-
te reducir a aproximadamente la décima parte el tiempo de fermentacién
previa del café para lograr la separacién final de las particulas de pericar-
pio aun adheridas a las semillas (41).

6.3. ENzIMAS DEL AROMA O FLAVORASAS.

Origen: Se trata de un gran grupo de enzimas individuales o en miezcla
que participan en el aroma y sabor (flavor) de alimentos vegetales. La cro-
matograffa gaseosa en combinacién con la espectrometria de masa y la re-
sonancia magnética nuclear han permitido dilucidar los complejos procesos
de la formacién de las sustancias aromiticas, en su mayoria voldtiles, de mu-
chas frutas y hortalizas. Se trata de los productos intermedios o finales de
procesos metabdlicos de biosintesis a partir de precursores, frecuentemente no
voldtiles y sin olor y sabor.

Accion: En muchos procesos de .conservacién de frutas y hortalizas, es-
tas enzimas, responsables de aroma y sabor, se destruyen y hay pérdida de
estos caracteres naturales del producto. Pero como los procesos térmicos no
destruyen generalmente los precursores, cabe la.posibilidad de una regene-
racién y atn a veces intensificacién de los aromas propios del alimento por
adicién posterior de un concentrado enzimitico obtenido del vegetal fresco,
antes del consumo del producto. Se acelera la formacién de aroma si se pro-
duce el contacto intimo de los componentes del tejido con las enzimas, co-
mo ser, al desmenuzar o moler el material. Es asi que, p. €j., en el ajo y la
cebolla, el precursor, la aliina, forma por accién de la enzima: aliinasa, la
aliicina, de fuerte sabor picante; ésta se pierde en la desecacion, pero al agre-
gar un extracto enzimdtico de material fresco al precursor se regemera el
aroma primitivo (33).

Extractos enzimditicos obtenidos a partir de mostaza y repollo han sido
utilizados para mejorar el atoma de berros y otras . verduras, mientras que
la aplicacién de preparados enzimaticos extrafios al producto, como celula-
sa, glucosidasa o alcohol-dehidrogenasa (p. ej., para frambuesas y frejoles),
se encuentra atin en estudio.

6.4. También es posible la aplicacién de enzimas para la correccion del
sabor de ciertas frutas y derivados. El caso més conocido es la eliminacién
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del desagradable sabor amargo de algunos frutos citricos, especialmente si se
procesan con sus semillas, como pomelos, naranjas y limones. Dicho sabor se
debe al flavanona-diglucgsido, la narangina, en la cual el enlace entre los
dos glucidos constituyentes, la L-ramnosa y la D-glucosa, es tan esencial para
€l sabor que es desdoblable por la enzima, naranginasa, de origen vegetal o
microbiano (Aspergillus o Coniothyrium. diplodiella) . Esta via enzimdtica
a pH 3,5-5 y unos 60°C es mucho mds efectiva que la eliminacién de la na-

rangina por una hidrélisis 4cida o una adsorcién por carbén activo (10,
41, 42).

6.5. GLUCOSA-OXIDASA.

Como se describe en Enzimas de accién multiple (véase pag. 60), los da-
fios que puede causar en derivados de frutas y de hortalizas la presencia de
oxigeno se pueden evitar por la adicién de esta enzima; acompafiada, eso si,
de catalasa para impedir la destruccion de aromas y de pigmentos antocia-
nicos por el peréxido libre que forma la glucosa-oxidasa. Légicamente, la
adicién debe hacerse una vez enfriado el producto después de su procesa-
miento térmico (pasteurizacién o esterilizacién) . Existen también preparados
enziméticos, recubiertos de una envoltura resistente al calor y la acidez, que
acttan sélo después del enfriamiento rapido. En néctares y jugos pulposos es
importante que los preparados enzimdticos que se apliquen estén exentos de
celulasas y pectinasas (que desdoblan las cadenas glucosidicas del 4cido po-
ligalacturénico en la pectina) para evitar el desdoblamiento de los coloides
protectores que estabilizan la turbidez. '

7. APLICACION DE ENZIMAS EN LA INDUSTRIA CERVECERA.

Aunque la mds antigua reglamentacion alemana de ali-
mentos, dictada en 1516 por el Archiduque Guillermo IV
de Baviera sobre “la pureza de la cerveza”, aun. vigente en
Alemania, no permite mds que el uso de malta, hoblon,
levadura y agua para su elaboracion, las enzimas no son
consideradas como aditivos segin la actual legislacion ale-
mang.

7.1. La preparacién de la malta o cebada germinada (la cual constituye
junto con el hoblén o lipulo, la levadura y el agua, las materias primas para
Ja elaboracién de esta bebida) tiene por objeto lograr por la germinacion la
transformacién de los componentes proteicos y amiliceos insolubles de Ia
cebada en otros tantos solubles, de desdoblamiento, los cuales pasardn pos-
teriormente al caldo de fermentacién. Mientras que esto sucede en la malta
verde por la actividad ejercida por las proteasas y amilasas propias del ce-
real durante la germinaci(')n de la malta y la posterior incorporacién de agua,
resulta conveniente una suplementacién enzimdtica con alfa-amilasa, gluco-
amilasa y proteasas de origen vegetal o microbiano (véase aplicacién- de en-
zimas en molinerfa y panaderia), en caso que la malta se adicione desde un
principio (por razones econémicas) de cierta proporcién de cereal (cebada,
maiz o trigo) no germinado.
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7.2.  Por otra parte, puede aplicarse junto con alfa-amilasa y proteasas, la
Glucanasa, enzima proveniente del Bacillus subtilis, para descomponer glu-
cano, sustancia gomosa de la cebada.

7.3. Otra aplicacidén importante de proteasas vegetales o microbianas tie-
ne lugar en la cerveza ya terminada, susceptible de experimentar enturbia-
mientos de origen no bioldgico, que le pueden comunicar un aspecto desa-
gradable. Los factores causantes de estos enturbiamientos son el oxigeno, la
luz, el calor, trazas metalicas y, especialmente, la presencia de proteinas de
alto peso molecular, provenientes va sea de la cebada o de la levadura. Es-
tas proteinas coagulan por influencia del oxigeno y también de los taninos
y carbohidratos existentes, especialmente después del almacenamiento en frio
de la cerveza ya terminada.

Mediante la adicién de proteasas como la papaina, estas proteinas se
desdoblan en sus componentes hidrosolubles (péptidos hasta aminodcidos),
que ya no causan precipitaciones o enturbiamientos. Para este objeto se pue-
den mezclar directamente 2-4 ml de Auxillasa liquida (un concentrado nor-
malizado de papaina de Merck) por hectélitro de cerveza, después de su fil-
tracién, al trasegarla al estanque de presién y dejandola actuar algunos dias,
hasta una semana. Como la enzima mantiene su accién después de la pasteu-
rizacion (62°C por 20 min.) y del llenado de las botellas, la cerveza se es-
tabiliza asi durante un largo tiempo, volviéndose menos susceptible a la agi-
tacion y al frio y'sin ser afectados su sabor, pH y espuma (16, 41).

Para lograr este mismo efecto se suele recurrir también a preparados en-
zimaticos a base de proteasas de origen fungico (Aspelglllus) a veces unidos
a un tratamiento sinérgico con tanino  (72).

74. En cuanto a los enturbiamientos vy .floculaciones de origen bioldgico,
éstos son causados por la presencia de levaduras y otros gérmenes aerobios
en la cerveza. En estos casos la adicién, antes de la pasteurizacién, de glu-
cosa-oxidasa (véase ésta) asociada a catalasa permite eliminar el oxigeno ne-
cesario para la actividad de estos microorganismos. De esta manera es posible
mejorar el sabor y la estabilidad de la cerveza frente a este fenémeno y tam-
bién frente a una posible contaminacién metdlica de las cervezas enlata-
das (50). <

Para estos fines suele usarse tamblen la mezcla-de 5 mg/l de glucosa-oxi-
dasa y 25 mg/l de metabisulfito de sodlo (Na2§20s) .

7.5. También puede recurrirse a una adicién de glucoamilasa (véase és-
ta) a la cerveza para mejorar su estabilidad y lograr a la vez un desdobla-
miento mayor de las dextrinas (10). :

8. [ENZIMAS DE APLICACION MULTIPLE EN LA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS.

8.1. GLUCOSA-OXIDASA.

Origen: Fingico (Aspergillus niger, Penicillium vitale y notatum).

Acciones: Oxidacién de glucosa por Oz a Dglucono -deita-lactona, la cual
es hidrolizada por la lactonasa (presente en la mayoria de los preparados en-
zimaticos de glucosa-oxidasa) a dcido glucénico y peréxido de hidrégeno:
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glucosa-oxidasa

CsH1206 + 02 + H.0 > GsHi1207 + H:0:

Si a la vez estd presente o se agrega catalasa, los productos finales son 4cido
glucdnico, agua y oxigeno.
pH dptimo: 3-7.

Aplicaciones: En jugos y otros derivados de frutas y verduras, vinos y
cervezas, la glucosa-oxidasa (10-30 mg/1) en mezcla con.catalasa permite elimi-
nar el oxigeno, causante de cambios de color, pérdidas de aroma y de vitamina
C y de turbideces y floculaciones debidas a microorganismos aerobios.

Por su adicién a conservas y bebidas enlatadas se puede reducir también
la migracién de metales a su contenido, al disminuir fenémenos de corrosion,
Si el producto no contiene suficiente glucosa es conveniente agregar un 0,19.

La mezcla de ambas enzimas puede usarse también para la proteccidén super-
ficial contra la oxidacién por impregnacién del material de empaque de que-
s0s, carnes y alimentos deshidratados. ‘

También se puede aplicar la glucosa-oxidasa en mezcla con glucosa y
con un tampén para neutralizar el 4cido glucénico que se va formando. Al
colocar una bolsita impermeable al agua, pero permeable al oxigeno con
esta mezcla, dentro del envase del producto, el oxigeno de la atmdsfera del
envase es rdpidamente captado; protegiendo de este modo productos deshi-

dratados con alto contenido de grasa y otros componentes sensibles a la oxi-
dacién. i

Por otra parte, se usan también estas dos enzimas en la desecacidn de
clara y huevo entero (unos 120 mg/kg) para eliminar los indicios de glu-
cosa, que contienen; lo que causa pardeamiento segin Maillard; con cam-
bios de color, sabor y olor. A la vez aumenta la estabilidad y el poder espu-
mante por batido de la clara. A menudo conviene agregar peroxido de hi-
drégeno, necesario para el Oz de la reaccién (a pH7 y 30°C) (50).

En el caso de que la clara de huevo esté acompaifiada de un poco de yema,
tan rica en grasa, puede suceder que ésta impida la formacién de espuma, evi-
tando el debido esponjamiento. En este caso la adicién de otra enzima, la
lipasa (proveniente del ricino) desdobla la grasa, permitiendo asi una ma-
yor incorporacién de aire y formando mds espuma.

8.2. CatarLasa o HIDROGENO-PEROXIDO-OXIDO-REDUCTASA.

Origen: Fingico (Aspergillus niger), bacteriano (Micrococcus sp.) y ani-
mal (higado, eritrocitos de origen vacuno y porcino). :

Accion: Cataliza el desdoblamiento de peréxido de hidrégeno en agua vy
oxigeno. ‘

pH optimo: 4-9.

Aplicaciones: Preparados enzimaticos que contienen glucosa-oxidasa jun-
to con catalasa se emplean (fuera de los usos recién mencionados) como anti-
oxidantes de productos liquidos y pastosos, como mantequilla, mayonesa y gra-
sa animal, eventualmente con adicién de glucosa - (0,5%) . Aqui debe evitar-
se que el lipido tenga exceso de acidez, la cual puede inactivar la catalasa.
Suelen aplicarse del preparado enzimdtico 20-25 mg/kg. .

En la elaboracién de vinos la adicién de ambas enzimas (mds 0,19, de
glucosa) impide el crecimiento de microorganismos aerobios y la formacién
de exceso de acidez vol4til. Sin embargo, debe evitarse la inhibicién de la
catalasa por el pH 4cido del vino (su inactivacién se produce a pH de 3-3,5),
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CUADRO RESUMEN DE ALGUNAS APLICACIONES INDUSTRIALES
DE ENZIMAS }MICROBIANAS, SEGUN REED (3)

Preparacion  Tipo de ~ Usos tipicos Nivel mdximo
enzimdtica enzima en ppm (sin
a base de: diluyente)

Bacillus Carbohi- Panificacién-Molineria, Cereales pre-

subtilis drasa cocidos (para mejorarlos por mo-

dificacién de su almidon) 500
Fermentaciéon de cerveza 100
Jarabe de chocolate (control de vis-
cosidad) 100
Proteasa Cerveza (mantencién de transpa-
rencia) 10
Galletas (modificar la masa) 40
Hidrolizados proteicos 500
Pescado (curado de filetes y conden-
sados solubles) 1000
Aspergillus Carbohi- Jarabes hidrolizados de almidén 250
oryzae drasa Sacarificacion de desechos de desti-
lacién (produccién de alcohol) 1000
Cerveza (eliminacién de almidén) 10
Jugos de fruta (clarificacion) 400
Jarabe de chocolate (control de vis-
: cosidad) 200
Carbohi-
drasa y Panificacién y galleteria (modifica-
Proteasa cién de masa) 50
Proteasa Ablandadora de carne 500
Aspergillus Carbohi- Sacarificacién de restos de destileria
niger drasa (prod. de alcohol)
Celulasa Concentrado liquido de café (con-
trol de viscosidad) : 100
Glucosa- Huevo seco (eliminacién de gluco-
‘oxidasa s2) 750
y Catalasa Derivados de frutas y hortalizas, vi-
nos y cervezas (eliminacién de oxige-
no) ' 10
" Pectinasa Jugos de fruta y vinos (produccién -
Pectinest. y clarificacién) 200
Lipasa Queso (produccién de aroma y sa-
o bor) ‘ 100
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ues entonces quedarfa H2O: sin descomponerse, causando ‘cambios desagra-
«ables de color y/o sabor.

La catalasa sola tiene también aplicacién para eliminar exceso de agua
oxigenada de alimentos (por ej., de leche) y para la produccién de oxigeno, a
partir de agua oxigenada en la preparacién de bafios de oxigeno (43).

8.5. Lirasas:

Origen: Animal (pancredtica), vegetal (semillas de soya, ricino, algodén
y cereales como trigo y maiz) y fungico (Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Can-
dida). En la leche hay una lipasa naturalmente activa, adsorbida en los
globulos grasos y otra lipasa que se activa por tratamiento mecdnico (agita-
cién, homogeneizacién).

Accion: Cataliza la hidrélisis de triglicéridos a diglicéridos, monoglicéridos
y 4cidos grasos, mas glicerina, liberando de preferencia los 4cidos grasos de
las posiciones 1 y 3 de los glicéridos.

Rangos de pH: 89 (animal), 4-5 (vegetal) y 29 (fungica).

Aplicaciones: Se usa en el desdoblamiento de lipidos, en la produccién
de aroma de quesos (véase Aplicacién de enzimas en la industria lechera),
crema, mantequilla, margarina y productos de chocolateria. También se usa
en el desgrasado de proteina.

9. COSTOS:DE ENZIMAS EN TECNOLOGIA DE ALIMENTOS.

No es dificil determinar el costo de las enzimas para aplicaciones especifi-
cas, pero deben considerarse los gastos de mano de obra, de energia y de
capitales. E] costo de las enzimas estara sujeto a cambios, y particularmente el
costo de importacién, por ej., de la proteinasa vegetal, puede variar mucho
de un afio a otro. La correlacién entre la actividad de una enzima particular
y la transaccién comercial es a menudo baja; sin embargo, no se ha inten-
tado hasta la fecha indicar el valor de las enzimas en funcién de peso o de
unidades de actividad enzimitica. En su lugar Reed (3) ha dado algunas

estimaciones de costos aproximados para ciertas enzimas, correspondientes al
afio 1966. :

9.1. JUuGO DE MANZANA, OTROS JUGOS DE FRUTAS Y VINO.

El costo para clarificar 100 galones de jugo de fruta o de vino es de al-
rededor de 10-20 ¢ (¢ = centavos de délar). Este valor es probablemente
menos significativo que los gastos que se producen por los accesorios de filtro,

la filtracién misma, o que las diferencias del rendimiento en el producto
final.

9.2. CERVEZA.

El costo de las enzimas en la fabricacién de cerveza tendientes a evitar la
congelacién de ella es de 2-4 ¢ por barril de cerveza. Ya que la accién de la
enzima se realiza durante el tratamiento normal de la cerveza en las cubas de
almacenamiento, no hay otros gastos adicionales en su procesamiento.

9.3. QuEso.

En la produccién de queso, por ej., de la marca Cheddar, el valor del cuajo
liquido es de 20 ¢ por 1.000 galones de leche procesada. El valor de las es-
‘terasas pregastricas para la produccién de algin sabor pronunciado en algu-
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nas variedades de queso italiano (Romano, Provolone) es de 20 ¢ por 1.000
galones de leche para la enzima de ternera y 40 ¢ para la enzima de cabrito.
Las enzimas acttan durante la maduracién del queso, de modo que no hay
gasto adicional por procesamiento o por equipo.

9.4. CARNE.

El valor de las enzimas para ablandar las carnes por inyeccién de la enzi-
ma antes de la muerte, es pequefio, comparado con otros métodos. El valor
de la enzima para ablandar 100 libras de carne puede ser del orden de 0,5
a 2 ¢. El uso culinario de polvos ablandadores es més caro, a causa del dilu-
yente, del envase y de su distribucién.

9.5. PAN Y HARINA.

Agregar enzima proteolitica a la masa de pan tiene un costo de 2,5 ¢ por
cada 100 libras de harina empleada. Esto incluye, también, el gasto del di-
luyente o el costo de tabletear. Aunque el uso de la enzima reduce notable-
mente el tiempo de amasijo, hay un real ahorro en la energia requerida en
las mezcladoras de masa.

El gasto que significa agregar alfa-amilasa de origen fingico a la harina es
de 0,5 a 10 ¢ por cada 100 libras de harina (para la suplementacién en el
molino) . : :

9.6. GLUCOSA.

El costo de la enzima para convertir 100 libras de almidén de maiz (del al-
midén mismo o de harina de maiz) en glucosa es de 40-60 ¢. Este es un
porcentaje sustancial del valor que tiene al final la glucosa.

La comparacién de costos entre el proceso enzimdatico y el proceso hidroli-
tico mediante icido, debe considerar muchas variables. Entre ellas se pue-
den mencionar; costo del agente de conversién;-acido versus enzima; valor
del equipo (equipo resistente a la corrosién, equipo prensador, tamafio de
los equipos); rendimiento de glucosa; periodo de hidrdlisis; valor del li-
quido madre después de la cristalizacién de la glucosa.

En las plantas productoras de’ glucosa, el costo de las enzimas es aprecia-
blemente mis bajo, su valor es de 40 ¢ por 100 libras de almidén. si estdn
capacitadas para producir su propia enzima (3).
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VIII

DESCRIPCION DE TECNICAS DE
ANALISIS DE ENZIMAS EN ALIMENTOS

1. APLICACIONES ANALITICAS DE LAS ENZIMAS.

Los métodos analiticos enzimaticos juegan hoy dia un rol muy importante
en el analisis de alimentos. Ellos permiten la rdpida y segura determinacion
de numerosos compuestos de los alimentos en el laboratorio, incluyendo pro-
blemas analiticos que son extremadamente dificiles, si no imposibles, para
ser determinados por métodos convencionales. Los requerimientos bdsicos para
el éxito y seguridad en los ensayos enzimdticos estdn en los reactivos y condi-
ciones de trabajo. :

Desde el punto, de vista anal__itico, la valoracién de la actividad enzimitica
en los alimentos puede aplicarse para diferentes fines:

a) Como indicador del estado higiénico y de conservacién de un alimento
al determinar la actividad de alguna enzima producida por microorganisinos,
por ej., la prueba de la reductasa y catalasa en leche y jugos;

b) para controlar tratamientos tecnolégicos en alimentos que han sido
sometidos a altas o bajas temperaturas, como en el caso de la fosfatasa, pero-
xidasa y aldehido-reductasa, que se usan para el control de pasteurizacién vy
esterilizacién de leche y de la prueba de la ureasa residual en soya, para
demostrar la destruccién total de sus componentes antibiolégicos. En el pro-
ceso ‘de ‘“blanching, blanqueado o escaldado”, el test de peroxidasa es fun-
damental. ,

Medidas continuas de actividades enzimdticas durante el tratamiento, el al-
macenamiento y en los procesos enzimiticos de maduracién pueden >umi-
nistrar importantes informaciones sobre fenémenos biodindmicos que ocu-
rren en los alimentos;

¢) para determinar mediante enzimas puras algunos componentes de ali-
mentos, a veces dificiles de valorar por métodos exclusivamente quimicos.
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Ejemplos son la determinacién de glucosa en la miel por su oxidacion espe-
cifica mediante la glucosa-oxidasa y la determinacién de dcidos orgdnicos
como el lictico y el madlico con enzimas especificas: la lactato- y la malato-
dehidrogenasa.

También se han elaborado técnicas de andlisis enzimdticos para la deter-
minacién analitica especifica de 4cido citrico, 4cido glutdmico, dcido pirdvi-
co, 4cido glucénico y glucono-delta-lactona, colesterol, sorbitol y diferentes
glticidos en alimentos (58);

d) para determinar la naturaleza y concentracién de sustancias extrafias
en los alimentos, como antisépticos, antibidticos, pesticidas u otros téxicos.

2. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE PEROXIDASA Y DE
SU REGENERACION.

a) La peroxidasa es una enzima que cataliza la oxidacién de ciertos com-
puestos dadores de hidrégeno, como fenoles (guayacol, pirogalol) y aminas
aromiticas (o-fenilendiamina) por medio de peréxidos (Hz20g). El substrato
oxidable més usado es el guayacol, que es oxidado a un complejo coloreado
de tetraguayacol en presencia de peroxidasa:

OCHa \\ \\

OH

q +hH, 0. +8H.0

(-4

OCHas ~ OCHa

3

La velocidad de formacién del color rojo ladrillo puede ser utilizada como
medida de la actividad enzimatica por lecturas espectrofotométricas de las
absorbancias en relacién con el tiempo.

La peroxidasa presenta como grupo prostético un grupo Hem, cuyo atomo
central de hierro forma complejos con diferentes compuestos, como los cia-
nuros y la hidroxilamina, inhibiéndose su actividad enzimitica.

La actividad enzimatica depende del vegetal (los rdbanos picantes son es-
pecialmente activos), del substrato oxidable que se emplea como reactivo y
del pH y temperatura a que se trabaja.

Como la mayorfa de las enzimas, la peroxidasa puede ser inactivada por el
calor, siendo una de las que.precisa mayor temperatura y mds tiempo para
su inactivacién. Posee, ademds, la propiedad peculiar de la regeneracion enzi-
mdtica. Este fenémeno consiste en que al inactivarla por medio del calor re-
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cupera parcialmente su actividad después de un cierto tiempo. Esto ha sido
explicado, aduciendo que la fraccién proteica de la enzima sufre una desna-
turalizacién sélo parcial, con pérdida de su estructura terciaria, si el calor
se aplica un tiempo muy corto, produciéndose luego una reversién de la pro-
tefna a su estado normal por recombinacién de sus grupos hidrégenos o sulf-
hidrilicos. .

Este efecto del calor sobre la actividad peroxidasica es muy importante
en la industria de alimentos y la regeneracién enzimdtica de la peroxidasa
puede causar serios problemas en los caracteres organolépticos. Se ha demos-
trado en el laboratorio que esta actividad enzimdtica puede detenerse total-
mente, si el calentamiento es suficientemente largo, de manera que sobre 307
la regeneracién es muy débil generalmente.

La investigacién de la peroxidasa ha sido usada para evaluar la eficiencia
del escaldado o blanqueo de verduras y también en el control de pasteuriza-
cién ce la leche. Asi, a la temperatura de pasteurizacién, la lactoperoxidasa
se inactiva, pero se regenera; en cambio, si la leche es sobrecalentada (mds
de 80-85°C) la peroxidasa pierde su actividad en forma definitiva.

b) Procedimiento: Colocar 0,1 ml de guayacol liquido junto con 0,2 ml
de H2O:2 al 0,99, y 4,7 ml de agua en un tubo de ensayo (a). Dentro de un
tubo del espectrofotémetro colocar 1 ml de jugo de expresién de nabo, fil-
trado y diluido (I + 199) y 4 ml de agua (b). Agregar la mezcla de gua-
yacol y agua;oxigenada (a) al tubo del espectrofotémetro y tomar el tiem-
po con cronémetro. Vaciar rapidamente la mezcla al tubo vacio y luego
nuevamente al tubo del espectrofotémetro. Colocar el tubo en el espectro-
fotémetro, previamente estandarizado con agua a 470 nm. Anotar las lec-
turas de absorbancia a 470 nm cada 20 segundos hasta obtener 4 6 5 pun-
tos. Graficar las lecturas de absorbancia contra los tiempos para obtener asi
la graduacién de la reaccién. , ,

¢) Renegeracion: Colocar alrededor de 4 ml del jugo diluido (1 + 199)
en tres diferentes tubos de ensayo. Colocarlos en un bafio hirviente (o calen-
tado al vapor) y sacar el primer tubo después de 30 segundos, el 2° después
de 1 minuto y el 39 después de 2 minutos. Enfriarlos r4pidamente en ‘un
bafio de agua y determinar de inmediato la actividad peroxidasica, como se
ha descrito anteriormente. Después de 1 hora repetir la determinacién de la
actividad en los tres tubos calentados.

2.1. DETERMINACION DE PEROXIDASA EN VEGETALES (59, 60, 61, 62).
Fundamento del método:

El método se basa en la oxidacién del guayacol (incoloro) a tetraguaya-
col (rojo ladrillo). El substrato es el guayacol-peréxido de hidrégeno y la
reaccién es catalizada por la enzima peroxidasa.

Obtencidén del extracto crudo (de arvejas, porotitos verdes) :

Se homogeneiza la muestra (60 a 150 g) en un omni-mixer a velocidad ma-
xima por espacio de 3 minutos, manteniendo la temperatura a 0°C en baiio
de hielo. El extracto se obtiene en tampdn de citrato 0,6 M a pH 4,5 (3 ml
por g de tejido) y mas o menos 1 g de carbonato de calcio.

La centrifugacién se hace en una centrifuga tipo Sorvall a 0°C y a velo-
cidad de 12.000 rpm durante 10 minutos. Algunos autores saturan la mues-
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tra con N, usando un tubo de vidrio corriente. Se filtra el extracto a través
de algoddn, descartando los primeros 10 a 20 ml del filtrado.

Reactivos:

a) Nitrégeno (de cilindro).

b) Citrato tampén (pH' 4,5) preparado de la siguiente forma:

—Disolver 126 g de 4cido citrico en mis o menos 800 ml de agua dest.

—Agregar suficiente sol. de NaOH para llevar el pH a 4,5 (solucién 7,5
N de NaOH). Enrasar a 1.000 ml; la concentracién del citrato es de 0,6 M.
~—Agregar unos ml de tolueno como preservativo, agitar y usarlo diluido
con parte igual de agua dest. Guardar en refrigerador para retardar el desa-
rrollo de hongos.

¢) Solucién de guayacol 0,59, en alcohol de 509%.

d) Agua oxigenada al 0,0859, 6 0,05 N (diluir a un litro con agua dest.,
2,83 ml de agua oxigenada de 309,). Guardar en refrigerador, preferible-
mente en frasco obscuro, y renovarla semanal o mensualmente, dependiendo
de la frecuencia de su uso.

Procedimiento:

En un tubo de ensayo que contiene 20 ml de agua dest., agregar 2 mli del
extracto enzimitico. Agregar 1 ml del reactivo de guayacol, dejindolo escu-
rrir por las parédes del tubo, para formar una capa intermedia.

Se agrega 1 ml de la sol. de agua oxigenada al 0,085%, del mismo modo
que ‘el reactivo anterior.

Se tapa el tubo, se invierte répidamente 2 6 3 veces para mezclar bien y
se coloca en la forma mds ridpida en el tubo del colorimetro Klett-Summer-
son, leyendo a 420 nm. Previamente el aparato debe ajustarse a 0 con agua
dest. a la misma longitud de onda. La medicién periédica de la intensidad
de color desarrollado se hace por triplicado.

La reaccién es lineal en el tiempo hasta los 15 min., considerdndose el me-
jor tiempo los 5 minutos.

La actividad de peroxidasa se expresa como unidades KLETT /mg de pro-
teina por 5 minutos de reaccion.

Determinacion de proteina:

Si se trata de extracto opaco, se recomienda la determinacién por el mé-
todo turbidiméirico (70). Puedén aplicarse también otros métodos de va-
loracién de proteinas.

La enzima mias usada para evaluar el grado de escaldado es la perox1
dasa. Las principales razones para este uso son las siguientes:

—su presencia en cantidad considerable en practicamente todos los ali-
mentos que requieren del proceso de escaldado;

—su estabilidad al calor;

—su actividad puede ser facilmente evaluada también por métodos simples
y répidos, como su extraccién semicuantitativa que es una simplificacién del
método cuantitativo anteériormente sefialado, en que se detecta v1sua1mente
el color a los 8,5 minutos de reaccién. Para ello se miden:

1 ml de sol. de guayacol;

1 ml de sol. de agua oxigenada;

0,1 ml de extracto enzimitico, y

21,9 ml de agua.
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‘Se incuba a 25°C y se va observando el desarrollo o no de- color rojo, me-
dible a 460 nm (61, 62).

2.2. En forma semejante se procede a la determinacién de la LACTOPE-
ROXIDASA para el control de la pasteurizacién, sobrecalentamiento o este-
rilizacién de leche: a 3 ml de leche se agregan 3 ml de solucién de guayacol
al 19, en alcohol de 509, y 3 gotas de agua oxigenada. Dentro de 5 minutos
se produce color rojo o salmén en leche cruda o pasteurizada a baja tempe-
ratura, siendo su limite térmico de 75 a 82°C.

2.3. DETERMINACION DE PEROXIDASA EN ALIMENTOS QUE LA CONTIENEN
EN PEQUENAS CANTIDADES (por ejemplo, en maiz dulce) (75).

Fundamenio:

Este método de valoracién de la enzima peroxidasa se basa en medir el co-
lor desarrollado al reaccionar la enzima sobre la o-fenilendiamina, en pre-
sencia de perdxido de hidrégeno, leyéndose la absorbancia a 430 nm.

Reactivos:

a) Solucion tampén -de pH 6,5 (fosfato-citrato).

Se prepara mezclando 14,2 partes de fosfato disédico 0,2 M y 58 partes de
dcido citrico 0,1 M.

b) Orto-fenilendiamina al 19, (en alcohol al 95%, se debe pxepaxar fres-
ca cada 4 horas). : . : :

c) Agua oxigenada al 0,39.

d) Solucién saturada de bisulfito de sodio.

Procedimiento:

Se pesan aproximadamente 4 g de material fresco y se lleva a 250 ml con
tampdn fosfato-citrato (a) de pH 6,5 y se somete a homogeneizacién en mez-
cladora eléctrica por 3 minutos; 10 ml de este extracto se llevan a 250 ml con
el mismo tampoén.

Una alicuota de 25 ml de la muestra homogeneizada vy dlluxda se transfiere
a una botella centrifuga de 250 ml. Por otra parte, 25 ml de alicuota de cada
muestra se usan para preparar los blancos. Debe mezclarse bien antes de to-
mar las alicuotas, pues parte de la enzima se localiza en las particulas sélidas
que tienden a sedimentar. Las muestras se mantienen en bafio a t° cons-
tante de 25°C por 30 min. :

A continuacién, a la muestra problema se le agrega 1 ml de solucién de
o-fenilendiamina al 19, y 1 ml de H20: al 0,39, dejéndose la mezcla reac-
cionar por 5 minutos. A este tiempo debe detenerse la reaccién agregarido
2 ml de la solucién saturada de bisulfito de sodio.

A los blancos se les agrega la fenilendiamina, luego el bisulfito y, por ul-
timo, el agua oxigenada. La enzima es inhibida por el bisulfito de modo que
ella estd inactivada cuando se agrega el peréxido de hidrégeno.

. Cuando se trata de productos ricos en almidon, es aconsejable precipitarlo,
agregando para ello 25 ml de alcohol de 959; se agita mientras se agrega el
alcohol para lograr una buena floculacién.

Las muestras se centrifugan a 3.000 rpm por 5 minutos. El supernadan-
te se presenta como una solucién clara y se transfiere a un tubo del colori-
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metro. Se lee la absorbancia a 430 nm. El colorimetro se lleva a 1009, de
transmitancia con el correspondiente blanco de cada muestra.

Si se pesan 4 g de material fresco y se obtiene una lectura de 0,5, el re-
sultado se calcula de acuerdo a la siguiente férmula:

0.5
: = 31 U. de absorbancia/g
4 10
—x — x 25
250 250

Cuando se toman cantidades mayores y se hacen diluciones menores, los
valores de U/g se pueden calcular de la misma manera.

2.4. DETERMINACION DE PEROXIDASA EN VEGETALES CONGELADOS (68).
Reactivos estables:

a) Solucién tampdn de fosfato-oxalato 0,1 M, pH 6,0: Disolver 14,2 g de
Na:HPO: (0 26,81 g de Na:HPO: + 7H20) y 12,6 g de H2C204 + 2H:0
en agua y calentar; enfriar, ajustar el pH a 6,0 con hidréxido de sodio 1 N
y diluir a 1 litro.

b) Solucién de dcido oxdlico 1 M: Disolver 126 g de 4cido oxdlico en
agua y diluir a 1 litro. :

©) Solucién de cloruro de sodio al 2%,: Disolver 20 g de NaCl en agua
y diluir a 1 litro. Enfriar a 0°C y mantenerlo a esa temperatura.

Reactivos relativamente inestables:

d) Solucién de agua oxigenada 0,1 N: Diluir 0,58 ml de agua oxigenada
al 309, a 100 ml con agua. Estandarizarla yodométricamente como sigue: a
25 ml de agua oxigenada 0,1 N agregar 10 ml de 4cido sulftrico 4 N, 6 mi
de KI 1 N y 3 gotas de molibdato de amonio 1 N. Titular. con solucién de
tiosulfato de sodio 0,1 N, usando almidén como indicador. Esta solucidén de-
be mantenerse en refrigeracién cuando no se use. Debe prepararse semanal-
mente.

e) Solucién de indo-fenol 0,001 N: Disolver 200 mg de 2,6-diclorofenol-
indofenol o 175 mg de su sal sédica, en agua y diluir a 1 litro. Estandari-
zarla contra tiosulfato de sodio 0,01 N titulando el yodo liberado con 50 ml
del colorante después de adicionar 10 ml de KI 1 N y 10 ml de H2S04 4 N.
Mantener en refrigeracién y prepararla cada semana.

f) Solucién de 4cido ascorbico 0,05 M: Disolver 880 mg de l-dcido as-
cérbico en tampén (a) 0,1 M y diluir a 100 ml. Prepararla fresca todos
los dfas. - '

Preparacion del extracto enzimdtico:

Homogeneizar 50 g de material fresco o congelado en una mezcladora a
alta velocidad con 200 ml de la solucién de cloruro de sodio al 29, fria.
Eliminar las particulas mayores, por filtracién, a través de gasa. Usar esta
solucién dentro. de 30 minutos.

Procedimiento:

En un vaso de 400 ml colocar: 75 ml de tampdn (a), 50 ml del colorante (e),
5 ml de 4cido ascérbico (f) vy suficiente cantidad de agua (para alcanzar un
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total de 250 ml después de adicionar el extracto en ensayo y agua oxigenada).
Calentar a una temperatura de mds o menos 25°C o enfriar en caso de ba-
jarla a la misma temperatura.

Colocar el vaso en un agitador magnético y agitar por 30 segundos, a una
velocidad tal de impedir la penetracién de aire. Agregar a continuacién 1-3 ml
del extracto enzimdtico problema (equivalente a 0,2-0,4 g de tejido) y ri-
pidamente agregar 5 ml de H20:. Poner en funcién el cronémetro inmedia-
tamente después de agregar el agua oxigenada. Continuar mezclando a me-
dida que se agrega el agua oxigenada y hasta que se retire la primera ali-
cuota. )

Dentro de los 15-30 segundos después de agregar el agua oxigenada, me-
dir 25 ml de la mezcla reaccionante con una pipeta de flujo rdapido de tal ma-
nera de poder expulsar el contenido en 5 segundos y hacerlos caer en 5 ml
de la solucién de 4cido oxalico (b) colocados en un Erlenmeyer de 125 ml.
Tomar 4-5 muestras consecutivas a 1 minuto de intervalo y vaciar en otros
matraces de 125 ml que contiene cada uno 5 ml de 4cidor oxalico (b).

Registrar el tiempo de reaccién que cotresponde al tiempo que demore
en vaciarse la pipeta. Titular el 4cido ascérbico residual con la solucién de
indo-fenol y calcular la reaccién de primer orden. Ajustar la actividad enzi-
miatica de modo que la constante sea de la magnitud de 520 x 10—2 y ex-
presar la actividad de peroxidasa Kf como Ki/g de tejido usado.

Los puntos, finales deben ser rosados claramente visibles y permanecer por
espacio de 1 minuto. Todas las titulaciones deben asemejarse a la primera
en su limite. Agregar el indo-fenol en forma ripida al comienzo y posterior-
wmente en forma mds lenta.

1 . titulacién en blanco — titulacidn a t,
O
t, — t, & titulacién en blanco — titulacién a t,

K=

g/ musestra / 50 m! de mezcla reaccionante
_ta y tb son tiempos iniciales y finales de dos titulaciones bajo las condi-
ciones estipuladas.

Bajo condiciones 6ptimas el valor de la titulacidn inicial es de 35-40 ml
de colorante y los valores disminuyen a 20-25 ml en 5 minutos.

Este es el método de cdlculo que se aplica en la determinacién de cata-
lasa, pero también puede tomarse la recta (slope of plot) del logaritmo de
los ml de colorante versus tiempo. Dividir el promedio del valor de Ki pa-
ra los diversos intervalos de tiempo (0-1, 1-2, 2-3 minutos) por el peso del
tejido vegetal, correspondiendo al vol. de extracto en la mezcla de reaccién.

3. DETERMINACION DE CATALASA EN VEGETALES.

Reactivos relativamente estables:

a) Solucién fosfato tampoén 0,1 M, pH 6,95 = 0,15: Disolver 15,22 g de
K:HPO4 + 3H:20 y 4,54 g de KH2POq en agua y diluir a 1 litro.

b) Acido sulftrico con molibdato 2N: Agregar 55 ml de H2SO4 a mis
o menos 800 ml de agua, enfriar y agregar 0,1 g de molibdato de amonio
finamente molido (NH4)¢MoO7 + 24H:0.

¢) Solucién de tiosulfato de sodio (mis o menos 0,0IN) en solucién de
yoduro de potasio al 10%,: Disolver 100 g de KI, 2,50 g de Na2S$20s -+ 5H:20
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y més o menos 1 g de carbonato de sodio en 500 ml de agua; diluir a 1 litro
(no es necesario estandarizar) .

d) Solucién de yodo 0,01 N: Disolver 1,27 g de yodo y 2 g de yoduro
de potasio en 10 ml de agua y diluir a 1 litro. Se estandariza contra una so-
lucién de tiosulfato de sodio. Evitar exponerla a la luz excesiva, aun cuando
esté en la bureta.

Reactivos relativamente inestables:

e) Peréxido de hidrégeno 0,1 N: Diluir 0,58 ml de agua oxigenada al
309, a 100 ml con agua fria. Guardar en refrigerador o bafio de hielo cuan-
do no esté en uso. Preparar diariamente.

f) Solucién de glucosa al 209, en solucién tampén: Disolver 20 g de
glucosa en 100 ml de fosfato 0,1 M (a). Guardar en refrigerador y prepa-
rarla semanalmente.

g) Indicador de almidén: Suspender 1 g de almidén en 100 ml de agua
fria, agitar y calentar a ebullicién. Preparar cada dos semanas.

Preparacion de las muestras (extractos):

Para evitar contaminacién con metales pesados, manejar las muestras sélo
con espatulas de acero inoxidable.

a) Vegetales congelados o frescos: 50 g del producto se homogeneizan a
alta velocidad por 3 minutos con mds o menos 1 g de carbonato de calcio y
suficiente agua como para completar 200 ml. Eliminar las particulas, filtran-
do por gasa. Usar el filtrado dentro de 30 minutos.

b) Vegetales secos: Rehidratar 5 g de la muestra y proceder a la extrac
cién como en a).

Determinacion:

a) Demostrar presencia o ausencia de catalasa: A 10 ml de extracto (o
menos, dependiendo de la actividad) agregar agua hasta un volumen de 43
ml y'5 ml de la solucién de glucosa (f). Mezclar y agregar 2 ml de H:0:
0,1 N. Inmediatamente después de agregar el agua oxigenada, mezclar rapi-
damente; de inmediato sacar una alicuota (que va a corresponder al tiempo
cero) con una pipeta de succién rapida y vaciar en un Erlenmeyer de 125
ml que contiene 10 ml de H2SOsmolibdato (b). Empezar a contar el tiem-
po cero desde que se sacé la alicuota de tiempo cero. Sacar 10 ml de la
alicuota a los 5 y 10 minutos (La temperatura de la mezcla de reaccién
debe permanecer a menos de 20°C).

A cada tiempo, dentro de 1 hora, agregar a cada matraz 5 ml de tiosul-
fato-yoduro (c) y mezclar. Dejar en reposo 3 a 5 minutos; en seguida titu:
lar el exceso de tiosulfato con solucidn de yodo 0,01 N, usando 10 gotas
de almidén como indicador.

Correr un blanco de la misma manera, excepto agregar agua en lugar del
agua oxigenada y no sacar alicuotas a los 5 y 10 minutos.

La diferencia entre los valores del blanco y los obtenidos en presencia
de agua oxigenada corresponde a la solucién de yodo, equivalente al agua
oxigenada presente en los respectivos tiempos. El valor del tiempo cero de-
berd ser 0,5 a 2,0 ml de so6l. de yodo; diferencias entre el blanco y el tiem-
po cero seran entre 3,0-4,5 ml de sol. de yodo 0,01 N.
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3.1. Determinacion de catalasa en solucion.

Las condiciones del test son:

1 ml de H2O:2 0,06 M en tampén de fosfato, 0,05 M de pH 7,0 se mezr
cla con 2 ml de catalasa o del extracto problema (1,25 ug/ml) disuelto en
tampén de fosfato 0,05 M de pH 7,0 a 25°C y se mide Esz4/min, haciendo.
la lectura cada segundo durante los primeros 70 segundos de la reaccién. Una
unidad de catalasa corresponde a la cantidad de enzima que bajo las con-
diciones del ensayo transforma 1 umol de substrato por minuto.

3.2. Determinacion de catalasa en leche.

~ La determinacién de presencia de catalasa junto con la reductasa sirve
para conocer el estado de conservacién de la leche, pues con el numero de
gérmenes aumentan también las catalasas y reductasas ‘que ellos producen.

En un catalasimetro apropiado que permite medir el volumen de oxigeno
que se desprende, se colocan 10 ml de leche y 5 ml de agua oxigenada (3%,).
Se lleva durante 2 horas a 37°C y se mide el volumen gaseoso que se des-
prende, expresando el resultado en ml de O:%,. En el catalasimetro de Roe-
der se usan 5 ml de leche mds 1 ml de agua oxigenada al 1,67%, (obtenida
por mezcla de 10 ml de H20:2 309, con 140 ml de agua), adicionada de di-
bromotimol,: indicador de pH cuyo viraje se reconoce por la coloracién que
toma la meézcla (reaccién alcalina: azul-verdoso; dcida: verde-oliva a amari-
llo) . Aqui el volumen se mide después de 30’ a 37°C. La leche normal cruda
desprende hasta 80 ml de 029, la pasteurizada hasta 6 ml y'la leche cocida
v esterilizada no presenta desprendimiento. Las leches enfermas, sucias o ca-
lostrales desprenden hasta 10 6 15 veces més que una leche normal.

4. DETERMINACION DE REDUCTASA EN LA LECHE.

En la leche debe hacerse distincién entre la Reductasa generada por los
microorganismos presentes y cuya actividad aumenta a medida que éstos au-
mentan, por lo que sirve para controlar el estado higiénico y de conserva-
cién de la leche y la aldehido-reductasa componente de la leche, cuva ac-
tividad se utiliza para controlar el tratamiento térmico (pasteurizacién, es-
terilizacién) a que se ha sometido la leche.

4.1. PRUEBA DE LA REDUCTASA.

En un tubo de ensayo, grande y estéril, se vierten asépticamente 20 ml
de leche (dentro de las 4 horas siguientes a la extraccién de la muestra).
y 1 ml de solucién de azul de metileno, obtenida por mezcla de 5 ml de
su solucién alcohdlica saturada con 195 ml de agua. Se tapa el tubo y se
calienta 5 a 37°C, luego se invierte varias veces para asegurar la distribu-
ci6n uniforme de la crema y se incuba a 37°-38°C en posicién vertical, in-
virtiendo cada media hora y protegido de la luz solar o eléctrica. Se mide
el tiempo desde que se inicia la incubacién hasta que por lo menos los 4/5
de la leche se han descolorado. La leche cruda y la pasteurizada deben re-
sistir mds de 5% horas sin descolorarse y la destinada a la pasteurizacién,
por lo menos 3 horas.
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Segin otra técnica, se colocan en un tubo con tapa atornillada (en las
Pruebas de reductasa todo el material usado debe ser estéril) 10 ml de
leche y 1 ml de una solucién de 1 tableta con 8,8 mg de tiocianato de azul
de metileno en 200 ml de agua destilada estéril. El tubo, llevado a 36°C,
se tapa y se invierte 3 veces. Si después de 30 minutos de incubacién a 56°C
la mezcla sigue azul, se sigue 1, 2 o mds horas hasta que 4/5 del volumen
estén descolorados. "

4.2. PRUEBA DE LA RESAZURINA.

Representa una modificacién de la prueba de la reductasa, en que se subs-
tituye el azul de metileno por la resazurina, colorante derivado de la oxa-
zina. En un tubo esterilizado se mezclan 10 ml de la leche con 1 ml de la
solucién colorante al 0,2 por mil en agua destilada estéril. Después de man-
tener la mezcla durante 10' a 37°C se compara el color resultante con una
escala cuyos colores tienen los siguientes valores comparativos:

N° 1, de color azul; Calificacién: muy buena = Reductasa: 5 horas o mas.
N¢ 1II, de color azul-violeta; Calific.: buena = Reductasa: 2 a 5 horas.
Ne° III, de color rojo-violeta; Calific.: suficiente = Reductasa: 20" a 2 horas.
N¢ 1V, de color rojo; Calificacién: insuficiente = Reductasa hasta 20°.

N9 V, incoloras Calificacién: mala = Reductasa: hasta 20'.

También se pueden leer los colores en un Comparador de Lovibond.
4.3. PRUEBA DE LA ALDEHIDO-REDUCTASA.

La enzima causante es la xantino-o-aldehido-dehidrogenasa, que cataliza la
oxidacién de xantina y de diversos aldehidos a 4cido trico y los respecti-
vos dcidos carbonicos; se trata de una flavoproteina con molibdeno. La reac-
cién se basa en que la dehidrogenasa, en presencia de HCHO, descolora el
azul de metileno como aceptor de Ha. 10 ml de leche se adicionan de 1 ml
del reactivo constituido por una mezcla de 5 ml de solucién alcohdlica sa-
turada (2%) de azul de metileno (exento de zinc), 5 ml de solucién de
formalina al 409, y 190 ml de agua destilada. Se agita y se lleva a 55°C, sin
agitar mds, midiendo el tiempo en que se produce la descoloracién. La le-
che cruda se descolora en menos de 7', la pasteurizada entre 7' y 20" (la
stassanizada en mas de 12°), y la cocida en mas de 30". Estas cifras pueden
ofrecer variaciones, teniendo la interpretacién de esta prueba sélo valor en
conjunto con las demds. Esta enzima se encuentra sélo en la leche de vaca,
de manera que permite reconocer su adicién a la leche humana (41).

5. DETERMINACION DE FOSFATASA EN LA LECHE.

a) El método mis usado se basa en la hidrélisis del disodio-fenilfosfato por
accién de la fosfatasa de la leche con liberacién de fenol, el cual se reco-
noce al hacerlo reaccionar con la dibromoguinon-clorimida, dando indofe-
nol de color azul:

Reactivos necesarios: Solucion tampon de borax: 28,427 g de bérax crist.
(p-an.) se disuelven en 900 ml de agua, se agregan 3,27 g de NaOH y se
completa 1 litro con agua (pH 9,6).
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Mecanismo de la Reaccion de la Fosfatasa.

Reactivo BQC: 40 mg de 2,6-dibromo-quinona-4-clorimida (Merck: para
determinar fosfatasa en leche) se disuelven én 10 ml de etanol.

Substrato tampon (de preparacién reciente): 0,5 g fenilfosfato sal diso-
dica, dihidrato (Merck: para determinar fosfatasa en leche) se disuelven en
5 ml de agua, se agregan 100 ml del tampdn de bérax y se completa 1 litro
con agua, debiendo tener un pH de 9.6 (azul a la timolftaleina). [Si se de-
sea comprobar la ausencia de fenol libre, la solucién del fenilfosfato en los
5 ml de agua se agita con 0,5 ml de tampoén de bérax y luego con 4 gotas
de reactivo BQC. Si en 10’ resulta color azul, se extrae éste con 2 ml de
butanol y se usa el liquido inferior, ahora decolorado, agregando los 100 ml
de bérax y completando el litro con agua].-

Técnica: 10 ml de substrato tampdn se adicionan de 1 ml de leche, bien
homogeneizada por inversién repetida, pues los glébulos grasos adsorben
mucha fosfatasa. Se agita y se incuba a 41°C (37-45°C) durante 10" (Scharer
indica 38-40°C durante 1 hora); luego se hierve (o se calienta a 80°C du-
rante 5’), se enfria, se agregan 5-10 gotas de reactivo BQC y se deja repo-
sar por lo menos 5. Debe hacerse simultineamente una prueba en blanco
con leche calentada a 80°C durante 5’ para inactivar la fosfatasa. Pruebas
en blanco sin leche o sin substrato tampén deben resultar también nega-
tivas.

Como la cantidad de fenol liberado es proporcional a la actividad fosfa-
tasica y, por lo tanto, a la intensidad del color azul, se le puede dar tam-
bién una .apreciacién cuantitativa (68), midiendo su extincién a 660 nm y
haciendo la lectura en una curva de calibracién que confronta los mcg de
fenol con las extinciones obtenidas. El limite térmico es de 72-73°C, de ma-
nera que una leche stassanizada da generalmente resultado negativo. Segun
Scharer, una leche correctamente pasteurizada no debe desprender mis de
15 mcg de fenol por ml. :

En la mantequilla se incuba 1 g con 10 ml del substrato y en el queso se
trabaja con el macerado de 1 g en 10 ml del substrato, después de ajustar el
pH a 9,6. :

b) Otra técnica (49) usa como reactivo el disodio-p-nitrofenilfosfato, que
es hidrolizado por la fosfatasa a p-nitrofenol, de color amarillo. 5 ml de
un substrato tampon (con 0,15 g de 4-itrofenilo-fosfato, sal disédica, di-
suelta en un tampén con 3,5 g de Na:COs anhidro y 1,5 g de NaHCOs
por litro de agua) se mezclan con 1 ml de leche y se calienta 'a 37°C por
30 min. El color resultante se puede comparar con los discos de colores es-
tindares de un comparador de Lovibond, graduados en ug de p-nitrofenol
por mi de leche. La leche pasteurizada da 0 o trazas de ug hasta 10
g, si se incuba 90 min. mas.



6. DETERMINACION DE POLIFENOLOXIDASA (peras y manzanas)
(36, 63).

Fundamento:

Se basa el método en medir espectrofotométricamente, a intervalos de 1 mi-
nuto, el aumento de absorbancia de una mezcla de la solucién enzimatica con
4cido clorogénico como substrato. Al graficar la absorbancia contra el tiem-
po, los resultados se expresan en aumento de absorbancia. por minuto y por g
de proteina.

Reactivos:

1. Cloruro de potasio 0,3 M.

2. Solucién tampén pH 5,2: 23,3 ml de solucién de 4cido citrico 0,1 M
(19,21 g en 1 litro) mas 26,7 ml de sol. de fosfato diséddico 0,2 M (53,65 g
de NagHPO: + H20 6 71,7 g de NazHPOs + 12H:20 en 1 litro) mds agua
destilada c.s.p. 100 ml.

8. Solucién de 4cido clorogénico 3,33 x 10— M en solucién tampén,

4. Solucién de enzima: para extraer la enzima se pesan 70 g de manzana
o pera mantenidas, por lo menos dos horas antes en congelador a 0°C; luego
se mondan y trozan.;Se homogeneiza en mezcladora eléctrica con KCI 0,3 M a
4°C, que actua como liquido de extraccién. La mezcla se. centrifuga por 30
min. a 10.000 rpm en centrifuga refrigerada a 0°C. El sobrenadante se fil-
tra al vacio y luego se enrasa a 200 ml con la sol. KCL

Procedimiento:

En un matraz de 125 ml se colocan 25 ml de la solucién tampdn y 10 ml
de la solucién de 4cido clorogénico. Se mezcla suavemente y se mantiene por
10 minutos en un termostato a 30°C. Luego se adicionan 5 ml de la solucion
enzimitica ajustada a 0,1 mg/ml de proteina; se agita suavemente unos se-
gundos v se vuelve a llevar al bafio de agua, a 30°C (sin agitacién posterior).
A intervalos de 1 minuto o 80 segundos se lee el aumento de absorbancia a
longitud de onda de 390 nm. Como blanco se usa una mezcla igual a la an-
terior, pero hervida por 10 minutos, reconstituyendo su volumen original con
agua. :

Cdlculos:

La actividad enzimitica se mide al espectrofotémetro en %, de transmitancia
(% T) , el cual se expresa en absorbancia (A), aplicando la siguiente for-
mula: '

A=2—-1logT

Para expresar la actividad enzimitica se grafican las absorbancias por mi-
nuto y por g de proteina contra el tiempo (cada minuto) y se usa la pen-
diente inicial de la curva obtenida (porcién recta).

6.1. 'DETERMINACION DE PROTEINAS.
En un tubo del fotocolorimetro Klett-Summerson se colocan 5 ml de la so-
lucién enzimitica sobrenadante, se agregan 5 ml de 4cido tricloroacético al

6% y se mide la-extincién a 515 nm, usando un filtro verde N° 54. Se usa
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como blanco una mezcla de 5 ml de agua mds 5 ml de 4cido tricloroacético al
69,. Los valores obtenidos se pueden comparar con los de una solucién tipo
de seroalbdmina de concentracién igual a 2 mg/ml. El extracto enzimatico
original puede tener una concentracién en proteinas mayor que 0,1 mg por
ml; para poder ajustarla después a esta cifra se diluye con cloruro de pota-
sio 0,3 M.

6.2. DETERMINACION DE SUBSTRATOS POLIFENOLICOS.

En la industria de alimentos se puede presentar el problema de efectuar
una adecuada seleccién de variedades de frutas que presentan en menor gra-
do el fenémeno del pardeamlemo enzimdtico, sea por su menor contenido
en substratos fenolicos, sea por ‘su menor actividad enzimatica (36).

Los estudios de substratos se pueden efectuar por las siguientes determina-
ciones: :

a) Pardeamiento actual, que indica las posibilidades del substrato natural
en condiciones éptimas de actividad enzimdtica. En este caso, se mide la den-
sidad dptica del color pardo que se produce al oxidar el tejido vegetal, en
este caso manzanas o peras, con aire, a pH adecuado y con adicién de sul-
fato de cobre, para permitir una actividad éptima de la enzima. Se usa como
blanco otra muestra, que en lugar de llevar cobre, contiene tiourea, que al
unirse al cobre de la enzima inhibe el pardeamiento. Los resultados se ex-
presan en Unidades por 100 g de fruta, en que 1 Unidad corresponde a una
diferencia de 0,1 de densidad éptica.

b)  Pardeamiento potencial, que mide una disponibilidad total de actividad
enzimatica, en presencia de exceso de substrato. La determinacién se hace en
forma semejante a la anterior, con la diferencia que se agregan 20 mg de catecol
como substrato fendlico adicional. Los resultados se expresan en las mismas
unidades que en el pardeamiento actual.

¢) Determinacion directa de dcido clorogénico y de fenoles totales como
substratos; se aplica una reaccién colorimétrica que se. obtiene haciendo ac-
tuar el 4cido clorogénico con 4cido acético y nitrito de sodio. Los fenoles
totales se extraen con alcohol diluido y se miden con un reactivo general de
fenoles, segin Folin a base de 4cido tungstico o molibdico (36). :

Estudios realizados entre las principales variedades de manzanas chilenas,
permiten deducir que la var. Winesap es la mds aconsejable para su indus-
trializacién, por su bajo pardeamiento actual y potencial. En peras se demos-
ré que la variedad més recomendable es la Winter Bartlett, por su-menor
actividad enzimitica. »

Al usar el anhidrido sulfuroso como agente de antipardeamiento (veéase ‘és-
te) hay que asegurarse que el SO: haya penetrado hasta el interior de la fru-
ta, sobre todo cuando ésta es posteriormente dlsgregada o si se trata de frutas
que contengan mucho O: en sus tejidos, como seria el caso de las manzanas,
para evitar que se produzca el pardeamiento interno. Para verificar el grado
de penetracion del SO: al interior de las frutas se usa la llamada prueba del
catecol, que consiste en cortar en cruz la fruta o trozo de fruta que se ha
sometido a la accién del SOg, y luego agregarle en la superficie una solucién
de pirocatecol al 1%,. Si la enzima no ha sido totalmente inactivada se produce
la oxidacién del catecol y el con51gu1ente obscurecimiento de la fruta en la
porcién que tenga enzima activa. Al emplear solucién de 4cido sulfuroso, la
aplicacién del test de catecol comprueba que la penetracién es casi completa
a los 20°, a —5°C, mientras que con la sumersién en blsulflto demora cerca
de 24 horas, a la misma temperatura.
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7. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE PECTINO-ESTERASA (P. E.).

Fundamento:

Como esta enzima hidroliza los grupos metoxilos de la molécula de pecti-
na, se puede medir la liberacién de los grupos carboxilos, por titulacion po-
tenciométrica con dlcali.

Obtencion del extracto homogeneizado:

Se pesan 175 g del material (cebolla, naranja, pulpa y cdscara) y se le agre-
ga b g de cloruro de sodio, homogeneizando en una juguera eléctrica. El clo-
ruro de sodio sirve para activar la enzima y ayuda a su extraccién.

Reactivos:

Solucién de pectina al 19, (como substrato) disuelta en cloruro de sodio
0,2 M.
Solucién de hidréxido de sodio 0,01 N.

Procedimiento:

Se miden 2 ml de jugo de limén o 5 mi de zumo de papa (rallada y {il-
trada) . . :

Si se trata de cebolla se tomardn 1 parte del homogeneizado y 1 parte de
agua; en el caso de la naranja se tomardn 1 parte del extracto crudo y 2 par-
tes de agua. Se agita por 4 minutos, dejando en reposo por un momento y
posteriormente se toman alicuotas para efectuar la reaccién en la forma si-
guiente: '

10 ml de la solucién de extracto se agregan a 50 ml de pectina al 19, colo-
cando la mezcla en bafio de agua a 30°C. Se ajusta el pH a 7,5 con NaOH
0,01 N. Cada 5 minutos se ajusta el pH, lo que se hace por un espacio’ de 30
minutos, anotando en cada intervalo la cantidad acumulativa de &lcali gas-
tado. Las curvas se obtienen graficando los ml gastados de alcali versus tiempo.

Conviene trabajar en duplicado y calcular el promedio. El blanco, prepara-
do con la solucién enzimdtica calentada a bafio de agua hirviente por 5 mi-
nutos, no debe presentar gasto de hidréxido de sodio, o bien, su valor debe
ser restado del consumo total. '

Cdlculos:

Segtin la férmula de Kertesz (56), se multiplica el gasto total de mf de
NaOH 0,1 N por el factor 3,1 y se divide por los ml aplicados de la solucién
de enzima. Este valor representa los mg de grupos metoxilos separados por
1 ml de solucién de enzima en 30 minutos, o bien Unidades de pectino-es-
terasa por ml de solucién enzimitica.

8. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE ENZIMAS
PROTEOLITICAS.

Al presente existen varios métodos para la determinacién de proteasas (pa-
paina) . Cada uno tiene caracteristicas ventajosas y desventajosas frente a los
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otros y se usan de acuerdo a los requerimientos particulares de la determi-
nacioén.

Método de Balls y Hoover (66), conocido como el método de coagulacion
de la leche, es, sin duda, uno de los métodos mas expeditos para determinar
actividad enzimitica de una proteinasa. Se toma como indice de actividad
proteolitica, el tiempo necesario para que una cantidad conocida de enzima
coagule un determinado volumen de solucién de leche. La actividad se ex-
presa en términos de unidades de leche coagulada por g de preparado enzi-
matico. La unidad de leche coagulada se la define coma la cantidad en peso
de un preparado enzimético necesario para coagular 5 ml de solucién de le-
che estindar por minuto, cuando la temperatura es de 40°C y el pH 6. La
principal desventaja de este método radica en el hecho de no medir la pro-
teolisis total, es decir, la hidrélisis de un substrato de proteina, pero, por el
contrario, mide la actividad de la coagulacién de la leche. Afortunadamente,
sin embargo, la coagulacién de la leche parece ser una propiedad caracte-
ristica de los componentes proteoliticos de este grupo de enzimas y puede ser
usada con seguridad en la medicién proteolitica.

Segiin algunos autores, las preparaciones es necesario activarlas antes con
HsS o bien con exceso de cianuro.

Método Sorensen, conocido como titulacidén form()hca Por este método se
mide directamente la ‘hidrolisis de una proteina-substrato realizada por una
cantidad conocida de enzima. Cuando las uniones peptidicas se rompen, se
liberan grupos “COOH y —NHo:. Para hacer posible la titulacién de los gru-
pos carboxilos, los grupos bésicos se bloquean con el aldehido férmico. Los
substratos usuales son la caseina o la gelatina (11).

Método de Anson o Método de la Hemoglobina: Es quizids el método mas
actualizado para estimar proteolisis. El substrato que es la hemoglobina de-
naturalizada, se digiere bajo condiciones estindares. La proteina no digerida
se precipita con 4cido tricloroacético. La cantidad de proteina no precipitada
se valora con reactivo fendlico. La ventaja de la hemoglobina como substra-
to sobre la gelatina y caseina, es su reproduc1b111dad porque diferentes lotes
de hemoglobina son digeridos a la misma velocidad por una proteinasa da-
da (54). Al aplicarse este método para determinar papainasa se requiere la
presencia de un agente reductor, como cianuro, pues de otro modo la hemo- .
globina inactiva parte o toda la papaina por oxidacién.

8.1.  DETERMINACION DE RENINA.

Fundamento:

Fl método se basa en hacer actuar 0,2 ml de una solucién de renina
(1 : 500) sobre 5 ml de leche descremada, que contiene CaCls 3 M; mezclar
e incubar a 37°C, determindndose el tiempo en que demora en aparecer el
primer coédgulo.

8.2. DETERMINACION DE PAPAINA (53).

F undamento_:

El método se basa en medir el aminoicido tirosina que se libera por la
accién de la enzima sobre las proteinas, usando el reactivo de Folin.
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Reactivos:

— Solucién de cianuro de sodio 2,0 M (activador de la enzima).

— Substrato-hemoglobina (Anson): 20 mg/ml de hemoglobina se disuel-
ven en solucién tampén de borato 0,1 M, de pH 7.5. -

— Acido tricloroacético 0,3 M.

— Solucién de NaOH 0,4 N.

— Reactivo del fenol segin Folin-Ciocalteu (36,76), dilucién: 1 + 2.

Preparacidn de extracto enzimdtico:

El producto pesado y molido se extrae con solucién tampén de borato
0,1 M de pH 7,5. Luego se centrifuga separéndose el sobrenadante que se
usard en la determinacién. ‘

Procedimiento:

En primer lugar, debe activarse la enzima, para lo cual se toma una alicuo-
ta del extracto enzimatico problema y se le agrega 0,25 ml de cianuro sédico
2,,0 M, manteniéndose la mezcla a 25°C por 3 minutos.

A 5 ml de solucién de hemoglobina se le agrega 1 ml del extracto activado
y se mantiene a 85,5°C por 10 minutos; para agregar luego 10,0 ml de 4cido
tricloroacético 0,3 M y centrifugar. Del sobrenadante se toman 5 ml, se agregan
10,0 ml de NaOH 0,5 N y 3 ml del reactivo de Folin (dilucién 1 + 2); se
lee la absorbancia a 750 nm. ‘ : :

9. DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE AMILASA.

La necesidad de determinar la actividad de enzimas amiloliticas en produc-
tos como harina, malta y otros, ha hecho desarrollar varios métodos anali-
ticos que miden, ya sea cambios. fisicos o transformaciones quimicas, produci-
dos por las enzimas sobre substratos seleccionados. Entre estos métodos se
cuenta el de Lintner, el de la maltosa y el SKB (Sandstedt, Kneen, Blish) (64) .

Método de Lintner: Mide principalmente la actividad de la beta-amilasa
de malta o de jarabes y se basa en producir maltosa por un infuso de malta,
haciendo actuar una solucién de enzima en solucién_ tampén, bajo condicio-
nes estdndares de tiempo y temperatura. Los grados de Lintner se calculan
a partir del' poder reductor o contenido de maltosa del almidén convertido,
determinado ya sea por el ferricianuro o por la solucién de Fehling (41).
Los grados de Lintner, multiplicados por el factor 4, dan el equivalente en
maltosa.

Método de la Maltosa: Se basa en suspender 10 g de harina en 46 ml de
solucién tampén de pH 4,5-4,8 e incubar por 1 hora a 30°C. Esto permite
que la enzima presente en la harina actie sobre el almidén y lo convierte
en maltosa, la que se determina por el método del ferricianuro. El valor de
maltosa se define como los mg de maltosa producidos por 10 g de harina
bajo las condiciones ya sefialadas.

La maltosa puede también determinarse por el método de Munson y Wal-
ker, usando la reaccién de Fehling I, II, o bien por titulacién yodométrica
de Cu no reducido- a2 Cu20 (41).

Método de Sandstedt, Kneen y Blish (64): Mide la dextrinizacién de un
preparado de alfa-amilasa en términos de tiempo de digestién, requerido pa-
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ra producir un cambio de color que refleja la completa dextrinizacién del
almidén. La modificacion al método original consiste en medir la dextrini-
zacién en presencia de exceso de beta-amilasa para eliminar los efectos varia-
bles de beta-amilasa presente en el extracto de malta. :

Los resultados se expresan en unidades arbitrarias SKB y representa el
aumero de g de almidén soluble que bajo la accién de exceso de beta-ami-
lasa son dextrinizados por 1 g de malta en 1 hora a 30°C. El punto final
se compara con una solucién de yodo-dextrina de color rojo pardo.

9.]1. DETERMINACION DE ALFA- O DE BETA-AMILASA (COMO TALES) (65) .

- Fundamento:

Los grupos reductores liberados del almidén se miden por su propiedad
de reducir el 4cido 3,5-dinitrosalicilico.

Reactivos:

Enzima: Diluir una suspensién cristalina 1 : 500 (o el extracto problema),
determinar la concentracién proteica mg/ml = Asso x 0,81. Para trabajar,
diluir 1 microgramo/ml. :

Substrato: Solucién al 1%, de almidén en fosfato de sodio 0,02 M de pH
6,9 con NaCl 0,006 M (para alfa-amilasa) y solucién al 1%, de almidén en
acetato de sodio 0,016 M, de pH 48 (para beta-amilasa) .

Reactivo de color: 1 g de 4cido dinitrosalicilico se disuelve en 20 ml de
NaOH2N y 50 ml de agua, se agregan 30 g de sal de Seignette (tartrato-de
Na y K) vy se diluye a 100 ml, protegiéndola del CO..

Procedimiento:

0,5 ml de solucién de la enzima o del extracto problema se mezclan con
0,5 ml de substrato. Se incluye un blanco con 0,5 ml de agua en reemplazo
de la enzima o extracto problema. Se incuba a 25°C por 3 minutos, se agre-
ga 1 ml de reactivo de color, se calienta en agua hirviendo por 5 minutos y
luego se enfria. Se agregan 10 ml de agua y se lee a 540 nm (filtro verde)
contra el blanco. ' A '

Se establece una curva con maltosa (0,3-3,0 umoles) para convertir las
lecturas colorimétricas a unidades de actividad enzimdtica, o sea,.que libera
un micromol de aztcar reductor, calculado como maltosa por minuto y 2
25°C  bajo las condiciones del ensayo.

10. DETERMINACION DE CELULASA (53).

Fundamento:

Un complejo de enzimas designado como celulasas, hidroliza las uniones
beta-glucosidicas 1,4 de la celulosa, liberando glucosa, que es valorable.

Reactivos:

- Substrato: celulosa microcristalina; 5,2 mg de celulosa/ml en solucién
tampén de pH 4.8. -
— Solucién tampén de acetato de sodio 0,1 M, de pH 48.
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— Solucién de icido 3%,5-dinitro-salicilico 0,04 M disuelto en NaOH 0,4 N.
— Solucién de almidén 100 mg/ml.

Preparacion del extracto enzimdtico problema:

Se pesa una cantidad del producto en estudio, y se homogeneiza con solu-
cién tampén de pH 48. Se filtra o centrifuga usando el sobrenadante como
extracto enzimatico.

Procedimiento:

Se toman 24,0 ml de la suspensién de celulosa y se calientan a 30°C. Luego
se agrega 1 ml del extracto enzimatico, también a 30°C y se mantiene por
espacio de 2 horas bajo agitacién, a la misma temperatura. Luego se pro-
cede a centrifugar y se miden 2 ml del liquido sobrenadante. Se agregan 0,1
ml de la solucién de almidén y 2 ml de la solucién del 4cido 3,5 dinitro-
salicilico, manteniendo la mezcla a 100°C por 5 minutos (viraje del ama-
rillo al pardo rojizo).

Después de completar un volumen de 20 ml con agua destilada se mide
la absorbancia a 490 nm. '

Si no se dispone de 4cido 3,5 dinitro-salicilico se puede  determinar tam-
bién la actividad de celulasa de la siguiente manera:

A 200 mg de celulosa microcristalina se agregan 4 ml de solucién tampén
de acetato 0,05 M, de pH 50 y 1 ml de la solucién problema. Se incuba bajo
agitacién por 2 horas a 37°C. Se centrifuga o filtra y se determina la glucosa
liberada por los métodos convencionales (65).

Unidad enzimdtica:

1 Unidad enzimatica corresponde a la cantidad de enzima que bajo las
condiciones del ensayo, libera 1 microequivalente de grupos reductores por
minuto (calculado como glucosa). '

11, DETERMINACION DE INVERTASA O SACARASA.

Fundamento:

Fl método se basa en determinar los mg de azcar invertido a partir de la
reaccién que sufre la sacarosa disuelta en tampén acetato y mantenida a 20°C,
por adicién de una solucién de sacarasa o suspensiéon de levadura a la misma
temperatura y posterior determinacién del azicar invertido de acuerdo al
método del 4cido - dinitrosalicilico, el de Munson y Walker o por yodome-
tria (41) - ’

Reactivos:

Colocar 43 ml de acetato de sodio N y 57 ml de acido acético N en un ma-
traz de 1 litro, enterando volumen con agua bidestilada. Disolver 6,5 g de saca-
rosa en 96 ml de esta solucién tampén, y agregar gotas de tolueno. La solu-
cién contendrd 6,5% de sacarosa y el pH serd de 4,5. En medio ambiente la
solucién dura 3 dias. ' ‘ '
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Procedimiento:

5 ml de solucién de sacarosa al 6,59, en tampon acetato se dejan incubar a
20°C. Agregar luego 1 ml de solucién de sacarasa o de la muestra problema,
mantenida también a 20°C, tratando de que se mezclen ripidamente.

Dejar en bafio de agua por 5 minutos, luego agregar 5 ml de NaOH 0,1 N.
Mezclar y determinar el aztcar invertido en 1 ml por métodos convencionales.

Las unidades de sacarasa se expresan directamente en términos de mg de
aztcar formado en 5 minutos, a 20°C y a pH 45.

Los mg de azicar invertido multiplicados por 11 daran las unidades de
sacarasa por 1 ml de solucién de enzima. Si el valor obtenido es mas de 1 o
menos de 0,5 mg de azGcar invertido por ml, el analisis debe repetirse, con
una dilucién mayor o menor de la solucién de sacarosa; o aumentando o
acortando el tiempo de digestién. La reaccién se detiene, agregando al final
de los 5 minutos el NaOH.

11.1. DETERMINACION DE INVERTASA EN CERVEZA (PARA EL CONTROL
DE SU PASTEURIZACION).

A dos porciones de 20 ml cada una y de las cuales una ha sido hervida se
agregan 20 ml de solucién de sacarosa al 209,. Después de dejarlas 24 horas
a la temperatura ambiente se clarifican con 0,5 ml de subacetato de plomo,
se completan‘con agua a 50 ml, se agitan fuertemente y se filtran. Si las dos
muestras presentan una diferencia marcada en su desviacién polarimétrica,
se trata de cerveza no pasteurizada; en cambio, si la desviacién es aproxima-
damente igual, la cerveza ha sido calentada a mds d¢ A58°C, blimite térmico

de la reaccién.

12. DETERMINACION DE LACTASA (beta-galactosidasa) (65) .

Fundamento:

La enzima lactasa es capaz de hidrolizar la lactosa, dando glucosa y galac-
tosa.

Reactivos:

— Solucién tampén de fosfato de sodio 0,1 M, de pH 7,0.
— Substrato de lactosa al 1,09, en agua.
— Acido perclérico al 4,2%,.

Preparacion de la muestra:

Una -cantidad pesada se trata con solucién de fosfato de pH 7,0. Se filtra
y se usan alicuotas del sobrenadante.

Procedimiento:

A 4 ml de substrato se agregan 0,9 ml de solucién tampén y 0,1 ml del
extracto problema en un bafio de agua a 37°C a tiempo cero. Después de 15
minutos se detiene la reaccién con 1 ml de 4cido perclérico. Se valora la glu-
cosa liberada por uno de sus métodos especificos (como ser por la glucosa-
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oxidasa) simultdneamente con un estindar de glucosa al 19, en soluciin
tampén.

Unidad enzimdtica:

1 U es equivalente a 1 micromol de lactosa hidrolizada por minuto a
25°C., .

13. DETERMINACION DE GLUCOSA-OXIDASA (53).

Fundamento:

Esta enzima actda especificamente sobre la glucosa, dando como producto
4cido glucénico y agua oxigenada. En presencia de la dupla peroxidasa y
o-dianisidina se determina la absorbancia producida por la reaccién.

Reactivos:

— Solucién tampén de fosfato 0,125 M de pH 7,0.
— Reactivo cromégeno: Clorhidrato de o-dianisidina al 19, en agua.
— Solucién de peroxidasa de 60 U/ml: 2 mg/ml en agua destilada.

~ Substrato: -solucién de glucosa 0,1 M disuelta en agua bidestilada, per-
mitiendo llegar al equilibrio de rotacién.

Preparacion de la muestra:

Una cantidad pesada y bien homogeneizada de la muestra problema se
extrae con solucién tampén de pH 7,0, se filtra o centrifuga, separando el
sobrenadante, que corresponde al extracto enzimético.

Procedimiento:

En primer lugar, se agrega 0,1 ml de solucién de o-dianisidina a 12 ml de
la solucién fosfato de pH 7,0. Se miden 2,48 ml de esta mezcla y se agrega
0,01 ml de la solucién de peroxidasa, manteniendo la mezcla final a 25°C.
A continuacién se agrega 0,1 ml de la solucién problema, también a la mis-
ma temperatura.

Se mide la absorbancia a 436 nm por 2 a 4 minutos.
Unidad enzimdtica:
1 U de actividad enzimitica de glucosa-oxidasa corresponde a la canti-

dad de enzima que bajo las condiciones de ensayo, transforma I micromol
de substrato por minuto,

14. DETERMINACION ENZIMATICA DE GLUCOSA MEDIANTE
GLUCOSA-OXIDASA (glucoswdehidrogenasa).

Como ejemplo tipico de los anlisis enzimiticos que se aplican actualmen-
te para la valoracién especifica de ciertos componentes en productos ali-
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menticios, damos a continuacién la técnica descrita por Temperli y colab.
(67) para determinar la glucosa en mieles y bebidas.

El método se basa en la siguiente reaccién enzimdtica: B-D-Glucosa -+
NAD — D-glucono-lactona + NADH;, catalizada por la glucosa-dehidroge-
nasa; por’ adicién simultinea de mutarotasa se aumenta la velocidad de la
reaccién. Se determina finalmente la cantidad del NADH; formado, la cual
es proporcional a la concentracién de glucosa. La lectura se hace fotomé-
tricamente a una longitud de onda de 340 6 366 nm.

‘Este método es apropiado para la determinacién de glucosa en diversos
jugos y néctares de fruta (naranja, durazno, tomate) y de verduras (zana-
horia), como también en vinos y mieles. Dada la especificidad de la glucosa-
dehidrogenasa frente a la glucoza, no reacciona con la fructosa, ni la saca-
rosa.

La determinacién puede hacerse directamente en el producto diluido.
Asi los jugos pueden diluirse, por ejemplo, al 1:100; los néctares, al 1:200;
los vinos, al 1:20, y la miel, al 1:2.500; tomando después 0,2 ml para el ana-
lisis.

Para la realizacién mds ripida y cdmoda de esta técnica, los autores men-
cionados recurren al Juego de Reactivos Merckotest: “Gluc-DH, UV”, des-
tinado originalmente al analisis clinico y que contiene todos los reactivos ne-
cesarios para la determinacion.

Para aplicar el “método de referencia con el Gluc-DH” se disuelve pre-
viamente la mezcla de enzimas (contenida en el frasco 4 del Juego de
Reactivos) en la solucién tampén de fosfato 0,12 mol/l, de pH 7,6 (con-
tenida en el frasco 2) dejando unos 15 minutos con agitacién ocasional, has-
ta disolucion completa (si el tampdn se ha vuelto turbio, debe filtrarse an-
tes de su uso) . Por otra parte, la solucién del coenzima NAD 0,22 mol/l se
obtiene disolviendo el contenido del frasco 3 por adicién de 0,9 ml de agua
bidestilada (la solucién se conserva por 6 meses al refrigerador).

En el caso del andlisis de bebidas y mieles (ya diluidas), las cubetas, de
1 cm de espesor, se llenan segun el siguiente esquema:

Blanco Andlisis
Muestra + agua (vol. final: 1,0 ml) 1,0 ml agua 1,0 ml dilucién
Solucién de enzima en tampén :
(Merckotest Gluc-DH) ‘ 2,9 2,0
Mezclar y después de 1 minuto leer
las extinciones: EB; EA;
Agregar solucion NAD (coenzima) 0,02 ml 0,02 ml
Mezclar de inmediato y después de 7
minutos -exactos, leer las nuevas
extinciones: : EB: EA;

La cubeta de referencia contiene agua destilada.
La diferencia de las extinciones (“AE”), corregida por los valores del
blanco, la cual es proporcional a la cantidad resultante de NADH: y tam-

bién a la concentracién de glucosa, se obtiene segin la férmula AE = (EAs —
EA:) — (EB: — EBi).
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Para calcular la concentracién de glucosa, el valor AE debe multiplicarse
solamente todavia por un factor que depende de la longitud de onda aph—
cada. Se llega asi a la siguiente férmula final, tomando en cuenta un volu-
men total de 3,02 ml y un volumen de la muestra diluida de 1,0 ml:
pg glucosa = A Eses nm - 164,73 - F en que “F” es el factor de dilucién de la
muestra.

(5i la medida se efectia a 340 nm, se multxphca Ess nm por 87,40).

Al realizar analisis en serie, los autores (67) recomiendan trabajar con 3
cubetas, dedicando una a la referencia con agua destilada y midiendo las
extinciones de los blancos, debidas a los reactivos: EB: y EBe s6lo una vez
para cada serie. S

Ensayos hechos con glucosa pura demostraron una curva de calibracion,
lineal y con buenas pruebas de recuperacién, al agregar cantidades conoci-
das de glucosa a- diversos jugos, vino y miel.

En comparacién con la determinacién de glucosa en diversos jugos de
uva por cromatografia liquida de alta pleSlOll (HPLC) se obtuvieron valo-
res concordantes, teniendo el método enzimdtico aun mayor sensibilidad.

15. DETERMINACION DE LIPASA (58).

Fundamento: K

Como la enzima es capaz de hidrolizar los triglicéridos a di- y mono-glicé-
ridos y 4cidos grasos libres, el método para determinar actividad de lipasa
en alimentos se basa en la valoracién del 4cido acético ]1bcrado

Reactivos:

—Substrato: triacetina 0,31 M, pH 6,2.
—Hidréxido de sodio 0,05 N.

Preparacion de la muestra:

Una cantidad..de muestra se trata con agua bidestilada a 30°C en una
mezcladora eléctrica Waring Blendor, se centrifuga o filtra y el sobrenadan-
te constituye el extracto enzimdtico. '

Procedimiento:

En un matraz Erlenmeyer se colocan 48,0 ml del substrato triacetina y
se agrega una ‘alicuota del extracto enzimdtico; ambos deben estar previa-
mente a 30°C, manteniendo a esta temperatura la mezcla final durante 30
minutos. , .

El 4cido liberado se titula con NaOH 0,05 N, ajustando el pH a 6,2 con
ayuda de un potenciémetro.

Unidad enzimdtica:

Una U corresponde a la cantidad de enzima que bajo las condiciones de
ensayo libera 1 micromol de 4cido acético/min.
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16. DETERMINACION DE LIPOXIDASA (65).

La lipoxidasa cataliza especificamente la oxidacién de los grupos metile-
nos de 4cidos grasos insaturados como linoleico, linolénico y araquidénico
y sus ésteres, a los respectivos peréxidos. Tanto el método espectrofotomé-
trico desarrollado por Holman y Burr como el método de Bergstrom (55) se
basan en medir el aumento de absorcién a la luz UV, a 2% nm cuando la
lipoxidasa acttia sobre estos 4acidos grasos. El aumento del peak se rela-
ciona con la cantidad de peréxido formado, siendo proporcional al tiempo
y a la concentracién de enzima.

Fundamento:

Se basa en medir la absorbancia que se produce por la oxidacién del li-
noleato, a2 234 nm.

Reactivos:

Substrato: Disolver 0,1 ml de 4cido linoleico en 60 ml de etanol al 65%,.
Diluir a 100 ml con agua destilada bajo suave agitacién hasta obtener una
buena dispersién. Al momento de usar el substrato, éste debe diluirse con
5 vol. de tampén de borato 02 M, de pH 9,0.

Preparacion de la muestra:

Generalmente el material a ensayar (principalmente poroto de soya y se-
millas de garbanzos) debe lavarse previamente con éter de petrdleo y man-
teniendo las muestras en botellas cerradas en el refrigerador. Una cantidad
de muestra pesada se homogeneiza con solucién tampén de borato, de pH
9,0. Luego se centrifuga o filtra, usandose para la determinacién el liquido
transparente. :

Procedimiento:
En una cubeta se colocan 2,0 ml de substrato y se procede a oxigenar du-

rante unos pocos minutos. A continuacién, a tiempo 0, se agrega 1 ml de la

solucién enzimdtica y a un minuto de intervalo se registra la absorbancia
a 2%4 nm. : -

Se grafica la absorbancia versus tiempo, debiéndose obtener una linea rec-
ta; se calculan los cambios de absorbancia por minuto.

Unidad enzimdtica:

1 U es el aumento de absorbancia de 0,001 por minuto bajo las condicio-
nes especificas de ensayo a 25°C.

16.1. DETERMINAGION DE ACTIVIDAD DE LIPOXIDASA EN HARINA DE sOvA (69).
Fundamento:

El método se basa en determinar la lipoxidasa por adicién de un aceite
vegetal y en valorar los peréxidos formados por yodometria.

87



Procedimiento:

100 g de aceite fresco de semillas de algodén se colocan en un matraz de
doble pared, entre la cual se hace circular agua para mantener la tempe-
ratura a 20°C. '

Se agrega exactamente 0,5 g de harina de soya, suspendida en 50 ml de
agua destilada. Se agita la mezcla durante 20 minutos con agitador y se cen-
trifuga, agregando previamente un poco de sal para facilitar la separacion
de las fases de agua y aceite en forma clara. Logrado esto, se pesan 5 g de
aceite limpido, se colocan en un vaso y s¢ agregan 50 ml de una mezcla de
cloroformo y 4cido acético (40 + 60). Luego se agrega 1 ml de solucion
acuosa saturada de yoduro de potasio, se mezcla bien y se deja en reposo
por 5 minutos. Ahora se agregan 100 ml de agua destilada para detener la
reaccién y se titula el yodo Liberado con tiosulfato de sodio 0,1 N, usando
almidén como indicador.

A la vez se corre un blanco, usando 0,5 g de harina de soya, calentada a
100°C. Se resta el gasto de la titulacion del blanco de aquél de la titula-
cién de la muestra con la enzima activa. El aceite de semilla de algodén
da generalmente un blanco de 0,2 a 0,3 ml de tiosulfato 0,1 N, y el valor
de la lipoxidasa es generalmente de 4 a % ml de tiosulfato 0,1 N.

17. DETERMINAE?ION DE UREASA (53).

Fundamento:

Como la reaccién que cataliza esta enzima sobre la urea es la liberacién
de amoniaco, la determinacién se basa en la cuantificacién de éste, bajo
las condiciones de ensayo.

Reactivos:

_Substrato: solucién de urea 0,17 M en agua bidestilada, a 30°C
(pH 6,1).
—HC1 0,1 N.

Prepamcidh del extracto problema:

Fl material a ensayar (poroto de soya) se muele, y se extrae la enzima con
agua destilada a temperatura de 30°C. Se filtra o centrifuga, usandose el
sobrenadante para la determinacién de la actividad enzimatica.

Procedimiento:

Se colocan 50 ml del substrato en un matraz Erlenmeyer y a continuacion
se agrega una alicuota del extracto en estudio, manteniendo la mezcla 2
30°C por espacio de 10 minutos. _

Se valora el amoniaco liberado con HCI 0.1 N, ajustando el pH a 6,1
con ayuda de un potenciémetro.

Unidad enzimdtica:

1 U corresponde a la cantidad de enzima que bajo las condiciones de
ensayo disocia 1 micromol de urea por minuto.
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UNIDADES ESPECIFICAS PARA ALGUNAS ENZIMAS USADAS
EN ALIMENTOS (43, 53).

Alfa-amilasa (bacteriana, pancredtica) y Beta-amilasa:

1 Unidad = cantidad de enzima que, bajo las condiciones del test, libera
un microequivalente de grupos reductores (de los enlaces glucosidicos) por
minuto (calculado como maltosa) .

Alfa-amilasa (de vegetales) :

1 Unidad (SKB) = cantidad de enzima que bajo las condiciones del test
desdobla a 30°C 1 g de amilodextrina en 1 hora, de modo que por adicién
de yodo se obtenga igualdad de coloracién con un color estindar.

Amiloglucosidasa y Celulasa:

1 Unidad = cantidad de enzima que bajo las condiciones del test libera

1 microequivalente de grupos reductores por minuto (calculado como glu-
cosa) .

Celulasa:
1 Unidad“’= cantidad de enzima que bajo las condiciones del test y a
35°C hace bajar la viscosidad de carboximetil-celulosa de 400 a 300 cp en

1 hora.

Glucosa-oxidasa:

1 Unidad = cantidad de enzima que bajo las condiciones del test cata-
liza la transformacién de 1 pmol de substrato por minuto.
1 Unidad = la cantidad de enzima que bajo las condiciones del test a

30°C, a pH 5,9 y con exceso de catalasa produce la captacién de 100 mm
de Oz sobre el substrato de glucosa.

Invertasa:

1 Unidad = cantidad de enzima que bajo las condiciones del test y a
20°C hidroliza el 779, de la sacarosa aplicada.

Catalasa (fGngica, bacteriana, animal):

1 Unidad (Baker) = cantidad de enzima que bajov las condiciones del
test y a 25°C desdobla 266 mg de perdxido de hidrégeno por minuto.

Lactasa (fungica):
1 Unidad = cantidad de enzima que bajo las condiciones del test libera

por minuto 1 micromol de o-nitrofenol a partir de o-nitrofenol-beta-D-ga-
lactésido.

Lipasa (pancreatica, fungica):

1 Unidad = cantidad de enzima que bajo las condiciones del test libera
a partir del substrato 1 microequivalente (micromol) de dcido por minuto.
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Pectinasa - (bacteriana) :

1 Unidad = cantidad ‘de enzima que bajo las condiciones del test y a
30°C produce en un substrato de pectina de Citrus un aumento de extin-
cién de AE = 0,01 por minuto a 235 nm.

Proteasas:

En general, se usa la Unidad Anson (véase pag. 13) con hemoglobina
como substrato. Ademds:

a) Vegetal (papaina, bromelina, ficina): 1 Unidad NF (National For-
mulary) = cantidad de enzima que, bajo las condiciones del test y a 40°C
libera 1 pg de tirosina por hora, a partir de un substrato de caseina.

b) Fingica: 1 Unidad HUT = cantidad de enzima que bajo las con-
diciones del ensayo y a 40°C libera 1 ug de tirosina por ml y minuto a pa1
tir de substrato de hemoglobina.

¢) Bacteriana: 1 Unidad (PC) = cantidad de enzima que bajo las con-
diciones del test y a 87°C libera 1 ug de tirosina por minuto a partir de
caseina.
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