5. LAS ENZIMAS

5.1. Introduccién

Las enzimas son proteinas globulares que actian como catalizadores biolégicos, es decir,
incrementan la velocidad de una reaccién bioquimica. No se consumen durante la mismayy,
en general, presentan un alto grado de especificidad: cada enzima cataliza un dnico tipo de
reaccién qul'mica, o en el caso de ciertas enzimas, reacciones muy semejantes.

La mayoria de las reacciones en organismos vivos no ocurririan a velocidad apreciable sin
catdlisis. Las enzimas incrementan la velocidad de las reacciones bioquimicas entre 10% y
10%° veces, comparado con la velocidad a la que ocurriria la reaccién espontdneamente.

En una reaccién catalizada enzimdticamente, la enzima se combina temporalmente
con el reactivo o el sustrato (S), formando un complejo enzima-sustrato (E—S). En-
tonces, a medida que la reaccién avanza, el producto (P) se libera y la enzima (E) vuelve
a su estado original:

E+SSESSE+P

La enzima es, generalmente, mds
grande que el sustrato y la combinacién |
de la enzima y el sustrato depende, nor- !
malmente, de fuerzas débiles, tales como |
puentes de hidrégeno, fuerzas de van der |
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quena parte de la enzima a la que se une
el sustrato se conoce como el sitio activo
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de la enzima. ' ;

En forma general, cada molécula de ~ "7mmmmommmomommommmmmmm s e o me oo
enzima es capaz de transformar, en cada segundo, de 100 a 1000 moléculas de sustrato en
producto. El nimero de estas moléculas transformadas en producto por molécula de enzima
en cada segundo, se conoce como niimero de recambio.

Algunas enzimas se asocian con estructuras de cardcter no proteico, denominadas cofac-
tores, que son necesarias para su funcionamiento. Entre ellos encontramos iones metdlicos
como el Zn** o el Fe**, y también moléculas orgdnicas que se denominan coenzimas.

5.2. Nomenclatura

En general, se han nombrado a las enzimas de manera empirica y poco sistemdtica, ya sea,
tomando como base el sustrato sobre el que acttia y colocando la terminacién —asa (por ejemplo
proteasa, que es una enzima que hidroliza proteinas destruyendo en enlace peptidico entre dos
aminodcidos) o haciendo alusién a la reaccién quimica genérica que cataliza (reductasa, hidro-
lasa, que aceleran reacciones de reduccién quimica e hidrélisis, respectivamente).



L4

5.3. Modelo de la accién
de las enzimas

La forma en que se une la enzima con el sus-
trato para catalizar las distintas reacciones ha
sido explicada por distintos modelos. Entre
ellos mencionaremos los dos siguientes:
5.3.1. El modelo de la "llave-cerradura”

La alta especificidad de las enzimas condujo a
Emil Fisher en 1894 a deducir que ambas mo-
léculas (enzima y sustrato) se complementan ge-
ométricamente, y sus formas moleculares
encajan, exactamente, una con otra. Esto se conoce, comdn- .-"7 "7t otmooooooooooooooos
mente, como el modelo de " llave-cerradura”, en el que la
sultado de esto, la estructura proteica que compone el sitio
activo puede ser modificada en su estructura espacial, para

enzima es una especie de cerradura y el sustrato una llave que
encaja de forma perfecta en la cerradura. Sin embargo, si
lograr posiciones precisas que permitan a la enzima encajar ‘\ | Figura 1. Modelo de llave-cerradura.
en el sitio activo y llevar a cabo su funcién catalitica.

bien este modelo explica la especificidad de las enzimas (una
enzima para cada sustrato y para cada reaccién en condicio-
nes definidas de temperatura, fuerza idnica y pH), falla al
explicar la estabilizacién del estado de transicién (E-S) que
las enzimas logran.

5.3.2. El modelo del encaje inducido

En 1958 Daniel Koshland sugiere una modificacién al
modelo de la llave-cerradura. Postula que las enzimas son es-
tructuras bastante flexibles y, entonces, el sitio activo puede
ser reformado por la interaccion con el sustrato. Como re-
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5.4. Cuantificacion de . e brewe  rginase
la actividad enzimatica 100

La velocidad de una reaccién enzimi-
tica se mide por la cantidad de pro-
ducto formado en unidad de tiempo.
Hay muchas variables que pueden in-
fluir en la actividad enzimdtica. Las
mds importantes son:

% de méxima actividad enzimdtica
w
3

5.4.1. pH y concentracién iénica
La actividad enzimdtica se halla vincu- pH
lada con el estado iénico de la molécula \ | Gréfico 1. Variacién de la actividad enzimitica con el pH. |
y, especialmente, de la parte proteica, S~ o- oo -
puesto que las cadenas polipeptidicas contienen grupos que pueden ionizarse (principalmente
grupos carboxilos y aminos de los aminodcidos constituyentes) en un grado que depende
del pH existente. El pH 6éptimo de las enzimas varia ampliamente, pero la gran mayoria
tiene su pH 6ptimo entre 4 y 8. Por otra parte, mientras algunas enzimas muestran una am-
plia tolerancia a los cambios del pH, otras trabajan bien, s6lo, en un rango estrecho. Cual-
quier enzima que se someta a valores extremos de pH, se desnaturaliza

___________________________~
e

5.4.2. La temperatura

La temperatura éptima para la mayoria de las reacciones enzimaticas se halla entre 30°C
y 40°C. Al aumentar la temperatura, la velocidad de reaccién aumenta y, para casi todas las
enzimas, un incremento de 10°C duplica e incluso triplica la velocidad de reaccién. Sin em-
bargo, ese mismo aumento de temperatura acelera también la inactivacién de la enzima por
desnaturalizacién térmica.

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 &tomos componentes,
fenémeno que dana la estructura tridimensional.

La mayoria de las enzimas son, pues, muy termoldbiles y, habitualmente, es suficiente apli-
car una temperatura de 40 a 80°C por 2 a 5 minutos, a fin de destruir su actividad.

Figura 3. Papines, coliflor y
chauchas supercongelados,
blanqueados previamente.
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La reversién de la desnaturalizacidn es un proceso lento, pero durante el almacenamiento
prolongado de los alimentos procesados, existe tiempo suficiente para la regeneracién de-
tectable de algunas enzimas. De esta manera, la estabilidad de los alimentos con respecto al
dano de estos por las enzimas es una funcién tanto de la "profundidad” de la inactivacién
térmica como del tiempo y condiciones de almacenamiento.




5.4.3. La disponibilidad de agua

La disponibilidad de agua, medida como actividad de
agua (ver capitulo “La Quimica en los Alimentos”), tiene !
una fuerte influencia sobre la velocidad de las reacciones. |
La actividad enzimdtica aumenta al aumentar el conte- i
nido de "agua libre" y ello ocurre, no sélo en las reacciones |
hidroliticas en las que el agua es uno de los reactantes ob- i
vios, sino también en las reacciones no-hidroliticas. '

En la prictica es de gran importancia el efecto delacan- ™~

Figura 4. Pollo (alta aw, alimento perecedero) y
aziicar (baja aw, alimento no perecedero) !

tidad de humedad de los alimentos sobre la velocidad de la reaccién enzimdtica. Incluso en los
alimentos denominados desecados la accién enzimdtica procede a una velocidad medible.

5.5. Las enzimas en los alimentos

Las enzimas pueden ejercer, segtin las circunstancias del caso, una accién deseada o no de-
seada desde el punto de vista de la tecnologia de alimentos. La diferencia entre un efecto be-
neficioso o desfavorable sobre los alimentos que pueden resultar de estas acciones enzimaticas
puede ser, a veces, sutil, dependiendo de la intensidad de la reaccién enzimdtica.

5.5.1. Efectos beneficiosos de la accién enzimdtica

Entre estos pueden mencionarse las complejas reacciones
enzimdticas que determinan la rigidez cadavérica y la poste-
rior maduracién de la carne y productos derivados, con las
respectivas modificaciones de las caracteristicas de su tejido
muscular. Por otra parte, la preparacién de la malta o cebada
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 ac-
cién de las enzimas del cereal y de la levadura y la madura-
cién de la crema, de los quesos y de las frutas, son otros

Figura 5. Las enzimas intervienen en
‘. | la fermentacién de masas panarias. ’
s

tantos ejemplos de procesos que serfan imposibles sin la valiosa intervencién de enzimas.

5.5.2. Efectos no deseados o deterioros pro-
ducidos en alimentos por accién enzimdtica

1
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Entre estos efectos, deben mencionarse los fenéme- !
nos de pardeamiento de los alimentos (ver actividad i 1
experimental N° 28), los cuales se manifiestan por la !
aparicién de manchas oscuras en el tejido vegetal (par- |
deamiento enzimdtico). Los compuestos de la reacciéon '\‘
no son téxicos pero, la preocupacién de los tecnélogos -

Figura 6. El Pardeamiento de papas.
Mantener cortadas es un efecto no deseado. 7

es el aspecto, color y presentacion de frutas y verduras, que indudablemente tienen gran

importancia comercial y culinaria.

Durante el procesamiento de productos tanto animales (matanza) como vegetales (frutas,
hortalizas, molienda de cereales), la destruccién de los tejidos por accién, generalmente me-




cdnica, puede liberar enzimas de sus estructuras tisulares. Las consiguientes transformaciones
metabdlicas no controladas pueden conducir entonces, a veces, a reacciones enzimdticas que
van en desmedro de la calidad del alimento. Asi, la lipoxidasa puede dar origen a productos
de oxidacién de los lipidos que generan sabor rancio o amargo en derivados de cereales y
también destruir los carotenos (pigmentos de color naranja presente en vegetales). También,
una excesiva proteolisis enzimdtica puede conducir a un deterioro del tejido, como sucede
en la putrefaccién de productos cirneos y marinos.

Por otra parte, el reblandecimiento exagerado o la pérdida de consistencia de frutas y hor-
talizas 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 sustrato, las pectinas (polisacirido que brinda estructura rigida a las paredes celulares
de los vegetales) Pero, al producirse la ruptura celular en el fruto alterado se genera, entonces,
su reaccién de deterioro.

5.6. Uso de enzimas exégenas en industrias de alimentos

A continuacién se describe el uso de enzimas agregadas en diferentes etapas del proce-
sado de alimentos, en la industria molinera y panadera, la industria de carnes y derivados
y la lechera.

5.6.1. Industria molinera y panadera

* Alfa y beta-amilasa.

La enzima alfa-amilasa cataliza la hi-  --======---mmmmmm e -
drélisis de la cadena lineal (amilosa) y
la ramificada (amilopectina) del almi-
dén, rompiendo enlaces 1,4 interiores
(endoamilasa) para formar una mezcla
de dextrinas; por ello, se la conoce
como enzima dextrinogénica con poca

/" a-Glucosidasa
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Por su accién, la alfa-amilasa genera
fragmentos menores que pueden ser uti-
lizados por la enzima beta-amilasa.

La beta-amilasa actda sobre la ami-
losa y amilopectina del almidén hidro-
lizando las uniones o (1_4)’ dando ‘. | Figura 7. Accién de las amilasas. ‘
maltosa (disacdrido reductor formado — ~= - m oo -
por la unién o (1-4) de dos moléculas de glucosa). Mientras la amilosa es transformada
totalmente en maltosa, la cadena ramificada de la amilopectina se conserva en un 40-

45% sin hidrolizar.

El uso de la alfa-amilasa para mejorar el valor panificador de harinas se basa en el hecho
de que un adecuado y mantenido desprendimiento de diéxido de carbono depende de la
cantidad de maltosa y glucosa fermentables que estén presentes en la masa, cuya formacién



depende, a su vez, de la accién sincronizada de la alfa- y la
beta-amilasa.

La presencia de una cantidad suficiente de alfa-amilasa
durante el esponjamiento y fermentacién de la masa, pro-
mueve la produccién de mayor contenido de azicares fer-
mentables en la masa, lo que conduce a una aceleracién de
la fermentacién, un mayor desprendimiento gaseoso y un
aumento del volumen y textura del pan con una miga de
porosidad mds fina y de costra mds uniforme y coloreada.

Su adicién debe ser bastante cuidadosa para evitar una so-
breproduccién de dextrina residual y con ello una miga go-
mosa y pegajosa.

* Proteasas

Generan el desdoblamiento hidrolitico de proteinas y
péptidos hasta aminodcidos. La conveniencia de agregar
proteasa queda, generalmente, restringida a harinas de trigo
duro, ricas en gluten; mientras que, en harinas pobres o me-
dianamente ricas en gluten puede originar un reblandeci-
miento exagerado de la masa.

En los casos en que la adicidén de proteasa es conveniente,
se produce una mayor extensibilidad y elasticidad de la masa.
El pan resultante adquiere mayor volumen por una mejor re-
tencion de gas, mejorando su textura y simetria, como tam-
bién sus condiciones de conservacién y atin de aroma.

5.6.2. La industria de la carne y derivados

* Proteasas microbianas
Producen la ruptura de enlaces peptidicos promoviendo la
produccién de carnes mds blandas.

Durante el proceso de maduracién de la carne, que sigue
al de rigidez cadavérica, las transformaciones causadas por
las catepsinas (proteasas) suministran a la carne una textura
blanda, jugosa, masticable, de sabor agradable y apta para
la coccidn y digestion. Como esta maduracién natural suele
ser prolongada (12 dias), se puede acelerar artificialmente
mediante la adicién de proteasas tales como la papaina, para
asf aumentar la ternura de la carne. Al atacar por protedlisis
las fibras musculares y/o los componentes del tejido conec-

Figura 8. “Falling number”, instrumento
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Figura 9. “Gluten index”, aparato que
permite medir la cantidad y calidad del
gluten de una harina.
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Figura 10. Las carnes envasadas al
vacio pueden mejorarse por agregado
+ | de proteasas.
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tivo (por ejemplo coldgeno) se logra una ruptura de los enlaces peptidicos de las proteinas y

con ello el ablandamiento de la carne.

En la carne liofilizada la aplicacién de estas proteasas tiene el efecto de facilitar la rehidra-
tacién, al aumentar, por la protedlisis, la capacidad de fijacién de agua.




5.6.3. La industria lechera

* Reninay pepsina

Por maceracién de trozos de estémagos de terneros (alimentados sélo con leche) en agua
salada, se obtiene el llamado cuajo, cuyo principio activo es la enzima renina. Si los ter-
neros ingieren leche y también forraje,
se va formando pepsina, la cual consti-
tuye en el animal adulto la proteasa més
activa del estémago.

El empleo de estas enzimas en la ela-
boracién de quesos genera la coagula-
cién de la leche en presencia de sales de } Ny .
calcio, con formacién de la "cuajada”. .| Figura 1. Accién de las amilasas. ’

* Enzimas coagulantes de origen microbiano

Debido a la mayor demanda mundial de carne como alimento, no resulta, actualmente,
muy econémico matar terneros ain no destetados para obtener el cuajo. Ademds de la pep-
sina, a veces, en mezcla con la renina, se estdn aplicando en queseria, cada vez en mayor es-
cala, enzimas coagulantes de origen microbiano.

* Enzimas auxiliares de la maduracién de quesos . .
Para abreviar el proceso de maduracién y mejorar |
la calidad de los quesos se recurre a la aplicacién
adicional de lipasas y proteasas. Las primeras hidro- |
lizan triglicéridos liberando dcidos grasos y las pro-
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teasas hidrolizan proteinas produciendo péptidos y

aminodcidos. Cuando los aminodcidos, péptidos y P

-
dcidos grasos son de bajo peso molecular, generan -
aromas caracteristicos que son atributos muy apre- Figura 12. Proteasas y lipasas afectan
ciados en un buen queso. \\~ la calidad de quesos maduros. —/,
e Lactasa e -

Cataliza la hidrélisis de la lactosa (disacdrido) en
glucosa y galactosa (monosacdridos), siendo estos
ultimos, mds dulces que la lactosa y mds ficilmente
asimilables. Esto se aplica en la elaboracién de le-
ches deslactosadas, destinadas a personas que pre-
sentan intolerancia a la lactosa por déficit de su
lactasa intestinal.
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Figura 13. Envase de leche

parcialmente deslactosada. S

~

5.6.4. La industria cervecera 8

* La preparacién de la malta
Tiene por objeto lograr la transformacién de los componentes proteicos y amildceos in-
solubles de la cebada en otros tantos solubles en el proceso de germinacién. Estos compo-



nentes solubles pasardn, posteriormente, al caldo de fer-
mentacién (mosto indirecto). Mientras que esto sucede en
la malta verde, por la actividad ejercida por las proteasas
y amilasas propias del cereal, durante la germinacién de
la malta y la posterior incorporacién de agua, resulta con-
veniente una suplementacién enzimdtica (enzimas exdge-
nas), tales como amilasas y proteasas.

-

* Proteasas -
Otra aplicacién importante de proteasas‘vegetales omi- Elf;r;alsin Ia elaboracién de cervezas. ./
crobianas tiene lugar en la cerveza ya terminada, suscepti-  ~~ - ________ -
ble de experimentar enturbiamientos de origen no biolégico que le pueden comunicar un
aspecto desagradable. Los factores causantes de estos enturbiamientos son el oxigeno, la
luz, el calor, trazas metdlicas y, especialmente, la presencia de proteinas de alto peso mo-
lecular, provenientes ya sea de la cebada o de la levadura. Estas proteinas coagulan por in-
fluencia 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 precipitacio-
nes o enturbiamientos.

* Amilasas
También puede recurrirse a una adicién de amilasas a la cerveza para mejorar su estabi-
lidad y lograr, a la vez, un desdoblamiento mayor de las dextrinas.
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