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RESUMEN

1. RESUMEN

E!l objetivo de este trabajo fue hacer una caracterizacion térmica de la
lactoperoxidasa en la leche y determinar la actividad en productos lacteos sometidos a
diferentes tratamientos térmicos. En primer término se estudi6 el efecto de la temperatura
sobre la actividad de la enzima tanto en leche como en ‘suero, encontrandose que la
temperatura optima de la enzima esta alrededor de 50°C, tanto en suero como en leche.
Por su parte, las energias de activacion de la reaccion enzimatica en suero y leche fueron
8178.78 cal/mol y 704187 cal/mol respectivamente, en tanto que los valores de las
energias de activacion para la desnaturalizacion fueron 58174.38 cal/mol en leche y
54592.56 cal/mol en suero.

También se estudié el efecto del calentamiento sobre la actividad de la enzima en la
leche, encontrindose que ésta es muy estable a la temperatura cuando los tratamientos
aplicados son menores de 70°C. Asi mismo, se encontré que Ia lactoperoxidasa comenzd a
ser sensible a pequefios cambios en la temperatura a partir de fos 70°C. Por ofra parte, se
determiné que €l valor de Z fue 3.3°C para un intervalo de temperaturas entre 68°C y
70°C: dicho valor coincidié con lo reportado por Barrett y col.(1998).

El efecto de la concentracién de calcio sobre actividad de la lactoperoxidasa
también fue estudiado, y no se observd un efecto significativo de dicho catidon sobre la
actividad de la enzima.

En cuanto a los productos lacteos analizados, se encontrd actividad de
lactoperoxidasa en las leches pasteurizadas y en las leches reconstituidas, aunque la
actividad presente en estas Gltimas fue mucho menor que en el caso de las leches
pasteurizadas. Por otra parte, en leches ultrapasteurizadas, leches en polvo y en yogures no

se encontrd actividad de esta enzima.

[¥L]



INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

La lactoperoxidasa es la enzima mas abundante en la leche. Biclogicamente, es
importante, ya que junto con el tiocianato y el perdxido de hidrégeno, integran el sistema
antimicrobiano natural presente en leche, conocido como sistema lactoperoxidasa (SLP). En
dicho sistema, la lactoperoxidasa cataliza la oxidacion del tiocianato en presencia de
peréxido de hidrogeno, a hipotiocianito principalmente, el cual es un agente antimicrobiano
para microorganismos patogenos, tales como: Escherichia coli y Salmonella typhymurium.

El SLP contribuye al mantenimiento de la calidad de la leche bronca de manera
natural. Asi mismo, existen evidencias que sugieren que tal vez se encuentre activo en otros
productos lacteos, tales como la leche pasteurizada, ya que se ha observado al emplear
sistemas de alta temperatura y tiempos cortos (HTST), se obtiene una leche que mantiene
mejor calidad que aquella que ha sido tratada a 80°C. La explicacion a este fendmeno podria
estar relacionado con el SLP ya que a 72°C 15s la lactoperoxidasa solo es parcialmente
destruida, en tanto que a 80°C es inactivada.

La lactoperoxidasa no sblo es importante por su actividad biologica,
tecnolégicamente se emplea como un indice de calidad de los tratamientos térmicos
aplicados a la leche. Por todo lo anteior, el estudio de las caracteristicas térmicas de la
lactoperoxidasa es muy importante, sin embargo, en la literatura son pocos los estudios
acerca de dicho tema, y mas escasos aGn son aquelios que profundizan en las caracteristicas
térmicas, y por si fuera poco, hay variabilidad entre los distintos autores.

El objetivo de este trabajo fire hacer una caracterizacion térmica amplia de la
lactoperoxidasa en la leche. Y dado que al parecer, la enzima tiene un sitio de alta afinidad
para ¢l calcio, se estudio el efecto de la concentracion de dicho cation sobre la actividad de
la lactoperoxidasa a varias temperaturas Finalmente, se midi6 la actividad de
lactoperoxidasa en productos lacteos comerciales, para tener una idea general acerca de los

tratamientos térmicos aplicados durante su elaboracion.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Leche

3.1.1 Definicién

Desde el punto de vista biolégico, la leche es una secrecién de las glandulas
mamarias de las hembras de los mamiferos (Santos Moreno, 1992), cuya funcion natural y
principal es la de ser el alimento de los mamiferos jovenes después det nacimiento, cuando
el desarrollo es ripido y no puede ser sustituida por otros alimentos, ya que ademis,
proporciona proteccion immunologica (Alais, 1991).

Desde el punto de vista fisicoquimico, la leche es un sistema coloidal constituido
por una solucién acuosa de lactosa (5%), sales (0.7%), y muchos otros elementos en estado
de disolucion, en donde se encuentran las proteinas (3.2%) en estado de suspencién y

materia grasa en estado de emulsion (Riel, 1991).
3.1.2 Composicién quimica

La composicion quimica de la leche no es constante, puede variar con factores
tales como la especie, la raza, el ciclo de lactacion, edad de la vaca, época del afio,
alimentacion, el clima, temperatura, ordefio y ambiente (Santos Moreno, 1992; Riel, 1991).

La leche es un alimento que estd constituido mayoritariamente por agua, grasas,
proteinas, azicares y minerales, también existen otras sustancias presentes en pequefias
concentraciones, tal es el caso de las enzimas, anticuerpos, hormonas y vitaminas. En la
tabla 3.1, se muestran los valores promedio de los constituyentes de la leche.

En cuanto a proteinas se refiere, las més abundantes son las caseinas ya que
representan el 78% del total, el resto estd integrado por la beta-lactoglobulina, alfa-
lactoalbiimina y otras (Santos Moreno, 1992).
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La leche también contiene la lactosa. Este aziicar es ¢l componente mas labil frente
a la accion microbiana, ya que bacterias de distintos tipos pueden transformar a la lactosa

en acido lactico y en otros acidos alifaticos (Alais, 1991).

Tabla 3.1, Composicién general de laleche

Componentes mayorsitarios
I Agua 86.69%
[} Materias grasas 3.9%
1] Proteinas y sustancias
nitrogenadas no proteicas 32%
[\ Carbohidratos 51%
v Sales D.9%
Componentes minoritarios
v Enzimas
vl Vitaminas
Vil Pigmentos (carotenos, xantofilas, ribofiavina)
1 Células diversas (células epiteliales, bacterias
y levaduras).
X Otros elementos {CO,, O2,Na, v otros gases)
Sustancias extraiias

Fuente: Riel, 1991,

3.1.3 Enzimas de la leche

Las enzimas son biocatalizadores secretados por las células vivas. Quimicamente,
son proteinas con puntos isoeléctricos caracteristicos y con diferente vulnerabilidad frente a
agentes desnaturalizantes tales come: calor, sales, alcohol, etc. Presentan propiedades
especificas para catalizar determinadas reacciones de descomposicion, de sintesis o de
transformacion. Cada una de estas tiene una temperatura y un pH Optimo a la cuai

alcanzan una actividad maxima (Riel, 1991).
En la leche se ha demostrado la presencia de numerosas enzimas, las cuales podrian

ser excretadas por los tejidos mamarios y liberados con los demas componentes sintetizados
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en la glandula, excretadas por microorganismos comunes en leche o deberse a la presencia
de leucocitos y organelos de las células (Santos Moreno, 1992).

Las enzimas no estan distribuidas homogéneamente en la leche. Muchas se
encuentran principaimente en el suero, tal es el caso de la catalasa, lactoperoxidasa,
ribonucleasa, y-glutamiltransferasa, N-acetil-B-D-glucosaminidasa, «-manosidasa, etc.
Otras se encuentran asociadas a 1a micela de caseina, por ejemplo: proteasas y lipasas. Por
su parte xantin oxidasa, se halla principalmente en la fase grasa (Andrews, 1991).

Muchas de las enzimas de Ia leche son importantes desde el punto de vista
tecnologico, por ejemplo: 1a lipasa, fosfatasa alcalina y la lactoperoxidasa, Otras, como en
el caso de la lisozima, lactoferrina y nuevamente fa-lactoperoxidasa resultan interesantes
por su actividad bactericida (Alais, 1991).

“En la tabla 3.2, se muestran las enzimas que tienen actividad biologica importante
en la leche '

‘Fabla 3.2 Enzimas con actividad biolégica en la leche

Enzima Accifn
Profeinasa (Plasmina, trombina, Defectos en textura y estabilidad
catespina D). en leche y productos licteos
Lipasa Produccién de sabores
desagradables y rancidez
Fosfatasa alcalina Indice de pasteurizacion
Fosfatasa dcida
Lactosa sintetasa Biosintesis de lactosa
v-Glutamiltranspeptidasa Participa en 1a sintesis de
proteinas
Superdxido dismutasa Antioxidante, inhibidor de
radicales iibres
Xantin oxidasa Pro-oxidacion
Catalasa Pro-oxidante
Diagnostice de mastitis
Lactoperoxidasa Agente antibacterial
Pro-oxidacidn
N-acetilglucosaminidasa Diagnéstico de mastitis
Lisozima Agente antibacterial
Ribonucleasa
Rodanasa
Sulfhidrit oxidasa Reduccion de sabores a cocido

“Fuente: Andrews, 1991
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De todas las enzimias mostradas en la tabla anterior, las mas importantes tanto

tecnoldgica como biologicamente son las siguientes:

Lipasas

Son enzimas que hidrolizan triglicéridos de las lipoproteinas (Olivecrona y
Bengtsson-Olivercrona, 1991). Pueden desencadenar su actividad lipolitica en 1a leche con
tratamientos como la agitacién y Ja homogeneizacion. Su actividad depende del ciclo de
factacion. Alcanzan maxima actividad a pH 8,5. Se destruyen con ia pasteurizacioén. Son

sensibles a los rayos UV, cobre y enzimas proteoliticas (Santos Moreno, 1992; Riel, 1991).

Fosfatasas
Son enzimas que catalizan la hidrolisis de los ésteres glicerofosforicos. En leche hay

dos fosfatasas: una scida que alcanza un maximo de velocidad a pH 4.75 y otra alcalina
con un-pH-gptimo de 9. Esta iltima es muy imporiante desde el punto de vista
tecniolégico por su sensibilidad al calor: se inzctiva con un tratamiento témico de 62°C
ducante 15-20 minutos o 72°C  15-20s. Gracias a esta caracteristica, esta enzima es
ampliamente usada en el control en la pasteurizacion, ya que los tiempos de
desnaturalizacién de dicha enzima, coinciden con los tiempos de destruccion de

Micobacterium tuberculosis (Alais, 1991; Santos Moreno, 1992)

Proteasas
Son enzimas que hidrolizan las proteinas en péptidos més simples. Estos péptidos

pueden afectar las propiedades fisicas y reologicas. Ademds, pueden actuar sobre las
proteinas de la membrana del globulo graso, permitiendo que las lipasas actien sobre los
lipidos y generando con ello sabores a rancio por la lipolisis. Una de las proteasas mas
importantes es la proteasa alcalina de la leche, que hidroliza a las proteinas (principalmente
a B o k-caseina) y libera proteinas de menor peso molecular como las caseinas y. Esta
enzima se inhibe con algunos metales tales como el cobre, zinc, mercurio, el inhibidor de la
tripsina, clorometilcetona y parcialmente por magnesio, calcio, EDTA, o iodoacetato (Fox,
1991; Riel, 1991).
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Cuando la proteasa alcalina aciia sobre las proteinas de la feche se dan ciertos
cambios que pueden observarse en Ia feche, el queso o las soluciones de caseina que pueden
ser de gran importancia en la industria de los pl-'oductos Iacieos. Por gjemplo, en leche ultra
pasteurizada (UHT) se da un aumento de la viscosidad durante el almacenamiento.
Ademads, las propiedades necesarias para la queseria tales como tiempo de coagulacion,
fuerza de Ia cuajada y sinéresis de la cuajada, se van deteriorando probablemente por la
actividad de la proteasa alcalina (Fox, 1991).

La proteasa alcalina es una enzima con una alta resistencia térmica, razén por la
cual representa problemas en la industria de las leches UHT, y solamente es destruida al

aplicar un calentamiento a fa leche de 142°C durante 18s (Riel, 1991; Fox, 1991).

Xantin oxidasa
Es una metaloproteina que contiene hierro y molibdeno. Ests asociada a los

glébulos de grasa de la leche. Alcanza una actividad méxima a un pH entre 6-9, y se

inactiva por un tratamiento térmico de 72°C durante 20 minutos (Riel, 1991).

Amilasas
Son enzimas capaces de hidrolizar el almidon en dextrinas. En leche se encuentran

la o y B-amilasa. Se cree que probablemente son de origen sanguineo, este hecho es
importante porque la cantidad presente de esta enzima depende del estado patologico de la
vaca. Se ha visto que la cantidad de esta enzima en calostro ¥ en leches mastiticas es
elevada mientras que en leches viejas disminuye. Estas enzimas se inactivan con un

tratamiento térmico a 65°C por 30s.(Santos Moreno, 1992; Alais, 1991).

Catalasa
Enzima que descompone ¢l perdxido de hidrogeno en oxigeno molecular y agua. La

leche normal contiene solo una pequefia cantidad. Sin embargo, [a actividad de esta enzima
se incrementa cuando hay un aumento en la cantidad de leucocitos o bacterias, por lo
tanto, su cuantificacion se ha propuesto como un métedo para la identificacién de leches
mastiticas y calostro. La actividad de catalasa es maxima a pH 7 y destruye con

calentamiento 65°C, 30 minutos (Alais, 1991; Santos Moreno, 1992},

9
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Lisozima
Enzima que cataliza la ruptura del enlace entre el cido N-acetilmurdmico y N-

acetilglucosamina, de la pared celular de las bacterias gram negativas, provocande por ello
su destruccion. Tiene actividad bactericida contra numerosas bacterias. También libera en
el intestino azicares aminados, los cuales funcionan como factores de crecimiento para
Bifidobacterium sp., microorganismo que forma parte de la flora intestinal de los recién
nacidos y al cual se le atribuyen importantes ventajas como probidtico aun en personas
aduitas (Reiter, 1978; Alis, 1991; Riel, 1991).

Lactoperoxidasa
Fue la primer enzima que se encontrd en la leche, y es la mds abundante este

alimento; se encuentra en una concentracion de 30mg/L. Su pH dptimo es de 6.8. Es una
ferroproteina. Su deteccidn es la base de la prueba de Storen para detectar leches que han
sido sometidas calentamientos que han sobrepasado los 80°C y ﬁmbién para comprobar la
presencia de perdxido en fa leche. Forma parte del sistema lactoperoxidasa (Riel, 1991).

3.1.4 Minerales de Ia leche

La leche contiene una gran variedad de sales minerales, las cuales se encuentran en
una proporcién que varia de 3 a 10g por litro de leche (Alais, 1991). Los principales
minerales presentes en leche son el calcio, potasto, magnesio y sodio. Estos se encuentran
en su mayoria en forma de sales sofubies, y se encuentran formando sales con los
elementos acidos: proteinas, dcido citrico, fosfatos y cloro. En el caso de los fosfatos y
citratos de calcio y magnesio, se encuentran en forma coloidal asociada a fas caseinas (Riel,
1991} (Tabla 3.3).

La estabilidad de las proteinas de la leche depende en gran parte del equilibrio
iénico de la leche. Este efecto se debe principalmente a los elementos polivalentes; calcio
magnesio, fosfatos y citratos (Rief, 1991).

I.a concentracion de calcio soluble en leche estd relacionada con la concentracion
de citrato soluble, ya que este (itimo existe formando un complejo con el calcio. La mitad

10
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]
del fosfato inorganico existe como un coloide de fosfato de calcio y solamente una pequefia
cantidad  (6.6%) del calcio total, esta en forma soluble como i6n Ca’” (Varman y
Sutherland, 1994).
Tabla 3.3 Distribucign de minerales de 1a leche entre la fase coloidal y fa
fase setuble en porcentajes.
Minerales Fase soluble Fase coloidal
Calciototal - 33 67
Calcio (ionizado) 100 [i}
Clonuros 100 0
Citralos 94 6
Magnesio &7 33
Fasforo total 45 55
Fésforo inorginico 54 16
Potasio 23 7
Sodio 94 6
Fuente: Varman y Sutherland, 1994
|'
3.2 Sistema Lactoperoxidasa (SLP)
3.2.1 Antecedentes
En 1924, Hansen, observé que la leche fresca tenia un efecto bactericida en conira
de cierto tipo de bacterias y atribuyo este efecto a la presencia de enzimas oxidantes. Por su
parte Wright y Tramer en 1959 establecieron que Ia lactoperoxidasa estaba involucrada en
la inhibicion de ciertos cultivos iniciadores en leche. Jago y Morrison en 1962 demostraron
que ¢s necesaria la presencia de peréxido de hidrogeno, para poder observar un efecto
inhibitorio del crecimiento bacteriano. Reiter y col. en 1964, demostraron que el donador
de hidrégenos involucrado era el ton tiocianato  (SCN'). En 1977, Hoogendoom y col. ¥
> Thomas concluyeron que el hipotiocianito (OSCN) era et agente antibacterial formado por

la oxidacion (catalizada por la lactoperoxidasa} del tiocianato. En 1980 Bjorck v Claesson

Ii
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demostraron que el hipotiocianito generado enzimaticamente no tenia el mismao efecto
antibacterial que una mezcla optima de lactoperoxidasa, SCN' y H20; Finalmente, en 1982
Pruitt v col. con base en estudios polarograficos de la oxidacion de productos, concluyen
que los oxiacidos mayores del tiocianato también estan involucrados en el efecto

antibacterial (Bjorck, 1992; Reiter y Harnuly 1984).
3.2.2 Componentes del sistema lactoperoxidasa

El sistema lactoperoxidasa estd basicamente integrado por tres elementos:

lactoperoxidasa, tiocianato y perdxido de hidrogeno.

Lactoperoxidasa

Es una enzima que se encuentra en forma natural en la leche de vaca. Cataliza la
oxidacion de! tiocianato por ¢! peroxido de hidrogeno en hipotiocianito mediante la

siguiente reaccion global:

Lactoperoxidasa

W
2
: 4

SCNO" + Hy0

H20,
Tiocianato

El anién tiocianato (SCN') estd ampliamente distribuido en tejidos y secreciones de
animales (Reiter y Harnulv, 1984). En leche se han registrado valores de 0.02 y 0.15 mM,
dichas cantidades pueden variar dependiendo del tipo de alimentacion del animal.

Las fuentes principales de tiocianato son: los glucosinolatos y los glucosidos
cianogénicos. Estos compuestos se encuentran principalmente en vegetales del género
Brassica (familia Cruciferae), tales como col, coliflor, nabo, etc., estos vegetales son ricos
en glucosinolatos , los cuales por hidrolisis liberan al tiocianato y otros productos. Por su
parte, los glucosidos cianogénicos se encuentran en las papas, maiz, cafia de aziicar, yuca,

12
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mijo, chicharos, frijoles, y en la semilla de varias frutas Cuando los glucdsidos son
hidrolizados, generan cianuro, el cual reacciona con el tiosulfato (producto del metabolismo
de los aminoacidos sulfurados) y entonces es destoxificado por conversion a SCN™ La
enzima que cataliza esta reaccion es la rodanasa (Reiter y Hérnulv, 1984; Wolfoson y

Sumner, 1993).
Peroxido de hidrogeno

El peroxido de hidrogeno es el tercer componente del sistema lactoperoxidasa.
Generalmente se asume que la leche no contiene peréxido de hidrogeno. Aunque el tejido
mamario es metabolicamente activo durante la factacion, el peroxido de hidrogeno formado
es rapidamente reducido por la catalasa o la peroxidasa. Cuando estas enzimas son
inactivadas con azida, es posible detectar concentraciones nanomolares de peroxido de
hidrogeno generadas y esparcidas por los leucocitos polimorfonucleares cuando se
suspenden en leche (Reiter y Harnulv, 1984). Otra posible fuente de peréxido en leche es
el generado por la actividad metabolica de bacterias acido lacticas de los géneros
Lactobacillus, Lacfocucens y Streptococcus. Estas bacterias, pueden generar en condiciones
acrobicas  cantidades suficientes de peréxido de hidrogeno para activar el sistema
lactoperoxidasa.(Reiter y Harnulv, 1984; Wolfoson y Summner, 1993). En algunas ocasiones,
esto no es deseable ya que pueden inhibir a los cultivos iniciadores empleados en la
elaboracion de quesos y otros productos fermentados (Roginski vy col., 1984; Limsowtin,
1992; Nichol y col., 1995; Moate y col., 1996).

El peroxido también puede adicionarse directamente a la leche o generarse en
forma endogena mediante métodos quimicos o enzimaticos tales como: ia oxidacion de
acido ascorbico (Wolfosor y Sumner, 1993); empleando glucosa oxidasa o carbonato de
sodio pentahidratado (Dionisyus y col, 1992) o empleando lactasa y glucosa oxidasa

inmovilizadas (Garcia-Garibay y col., 1993).

13
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3.2.3 Activacién del sistema lactoperoxidasa

Para que el efecto antibacterial del sistema lactoperoxidasa se manifieste en la leche,
es de vital importancia que sus tres componentes: lactoperoxidasa, tiocianato y perdxido de
hidrogeno se hallen en las concentraciones correctas. Bjork (1978) observd que un efecto
antibacterial Gptimo se daba cuando se empleaban concentraciones equimolares  de
tiocianato y perdxido de hidrdgeno.

También es importante que en el medio no halla sustancias tales como la cisteina y
otros sulfhidrilos libres ya que estos inhiben al sistema (Beumer y col., 1985; Ekstrand y

col.,1985).

3.2.4 Modo de accién del sistema lactoperoxidasa

La mayoria de los investigadores coinciden en que el principal producto
intermediario de la oxidacién del 'SCN es el hipotiocianito (Wolfoson y Sumner, 1993).
Esta sustancia inactiva a las enzimas de algunas bacterias mediante la siguiente reaccion
global:

SCN —» OSCN/O-SCN
(Productos intermediarios
Hx02 de oxgdagion)

SH——— p 8-
(nactivacidn de enzimas metabdlicas)

Fueste: Limsowtin, 1992

Fl OSCN., inhibe el crecimiento, absorcién de oxigeno y produccién de acido
lictico. Ademas, inhibe enzimas bacterianas incluyendo la hexocinasa y Ila
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa {Wolfoson y Sumner, 1993), y por lo tanto un

ntimero de actividades metabélicas tales como la respiracion y la glucolisis se ven
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afectadas (Thomas y Aune, 1978). A

La oxidacion de grupos sulflhidrilo (-SH) de las enzimas y otras proteinas ha sido
considerada como la posible clave para la accién del sistema lactoperoxidasa, Se ha
observado que la membrana citoplismica de las bacterias expuesta al SLP es daflada
estructuralmente debido a la pérdida de iones K, aminoacidos y polipéptidos dentro del
medio. Subsecuentemente, el consumo de oxigeno, sintesis de purinas, pirimidinas,
aminoacidos asi también como la sintesis de RNA y DNA son inhibidas, produciendo

finaimente lisis en la célula (Wolfosony Sumner, 1993; Aguifar, 1990).
3.2.5 Efectos generales sobre las bacterias

Los diferentes grupos de bacterias muestran variacion en el grado de resistencia ante
el sistema lactoperoxidasa (Reiter y Hamulv, 1984). Por ejemplo, se ha visto que las
bacterias que crecen anaercbicamente parecen ser mas susceptibles al SLP que los
microorganismos aerobios (Wolfoson y Sumner, 1993). También se ha visto que ¢! efecto
del SLP en algunas bacterias gram positivas es bacteriostético, en tanto que en coliformes
es bactericida (Reiter y Hirnulv, 1984, Ridley y Shalo, 1990).

Existen varios reportes acerca de los mecanismos de resistencia al OSCN'". Estos
incluyen a una enzima que cataliza la reduccion de OSCN por el NADH y un incremento
en la célula de los grupos sulfhidrilo que rapidamente reducen el OSCN a SCN. Otra
posibilidad incluye nuevos mecanismos de sistemas de respiracién OSCN resistentes y un
mecanismo de transporte de azicar fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato, el
cual es resistente al OSCN” (Wolfoson y Sumner, 1993).

Mediante el mecanismo de accion mencionado, el sistema lactoperoxidasa inhibe a
una gran variedad de bacterias gram negativas, tales como Pseudomonas (Bjork y
ol.,1975), Fscherichia coli y Salmonella thyphimurium (Ekstrand y col., 1985, Banks y
Board, 1985). También ha demostrado que inhibe a Staphylococcus aurens (Garcta-
Garibay y col., 19953), Listeria monocytogenes {Denis y Ramet, 1989; Siragusa y Johnson,
1989; Eamshaw y Banks (1989), Aeromonas hidrofila (Santos y col, 1994);
Campilobacter jejuni (Beumer y col, 1985) y microorganismos psicrotrofos  y hongos

(Garcia-Garibay y col , 1993},
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3.3 Lactoperoxidasa

3.3.1 Definicion

Las peroxidasas estan definidas como enzimas cuya funcion principal es la de
oxidar moléculas a expensas del peroxido de hidrégeno (Reiter y Hirnulv, 1984), mediante

la siguiente reaccion global:

AH;+ H;0: »A + 2H0

Donde AH; y A son las formas reducida y oxidada respectivamente de un donador

apropiado de electrones (Bjork, 1992).

3.3.2 Distribucion

La lactoperoxidasa fue la primera enzima descubierta en la leche de vaca
(Alais, 1991), Es una enzima que se halla en ¢l suero principalmente (Chiu y Etzei, 1997) y
esta presente en la leche de muchas especies, por ejemplo: bovinos, porcinos, caprinos etc.,
y como es de suponerse, la cantidad presente en cada especie es diferente y varia ademas
con el estado de lactacion. En leche bovina hay aproximadamente 30 mg/L (Champagne
y Goulet, 1991; Bjork, 1992) mientras que en la leche de las cerdas de guinea hay 20 veces
mas enzima gue en la leche de vaca (Stephens y col., 1979).

La actividad de lactoperoxidasa también ha sido hallada en otras glandulas y
cecreciones humanas tales como saliva (Gotherfors y Marklund, 1975; Pruit y col., 1990),
moco cervical (Shindler y Bardsley, 1976); moco nasal y en tas lagrimas ( Bjork, 1992).

Las peroxidasas de la leche de cabra y oveja asi como la peroxidasa presente en la
saliva humana son inmunolégicamente similares a la lactoperoxidasa bovina. Sin embargo,
se ha visto que pueden tener diferencias en algunas de sus caracteristicas moleculares,

cataliticas y cinéticas (De y Banerjee, 1992).
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Se ha dicho que €l término lactoperoxidasa, puede ser inapropiado cuando se aplica
mas alla del sistema leche, por ejemplo, €l generalizar que todas las peroxidasas solubles
de las glandulas ectodérmicas de mamiferos y sus secresiones son también
lactoperoxidasas, sigue siendo inapropiado (De y Barneje, 1992). Sin embargo, en la

literatura muchas veces se ha aplicado el término indistintamente.

3.3.3 Estructura quimica

La lactoperoxidasa es una hemoglicoproteina, con un peso molecular de 78 kDa
(Bojork, 1992; De y Banerjee, 1992). Su estructura primaria es desconocida, sin embargo,
la informacion acerca de su estructura secundaria indica que el 65% de la molécula son
estructuras B, 23% existe como estructuras o y el 12% restante como estructuras no
coordinadas. Ademds, esta integrada por una sola cadena polipeptidica (Moldovenau y col,
1982) con 8 puentes disulfuro que contribuyen a la rigidez molecular (Bjork, 1992; Booth y
col, 1989).

Por otra parte, es importante sefialar que esta enzima tiene una aita afinidad por
calcio, el cual podria tener un pap'el importante tanto en su estabilidad como en sus

propiedades cataliticas (Boothy col., 1989).

3.3.4 Purificacién y analisis de Jactoperoxidasa

La purificacion de lactoperoxidasa es muy laboriosa y ademas de muy bajo
rendimiento ya que es preciso tratar 2 100 L de leche para obtener 2 g de lactoperoxidasa
cristalizada (Alais, 1991).

La lactoperoxidasa puede ser aislada a partir de suero de leche por  intercambio
cationico (Bjork, 1992, Chiu y Etzel, 1997).

Tradicionalmente, 1a actividad de lactoperoxidasa se ha medido
espec;ofotométﬁcamente usando un cromdgene como donador de electrones (Bjork,

1992). Originalmente se empleaban derivados de las bencidinas, por ejemplo: o-toluidina,
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pero debido a su alta toxicidad ya no son usados. También se ha empleado guayacol
(Pruitt y col., 1990), sin embargo, se ha visto que en las soluciones viejas de guayacol, se
pueden generar varios productos de oxidacion que pueden interferir en la reaccion entre
la lactoperoxidasa y el peroxido de hidrogeno (Mikinen y Tenovuo, 1982). Otra alternativa
para medir la actividad, es el empleo de  acido- 6-sulfénico- 2,2° Azino-di-
etilbenzotiazolina (ABTS) como cromdgeno {Childs y Bardesley, 1975, Shindler y
Bardsley, 1975; Pruitt y col.,1990).Este compuesto presenta muchas ventajas ya que es
relativamente no toxico y tiene una alta absorbancia en su forma oxidada (Bojork, 1992).

3.3.5 Factores que afectan la estabilidad de la lactoperoxidasa

Al igual que a todas las enzimas, la estabilidad de la lactoperoxidasa puede verse

afectada principalmente por factores tales como: pH, temperatura y la presencia de iones.

3.3.5.1 Efecto del pH

La lactoperoxidasa es una enzima muy estable al pH, resiste in vitro un pH de 3.
También se ha visto que es resistente al jugo géstrico (Wolfoson y Sumner, 1993). En
estudios realizados por Sato y col. (1992), demostraron que Ja enzima era estable en un
rango de pH 4-9, pero que era totalmente desnaturalizada a pH 2, dependiendo del tiempo
de incubacion. Aungue la lactoperoxidasa fue estable a valores de pH mayores de 4,
observaron que si recibia tratamiento térmico era estable solamente en un rango de pH
entre 5.6-7.7. E! pH optimo es de 6.8 (Riel, 1991). En cuanto al punto isoeléctico De y
Banerjee, (1992), reportan que esti entre 8.5-9.3, en tanto que Chiu y Etzel (1997) lo
establecen en un intervalo de 9.2-9.9.
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3.3.5.2 Efecto de la temperatura sobre lactoperoxidasa

La lactoperoxidasa es una enzima estable al calentamiento, sin embargo, su
actividad se reduce con el incremento de la temperatura y el tiempo de calentamiento
(Sato y col , 1992).

Es importante sefialar que existen estudios acerca de este efecto sobre la actividad
de lactoperoxidasa, sin embargo, existen ciertas diferencias entre unos autores y otros,
sobre todo en lo que se refiere a la temperatura exacta a la cual la enzima se inactiva y si la
enzima es renaturalizada o no después de haber recibido un tratamiento térmico (Tabla
3 4). Sin embargo, casi todos los autores coinciden en que la enzima pierde gran parte de su
actividad cuando se aplica un tratamiento entre 75 y 80°C. Tal caracteristica es muy
importante desde el punto de vista tecnologico, ya que ha sido empleada en la prueba de
Storch para identificar las leches que han sido sometidas a un calentamiento que ha
sobrepasado los 80°C (Riel, 1991).

Existen pocos estudios completos acerca de la termoestabilidad de lactoperoxidasa
en leche Griffiths (1986), realizd un estudio sobre la termoestabilidad de varias enzimas
de la leche, entre ellas la lactoperoxidasa, y encontrd entre otras c0sas que esta enzima era
la mas adecuada para la deteccion de tratamientos térmicos en leche en el orden de 76°C
por 15s.También observo que la enzima es virtualmente inactivada cuando se aplica un

tratamiento térmico de 78°C, 15s independientemente de la actividad inicial (Griffths,

1936).
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Tabla 3.4. Comparacién de los distintos resultados obtenidos sobre el efecto de la temperatura

sobre la actividad de lactoperoxidasa.

AUTOR OBSERVACION

Pien (1943) Establecio  se requeria de un tratamiento de 30°C durante 3.5 min. para
inactir ar a la lactoperoxidasa

Hazkey (1950} Reporid que la peroxidasa bovina es mactivada cuando se calentaba 70°C

Zhoras, 72°C 20 minutos o 74°C 7 minutos.

Guha v Roy (1973) | E! calentamiento de fa leche a 60°C. 60 minutos no destruyé a fa enzima.
Sin embargo. &sta si se destruy 6 cuando la temperatura de 1a leche se
incrementd praduaimente hasta 80°C durante 3 minutos. También
enconraron que en un tratamiento a {23°C durante 10-15 minutos. Ia
regeneracion de enzima no tuvo lugar,

Monget v Laviolette | Reportaron que la enzima era complelamente desnatvralizada por el
(1978) calentarniento a 80°C por 20s.

Shidlovskaya(1982) { Demostrd que ia Iactoperoxidasa nto era totalmente desnaturalizada con un
iratamiento a 80°C. 205,

Griffiths (1986) Reporta que en el calentamiento a 80°C durante 15s, la actividad de
lacioperoxidasa se reduje en un 40%
Kiermeier v Kayser{ Establece que dependiendo de la temperatura de inaclivacion, una parte de

(1960) la actividlad de lactoperoxidasa puede ser restanrada después del
almacenamiento.
Griffiths (1986) Concluye que la enzima es virtealmente inactivada cuando se aplica un

tratamienio térmico de 78°C, 13s independieniemente de la actividad
inicial. E! almaceramiento a 4°C por 24h no restaura la actividad de leche
que ha sido sometida previamente a tratamientos térmicos entre 65 vy 80°C
por 135s.

Alais (1991) Cita que la actividad de lactoperoxidasa puede ser regenerada en leche que
ha recibido un tratamiento UHT. Esta actividad se regenera poco a poco
durante el almacenamiento, sin embargo. no Hlega a los niveles de actividad
originales.

Sato ¥ col.. { 1992) Aplico tratamientos térmicos 65-80°C durante 10 minutos, y encontrd que
1a actividad residnal de la enzima era mayor, si estos tratamientos se hacian
en presencia de cloruro de sodio 0.1M.

Fuentes: Guha y Roy, 1973; Griffthis, 1986 ¥ Sato y col,, 1992

Existen algunos reportes respecto a la evaluacion del efecto de la temperatura sobre
la actividad de lactoperoxidasa en leche, determinando los parimetros D (tiempo necesario
para que s¢ destruya el 90% de la actividad de la enzima a una temperatura determinada) y
Z (el nimero en grados centigrados necesario para cambiar el valor de D en un factor de
10) Griffthis (1986), reportd el valor de Z (5.4°C) que €l obtuvo para un rango de

temperaturas entre 65 y 80°C; él comparé dicho resultado con los valores de  Z reportadas
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en la literatura, encontrando una gran diferencia entre los valores obtenidos por otros
autores. lo cual probablemente se debe a los diversos métodos y condiciones
experimentales empleadas durante las determinaciones. Por su parte Barrett y col. (1998),
estudiaron el efecto del calentamiento de la teche bronca empleando varias combinaciones
de temperatura y tiempo, y enconiraron que la lactoperoxidasa fue extremadamente sensible
a pequefios cambios de temperatura por arriba de 67°C. y determinaron los valores de Z

entre 2.8 y 3.5 (Tabla 3.5).

Tabla.3.5 Valores de Z para lactoperoxidasa

Autor Intervalo de temperatura | Valor Z (°C)
en ¢l gque trabajaron.
Pien. 1943 74-83 8
Griffthus. 1986 65-80 5.4
Banett v col.. 1998 67-75 2835

Fuente: Griffthis, 1986 ¥ Barret ¥ col., 1998,

3.3.5.3 Efecto de l1a concentracion de iones

Se ha visto que existen algunos iones tales como el calcio y el sodio que
contribuyen a la termoestabilidad de la enzima. Sato y col, (1992), encontraron que la
enzima fue mucho mas estable cuando el calentamiento sc daba en presencia de cloture de
sodio 0.1M. También demostraron que la actividad residual méaxima se daba en cloruro de
calcio con una fuerza ionica de 0.03, cuando la lactoperoxidasa era calentada 4 T0°C por 30
minutos. El mismo fendmeno fie observado con magnesio. Estos autores también
especularon que el mecanismo de termoestabilidad con cationes monovalentes podria ser
diferente que con calcio. Mas tarde esta hipétesis fue apoyada por Sciancalepore vy col.
(1996), quienes observaron que la termoestabilidad de ia enzima estaba considerablemente
influenciada por el tipo y la concentracion del cation Asi mismo establecieron que los
cationes, calcio y magnesio tienen un efecto estabilizador mas grande gue ¢l sodio y el
notasio. a bajas concentraciones, pero €stos tentan el efecto contrario a altas

concemraciones. Basados en estos resultados, establecieron que el mecanismo de

21



ANTECEDENTES

inactivacion de la enzima con cationes monovalentes es diferente que con los cationes

divalentes.
3.3.6 Importancia y aplicaciones

La aplicacion recnoldgica mas importante de la lactoperoxidasa es la identificacion
de leches que han sido sometidas a un tratamiento térmico que ha sobrepasado los 80°C
(Riel, 1991). Asi mismo, es importante desde el punto de vista comercial, ya que
proporciona beneficios médicos y nutricionales, y puede ser considerada como un
“nutracéutico” (Horton, 1995, Chiu y Etzel, 1997), va que, evidencias clinicas han
demostrado que el cepillado de dientes con pasta suplementada en lactoperoxidasa reduce
la caries dental (Chiu y Etzel, 1997). La lactoperoxidasa, como parte del SLP también
puede emplearse como un método alternativo para la conservacién de leche y de otros
alimentos {Gould, 1996; Haddadin y col., 1996; DeWit y VanHooydonk, 1996},

34 Métodos empleados para la conservaciéon de la leche y

productos ldcteos

El hombre siempre ha buscado la manera de conservar a sus alimentos por
periodos considerables de tiempo. La leche no ha sido la excepcion, es por ello que se han
empleado  diversos métodos para su transformacion y conservacion. Tales métodos
incluyen la pasteurizacion, ultrapasteurizacién, fermentacion y la elaboracion de diversos

productos derivados.

3.4.1 Pasteurizacion
Este tratamiento tiene como funcién disminuir mediante calor a la flora microbiana

y la totalidad de la flora patogena, alterando lo menos posible la estryctura fisica, el
equilibrio quimico, sustancias con actividad biologica, enzimas y vitaminas (Santos
Moreno, 1991).
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Las temperaturas y los tiempos aplicados en la pasteurizacion dependen de las
normas de cada pais. Por ejemplo, en Quebec, estas normas son de 62.8°C durante
30minutos o de 72.8°C durante 16 segundos (Bonning y col.,, 1991), en tanto que en nuestro
pais, las condiciones establecidas son: 62.7°C 30 minutos o 72.2°C 15s. (Santos Moreno,
1991).

Es de suma importancia aplicar el tratamiento térmico adecuado, ya que de lo
contrario, si por ejemplo, el tratamiento fuera menor de lo establecido, no se¢ destruiria a
Micobacterium tubeculosis, y entonces, no se lograria el objetivo de la pasteurizacion; por
otra parte, si el tratamiento firera mayor de lo establecido, se generarian sabores a cocido y
ademas habria destruccion algunas vitaminas y entonces el valor nutritivo y sensorial de
la leche no seria el mismo.,

Aungue la pasteurizacién sea un tratamiento empleado para destruir gran parte de
los microorganismos patgenos, es bien importante partir de leche de buena calidad.

Existen dos métodos de pasteurizacién de la leche: pasteurizacién discontinua o
lenta, LTLT (* Low Temperature Long Time") pasteurizacion continua o alta HTST

(“High Temperature Short Time”).

a) Pasteurizacion lenta (LTLT)

Mediante este método, la leche se calienta a 62 7°C durante 30 minutos. Este
método tiene la ventaja que pueden emplearse volimenes pequefios, pero tiene la
desventaja que no es muy higiénico ya que la leche no estd aislada del medio durante el

proceso {Santos Moreno, 1991).

b) Pasteurizacién Alta (HTST)

En este tratamiento la leche se calienta a 72.7°C. 15s, Este método es el mas

usado. Las ventajas de este método son: se pueden procesar grandes volimenes, meior
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pasteurizacion. las bacterias terméfilas no causan problemas durante el proceso, y dado que
¢l sistema es cerrado, se impide la destruccion de la vitamina C. La desventaja seria que no

se pueden procesar voliimenes pequeifios (Santos Moreno, 1991).

3.4.2 Empleo de microondas como una alternativa para la conservacién

de la leche

E} calentamiento empleandc microondas puede ser un método alternativo para la
preservacion de alimentos. En el caso de la leche, cuando Ia energia de microondas es
empleada, la leche es calentada rdpida y directamente, sin la transferencia de calor de
superficies, evitando de esta manera los gradientes de temperatura que prevatecen en los

sistemas convencionales (Lépez y col.,1996).
Lopez y col. (1996), estudiaron el efecto del calentamiento de la leche con

microondas, para eflo, emplearon  como indices de ftratamiento térmico a la
desnaturalizacion de la B-lactoglobulina y la inactivacion tanto de la fosfatasa alcalina
como de la lactoperoxidasa. Los resultados fueron comparados con los obtenidos
empleando el método convencional de calentamiento. Observaron  que la
desnaturalizacion témmica de las enzimas con el tratamiento en microondas era menor que
con el sistema convencional. Por lo tanto, concluyen que el empleo de microondas puede

ser un sistema efectivo y alternativo para la pasteurizacion de la leche.

3.4.3 Ultrapasteurizacién (UHT)

En el tratamiento UHT, la leche es calentada en continuo a una temperatura minima
de 132°C durante algunos segundos, enfriada a temperatura ambiente y envasada
asépticamente, todo esto con el objeto de (Bonnin y col., 1991):

1) Asegurar su estabilidad y su larga conservacién para satisfacer

las exigencias comerciales.
2) Eliminar a los microorganismos patogenos.

3) Destruir todos los microorganismos capaces de proliferar durante el
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almacenamiento

E! aplicar el tratamiento UHT ayuda a la conservacion de la leche durante largos
periodos de tiempo y sin necesidad de refrigeracion. Sin embargo, también se produce la
desnaturalizacién de la P-lactoalbumina, lo cual implica una liberacién de grupos
sulfhidrilo, y por lo tanto la generacion de sabor a cocido en la leche recién tratada (Bonnin
y col. 1991). Ademas, también causa un incremento en la viscosidad de la leche, sin

embargo, este defecto disminuye durante los primeros dias de almacenamiento (Hill, 1988).

3.4.4 Deshidratacion

Mediante este método de conservacion, se¢ puede almacenar todo ef extracto de
leche en un volumen muy reducido y por consiguiente hay un ahorro en el transporte y

almacenamiento {Blais y cof, 1991}.

3.4.4.1 Leche en polvo

La leche en polvo se clasifica de acuerdo a su composicion en: leche en polvo entera
o leche en polvo descremada; de acuerdo al método de desecacion en: leche desecada en
rodillos o leche en polvo obtenida por atomizacion, y de acuerdo a la intensidad del
tratamiento térmico empleado durante la desecacion en: leche en polvo de baja
temperatura, de media temperatura y de alta temperatura. Estos tipos de leche se
diferencian por el grado de desnaturalizacion de sus proteinas solubles, el cual aumenta

proporcionaimente con {a intensidad del tratamiento térmico (Blais y col, 1991).

Proceso de efaboracién
En términos generales, primero se realizan operaciones previas al precalentamiento

En éstas operaciones, primero s¢ ajusta el contenido de grasa de la leche. Luego, viene la
homogeneizacion, clarificacion y filtracion Después viene el precalentamiento, €ste paso
es muy importante ya gue determina muchas propiedades det producto final Las
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temperaturas empleadas en la industria son muy variables y se clasifican en:
precalentamiento a baja, media temperatura y alta temperatura {Tabla 3.6).Después se
realiza la concentracidon, esta operacion puede realizarse por evaporacién, por
ultrafiltracién o por osmosis inversa. El siguiente paso es la desecacién y consiste en
pulverizar la leche en forma de gotitas. El Gitimo paso es el envasado, que puede hacerse

en envases de plastico, carton o metal (Blais y col, 1991).

Tabla 3.6 Tipos de precalentamicntos aplicados en la elaboracidn de leche en polve.

Precalentamiente | Tratamiento térmico Caracteristicas

Temperatura baja Fquivalente a Contenido minimo de proteinas del suero no
pasteurizacion normal desnaturalizadas 6mg/g

Temperatura media | 76.5°C-85°C, 15-30 min. | Se producen grupos reductores y aumenta la
capacidad de conservacién. Contiene 1.5-6mg
de proteinas séricas no desnaturalizadas/z

leche en polvo desnatada.
Temperatura alta 96°C-110°C, ¥ en Contiene menos de 1 15mg de proteinas det
acasiones 121°C, hasta 1s | suero no desnaturatizada /g de leche desnatada
en polvo.

Fuente: Blais y col, 1991.

Transformar la leche fluida en leche en polvo tiene muchas ventajas, sin
embargo, éstas leches pueden presentar ciertos defectos entre los que destacan: acidez,
presencia de sedimentos, alta humedad, defectos de solubilidad, rancidez, oxidacion, y

recuento microbiano alto (Blais y col. 1991).

3.4.4.1 Leche evaporada

La leche evaporada es el producto que se obtiene concentrando la leche por el calor

v después esterilizdndola en recipientes herméticos (Blais y col., 1991},
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Proceso de elaboracion

El primer paso para la elaboracion de leche evaporada consiste en hacer un
pre-ajuste de la relacion materia grasa/extracto seco magro de la leche para obtener la
deseada en ef producto final. Después se realiza un primer precalentamiento hasta una
temperatura de 85°C-90°C durante 15-20 minutos, para luego continuar con un segundo
precalentamiento corto el cual se realiza por arriba de 100°C. El siguienie paso es la
concentracion, la cual se puede realizar empleando evaporadores de placas o empleando
osmosis inversa. Una vez concentrada la leche, - ésta recibe un tratamiento de
homogenizacion con el fin de conseguir que la emulsion grasa se mantenga estable durante
¢l almacenamiento. Después la leche se refrigera para evitar contaminacion microbiana y se
almacena en tanques aislados; en este momento se efectia el ajuste final de la relacion
materia grasa/extracto seco magro, el enriquecimiento de la leche con vitaminas C y D, y si
es necesario, se afiaden sales estabi]izantgs_ Luego viene el envasado en botes metélicos y
finamente, la esterilizacién a 115°C durante 20 minutos; 120°C 10 minutos, o bien 124°C

durante 6 minutos (Blais y col. 1991).

En cuanto a los defectos que se presentan mas frecuentemernte en las leches
evaporadas son: alteraciones bacterianas, coagulacion dulce, separacidn de la materia

grasa, defectos en el color, viscosidad, etc. (Blais y col. 1991).

3.4.5 Fermentacién (Yogurt)

Otra alternativa para la conservacion de la leche durante largos periodos es
mediante la fermentacion. Como resultado de esta forma de conservacion se obtienen
productos con caracteristicas sensoriales aceptables y ademds nutritivos. En este trabajo,

solo hablaremos del yogurt
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3.4.5.1 Definicién y propiedades

De acuerdo con la definicion de Kosikowsky, el yogurt es un producto lacteo
fermentado que resulta del crecimiento de las bacterias Lactobacillus bulgaricus y
Streprococcus thermophilus en leche tibia, y se caracteriza por tener una textura suave y
delicada con un caracteristico sabor a nogal (Garcia-Garibay, 1986).

El yogurt como alimento, presenta numerosos beneficios para quienes lo
consumen. Metchnikoff sugiri6 que los microorganismos del yogurt tienen una accion
benéfica sobre la flora intestinal, sin embargo, hay dudas acerca de su supervivencia y
accion en el tracto intesfinal. Por otra parte, también se ha encontrado que £. bulgaricus,
puede sintetizar sustancias con actividad antitumoral. También se sabe que las
propiedades inmunoestimulantes del yogurt, no estan ligadas a la viabilidad de las células
ya que se encuentran también en cultivos inactivados por calor (Goulet, 1991).

Al yogurt también se le atribuyen efectos terapéuticos. ha sido usado contra
desordenes estomacales, gastroenteritis y constipacién. También se ha visto que tiene un
efecto hipocolesterolémico gracias al hidroximetil glutarato, el cual inhibe la sintesis de
colesterol. Finalmente, el yogurt es un producto nutritivo ya que tanto las proteinas como
los carbohidratos presentes en €l, son més digeribles que en la leche (Deeth y Tamine,

1981).
Proceso de elaboracion

Partiendo de leche clarificada, y parcialmente descremada, el primer paso de la
elaboracion del yogurt es la pasteurizacion. El objetivo de este tratamiento es mejorar la
calidad higiénica de la leche, eliminando bacterias para tener el medio adecuado para el
cultivo de los iniciadores, libre de competidores y microorganismos indeseables. Otro de
los objetivos que se pretende al pasteurizar es desnaturalizar las proteinas, lo cual favorece
el crecimiento de [I. bulgaricus. Ademas, también se favorece la agregacion de las
proteinas y la asociacion de {a kapa-caseina con la beta-lactoalbumina. La pasteurizacion,
se realiza a una temperatura que va de 70 a 90°C, de 5 a 45 minutos en procesos continuos

en intercambiadores de calor tubulares o de placas (Garcia-Garibay, 1986).
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La leche que se va a emplear, puede ser homogeneizada ya sea antes 0 después de la
pasteurizacion. Esta operacion se realiza a 60°C y presiones de 2 6 a 6 8 Kpa.

Después de la homogeneizacion o pasteurizacion, la leche se deja enfriar hasta 42-
45°C y entonces se inocula con 2 a 5% de uma mezcla 11 de L. bulgaricus y S.
thermophilus. La leche se incuba de 3 a 6 horas hasta alcanzar un pH cercano a 4.4. Una
vez obtenido el yogurt, lo que sigue es almacenarlo maximo a 5°C (Garcia Garibay,

1986).
3.4.6 Empleo del sistema lactoperoxidasa (SLP)

El SLP, es un sistema antimicrobiano natural, que ho representa riesgos
toxicologicos para los humanos, tan ¢s asi que organismos internacionales tales comio la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion de tas Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Federacién Internacional de Licteos (IFD), han
recomendado su uso en algunas circunstancias, por ejemplo, en paises en desarrolio para
evitar pérdidas debidas a las condiciones higiénicas por debajo de lo recomendable, altas
temperaturas climaticas y falta de refrigeracién (Garcia-Garibay y col.;1995; Sarkar y
Misra, 1994). Sin embargo, existen paises (como el nuestro) que no permiten la adicion de
peroxido para activar al sistema. Pese a lo anterior, hay estudios que proponen la
activacion del SLP como una alternativa para fa conservacion de leche y de otros alimentos
{Gould, 1996, Haddadin y col., 1996; DeWit y VanHooydonk, 1996). En la tabla 3.7 se

resumen las investigaciones acerca de la aplicacion del SLP en la conservacion de la ieche.

La activacion del sistema lactoperoxidasa en leche que posteriormente se emplea
para la elaboracién yogurt ya ha sido estudiada. Aguilar Muslera (1990} observé que el
emplear leche estabilizada mediante el SLP para la elaboracién de yogurt, reducid
significativamente el desarrollo de la acidez y la actividad lipolitica. Afios mas tarde,
Nakada y col. (1996), observaron que la adicién de lactoperoxidasa al yogurt suprimia la
produccién de dcido, y Hirano y col. (1998) demostraron que la viscosidad aparente de

yogurt disminuia con la adicion de lactoperoxidasa.
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Tabla 3.7. Estudios del sistema lactoperoxidasa en alimentos.

Autor Observaciones

Bjork. 1978 | Encontrd que la activacion det SLP en leche reduce y previene la multiplicacién de
bacterias psicrotroficas por arriba de 5 dias. La activacidn SLP no afectd las
propiedades fisicoquimicas de la leche ¥ lampoco permitidé Ia acumulacién de
Dacterias resistentes.

Zajac v col..| Demostraron que a 4°C la cuenta en placa en leche activada con SLP permanecia

1983 sin cambio al menos durante 104 horas. mientras que la multiplicacion bacterial en
1os controles empezaron  después de 48h. Sugirieron que 1a activacién del SLP en
combinacién con un método de enfriamicnto moderado,  podria ser un use
alternativo para mantener 1a calidad de la leche bronca en almacenamiento,

Banks ¥ Demostraron que  Enferococcus, Pseudomonas spp. y Enterobacteriaceae mo

Board. 1985 | crecieron en una formula infantil que se inoculé con k2 flora mezclada contenida en
agua de lago y suplementada con SLP. La activacién del SLP  previno
significativamente Ia utilizacién de glucosa y estabilizagidn del pH.

Marinez v | Proponen la activacién del SLP es necesaria para extender 1a vida de anaquel de la

col. 1988 teche pastenrizada cuando la leche bronca ha sido almacenada por mas de dos dias.

Denis v | La eficiencia del sistema lactoperoxidasa es dependiente de fa temperatura Sugieren

Ramel. 1989 {que el SLP puede ser efectivo en productos lacteos como un factor de seguridad
para ayudar en la inhibicién de L. monocytogenes.

Ridley v | Ellos establecen que Ia activacion del SLP en combinacién con un método simple

Shalo, 1990 | de evaporacién fresca puede ser efectiva ‘para extender la vida de anaquel de Ia
leche bronca por_miis de 22h.

Kamau y col., | Demuestra que Ia activacién del SLP anterior a la pasteurizacién mejora

1991 significativamente la destruccion térmica de L. monocytogenes, v S. aureus en feche
durante su pasteurizacion, y por 1o tanto ayuda a extender Iz vida de anaquel de la
leche tratada de esa manera.

Ravanis 3y | Almacenaron la leche bronca por 14 dias a 4°C, esta leche fue pasteurizada los dias

Lewis, 1995 |1,3.4,7.9, v 14. Encontraron que todas las leches pasteurizadas mantenfan su calidad

hasta por 22 dias ¥ en algunos casos hasta por 42 dias. La mejor calidad se enconird
en la leche que fue pasteurizada en los dias 3 y 4, lo cual pudiera deberse a que en
estos dias el SLP estd mas activo,
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3.5 Cambios ocasionados por el calentamiento de la leche

El calentamiento de la leche es un tratamiento ampliamente usado en la industria

lechera, con el se persiguen varios propositos entre ellos los siguientes {Alais, 1991):

1. Mejorar la calidad higiénica y 1a conservacion de la leche medianie la destruccion
de bacterias y enzimas, ejemplo: pasteurizacion, esterilizacion, etc.

2. Eliminacion de agua: para la concentracion o desecacion de la leche o lactosuero

3. Con fines tecnoldgicos: preparacion de la cuajada en la elaboracion de quesos de
pasta dura, en la preparacion de aceites de mantequilla, en la fusion de guesos con

sales fundentes, etc. (Alais, 1991).

Los tratamientos térmicos aplicados a la leche pueden generar cambios muy
importantes en las propiedades y en el estado de sus componentes, dando como resultado
en muchos casos, una disminucién de [a calidad de los productos lacteos. Los cambios mas

importantes generados en la leche por el tratamiento térmico son:
a) Desnaturalizacion de las proteinas solubles

La desnaturalizacién es cualquier cambio irreversible de algunas propiedades de tas
proteinas (Riel, 1991).

Las micelas de caseina son remarcablemente estables a temperaturas incluso por
arriba de 140°C. En tanto que las proteinas del suero, son relativamente labiles al calor, su
desnaturalizacion ocurre alrededor de los 80°C (Varman y Sutherland, 1994).

Como resultado del calentamiento térmico, se destruyen las estructuras secundarias
y terciarias que contribuyen a la estructura globular de la enzima. La destruccion de dichas
estructuras, abre las cadenas polipeptidicas produciendo cambios en la solubilidad de las
proteinas (Riel, 1991).

Las diversas proteinas presentan diferentes respuestas frente a los tratamientos
termicos, por gjemplo”  en un calentamiento a 70°C, las inmunoglobulinas seran los
componentes mas afectados, desnaturalizandose  en un  89%. Por ofra parte, la
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o-lactoalbumina es més resistente ya que solo se desnaturalizara el 6%. En tanto que la

B- lactoglobulina se desnaturalizara enun 32%. ( Riel, 1991; Alais, 1991).

b)Aparicién de grupos sulfhidrilo

Cuando la leche recibe un tratamiento térmico superior a los 70°C/ 30 minutos o
75°C/ 3 minutos, hay  una liberacién grupos -SH, esto origina una disminucion del
potencial oxido-reduccion  y una mayor resistencia de la leche a desarrollar gustos de
oxidacion. Este fenoémeno trae como resultado la aparicion del gusto a cocido de 1a leche, lo

cual es un defecto de calidad (Riel, 1991).

¢) Alteracion del equilibrio salino

E} calor también afecta el equilibrio salino de la leche. El calcio y el fosforo
coloidales tienden a separarse de Ja micela de calcio y precipitar en forma de fosfato

tricalcicofRiel, 1991).
d) Inactivacién y reactivacién de las enzimas

Las enzimas también sufren cambios por el tratamiento térmico. De acuerdo a su
resistencia frente al tratamiento térmico se clasifican;

aldolasa < n-amilasa < lipasa < fosfatasa alcalina < catalasa < xantin oxidasa
<lactoperoxidasa < fosfatasa acida (Alais, 1991).

Muchas de estas enzimas se desnaturalizan con tratamientos térmicos que van de los
60-100°C. Sin embargo, existen enzimas que se renaturalizan después de aplicarseles un
tratamiento térmico como el UHT (135°-145°C durante un segundo o menos), tal es el caso
de la fosfatasa alcalina, la catalasa y la lactoperoxidasa. Se ha observade que tras el
tratamiento térmico, la actividad de estas enzimas es nula, sin embargo, esta reaparece a
continuacién gradualmente, aunque sin llegar a alcanzar la actividad original; sin embargo,
en el caso de la fosfatasa es suficiente para dar un resultado positivo en la prueba del
control de! calentamiento (Alais, 1991).
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Es posible que la enzima se encuentre bajo una forma intermedia inactiva, con Ja
capacidad de volver a la forma inicial. También es posible que produzca una reaccion

reversible que afecte otras componentes necesarios para la actividad, por ejemplo los iones
metalicos (Alais, 1991).

33



OBJETIVOS

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

o Determinar el efecto de la temperatura sobre Ia actividad de la lactoperoxidasa de la
leche

4.2. Objetives Particulares

s Determinar la temperatura Optima, energia de activacion de la reaccidn enzimaética,
energia activacion de desnaturalizacidén, y Qio para la enzima.

o Determinar los pardmetros D {tiempo necesario para destruir al 90% de la enzima) y Z
{nimero de grados centigrados necesario para reducir D en un décimo) para la enzima.

s Determinar el efecto del calcio sobre la termoestabilidad de la enzima.

e Medir la actividad de lactoperoxidasa en productos lacteos comerciales (leches
pasteurizadas, ultrapasteurizadas, reconstituidas, en polvo y en yogurt ).
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SMETODOLOGIA

Para el desarrollo de los ensayos se empled leche bronca de la ordefia de la mafiana,

colectada en un recipiente limpio y seco.

5.1 Determinacién de la actividad de lactoperoxidasa

Para la determinacion de la actividad en las muestras, se empled 2,2 Azino-di(3-
ethylbenzthiazoline-6sulfonic acid) (ABTS de Sigma) como substrato cromogénico para la
lactoperoxidasa (Childs y Bardsley , 1975; Bojorck, 1992), utilizando el método empleado
por Ekstrand y col. (1985).

En una celda de vidrio se colocaron 3.0mL de una solucion de ABTS 1.0 mM en
solucién amortiguadora de acetatos 0.1M pH 4.4, después se agregaron 0.10mL de una
dilucion 1:10 de muestra (leche, suero o sobrenadante de leche) en agua destilada. La celda
fue incubada durante 5 minutos para estabilizar la temperatura requerida para cada ensayo.
Para iniciar la reaccion se adicionaron 0.1 mL de perdxido de hidrogeno 3.2mM (Sigma),
inmediatamente después, la celda se agitd v se midié la absorbancia a una longitud de onda
de 412 nm continuamente durante 3 minutos a 30°C (Ekstrand y col, 1985 Pruitt y col.
1990) empleando un espectrofotometro Schimadzu UV 160 con control de temperatura.

La actividad de la enzima se midid durante tres minutos en los cuales [a absorbancia
se incrementaba linealmente con respecto al tiempo, El coeficiente de adsorcién molar
empleado para los calculos fue 32,400M'cm'(Ekstrand y col.,1985; Pruitt v col., 1990;
Moldoveanu, v col. 1982). La velocidad inicial {Vo) se calculd como la pendiente de la

recta resultante de la grafica de concentracion de producto generado contra tiempo.
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§.2. Determinacién del efecto de la temperatura sobre la actividad de

lactoperoxidasa en leche

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad de lactoperoxidasa en
leche, se realizé una dilucién 1:10 de leche bronca en agua destilada. Posteriormente, la
actividad de la lactoperoxidasa se determind por triplicado empleando un espectrofotometro
Schimadzu UV-160 con control de temperatura tal y como se indico en el inciso 6.1, sold™
que en este caso, la actividad fue medida a 20°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C
65°C y 70°C.

53 Estudio del efecto de la temperatura sobre la actividad de

lactoperoxidasa en suero.

Para esta determinacién, en primer término, se obtuvo el suero de la siguiente
manera:

,La leche bronca fue calentada a 30°C y entonces se le agregaron 0.2 mL de una
preparacion de quimosina (Cuamex) por litro de leche. Se agito ia leche para distribuir
uniformemente a la enzima la cual se dejo actuar durante 1h aproximadamente.

Una vez formado el gel, éste se corté en pedazos pequefios para facilitar la
separacion del suero. Una vez separado el suero, se filtc6 a través de un filtro de algoddn y
se centrifug a 10,000 r.p.m. durante 30min, 2 4°C, con el fin de separar lagrasayla

caseina que hubieran quedado suspendidas.
La actividad de la enzima en el suero fue determinada de la misma manera que se

hizo en leche en un intervalo de temperaturas de 20-70°C.

5.4 Determinacion del efecto del tratamiento térmico de la leche sobre Ia

actividad de lactoperoxidasa

Para estudiar el efecto del tratamiento térmico, la leche se separd en 6 lotes. Cada
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lote se somtetid a una temperatura distinta (60°C, 635°C, 68°C, 70°C, 72°C y 75°C) durante

diferentes intervalos de tiempo.
Los ensayos se reafizaron con muestras de leche bronca (10mL) las cuales fueron

calentadas y mantenidas en un bafio de agua a ias temperaturas indicadas, y la actividad
medida a los intervalos de tiempo indicados en cada caso. Después del tratamiento térmico,
las muestras fiteron enfriadas en un bafio de hielo y posteriormente centrifugadas a 15,000
r.p.m., durante 40min a 4°C, en unz centrifuiga Beckman modeloJ2-MI. Finalmente, la

actividad de lactoperoxidasa fue determinada a 30°C por triplicado tal y como se expresd

en el inciso 6.1.
Es importante sefialar que tiempo se empezé a contar en el momento en el cual se

alcanzaba la temperatura deseada en el interior del tubo

5.5 Determinacion del efecto del calcio sobre la actividad de

lactoperoxidasa en leche

Para determinar el efecto del calcio sobre la termoestabilidad de la lactoperoxidasa,
se realizd mediante el siguiente procedimiento:
- Enun tubo de ensayo se colocaron 1 mL de cada una de las muestras de leche y
omL de solucidn de cloruro de calcio a diferentes concentraciones (0.025 M,
COSM, O.IM 015M, 03M,06M y 1M)en buffer de tris 0.1M a pH 7 en
agua desionizada.

- Seaplicaron de tratamientos térmicos a 60°°C, y 80°C durante 10 minutos.

- Seenfriaron las muestras en bafio de hielo

- -Se centrifugaron las muestras a 15,000 rp.m 2 4°Cy durante 40min, en una
centrifuga Beckman modelo J2-ML

- -Semidio la actividad de lactopercxidasa por triplicado.
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5.6 Determinacién de la actividad de lactoperoxidasa en productos licteos

comerciales

La evaluacién de la intensidad del tratamiento térmico aplicado a la leche durante Ia
efaboracion de productos licteos, puede determinarse por medio de 12 medicién de la
actividad de la lactoperoxidasa. Para estudiar dicho efecto, se emplearon varias marcas
comerciales de leches pasteurizadas, reconstituidas, en polvo, ultrapasteurizadas y yogurt
natural.
a) Determinacién en leches fluidas

Para hacer esta determinacion se emplearon fres lotes diferentes de las marcas

comerciales de leche fluida; Alpura, Lala, Boreal, La Suiza, Nutrileche y Vitaleche. Dichas
marcas se emplearon porque son las de mayor presencia en ¢! mercado de las leches fluidas).
Cada una de las muestras se centrifugaron a 15,000r.p.m. a 4°C durante 40min, esto se
realizo con el objeto de separar la caseina y la grasa y se midié la actividad en el

sobrenadante como en el inciso 5.6.

a) Determinacion en leches en polvo

Para hacer esta determinacion, se emplearon las marcas Nido y Svelty. Estas leches
fueron reconstituidas, de la siguiente manera:

o Leche Nido: 14.4g leche en poivo/100mL agua destilada

e Leche Svelty: 12g leche en polvo/100mL agua destilada
Una vez reconstituidas las leches, se centrifagaron a 15,000 r.p.m. a 4°C, durante 40 min

(Para separar la caseina y la grasa). Finalmente, se midio la actividad.

b) Medicién en yogurt

Las marcas de yogures naturales empleadas en esta determinacion fueron: Alpura,
Lala, Nestlé, Svelty y Yoplait. . Para medir la actividad en estos productos lacteos se pesd
un gramo de producto y se aforé a 10mL con de agua destilada; de dicha dilucion, se tomé

una alicuota de 0.1mL para hacer la determinacion de actividad.

38



RESULTADOS Y DISCUSIONES

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Efecto de Ia temperatura sobre la actividad de Ia lactoperoxidasa
de la leche

Existen varios factores que pueden alterar la actividad y la estabilidad de las
enzimas, tales como: a fuerza iénica, ¢l pH y por supuesto la temperatura. En cuanto at
efecto de este ultimo factor, se sabe que las reacciones enzimaticas al igual que las
reacciones quimicas ocurren a una mayor velocidad cuando la temperatura es incrementada
(Segel, 1976). Este efecto puede ser representado por la ecuacioén de Arrhenius:

k= Ae-Ea.RT

o bien

log k= _Ea + logA
2.303RT

donde:

k= constante de la velocidad de reaccion (min')

A= constante llamada factor de frecuencia (min™) o constante de Arrhenius.
Ea= energia de activacion (cal/mol)

T=temperatura absoluta (K}

R= constante de tos gases (1.98cal/ K mol)

Dado que e! principal objetivo de nuestro trabajo fue la caracterizacion térmica de
Ja enzima, como parte inicial de este trabajo se midié la actividad de lactoperoxidasa en
leche a varias temperaturas (20-70°C), y empleando Ila ecuacion de Arrhenius, se
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determinaron la temperatura optima, energia de activacion de la reaccion enzimatica,

energia de activacion de la desnaturalizacion y Qo en leche y suero.

Determinacién de la temperatura optima, energias de activacién de 1a reaccidn

enzimética y de desnaturalizacion de la lactoperoxidasa en leche y Qqo.

Para determinar la temperatura Optima, energias de activacién y Qqo en leche, se
midieron por triplicado las velocidades iniciales para la lactoperoxidasa entre 20°C y
70°C. En 1a tabla 6.1, se muestran {os promedios de las velocidades iniciales a varias
temperaturas, asi como también las transformaciones pertinentes  realizadas para
posteriormente trazar la grafica de Inde la velocidad inicial vs I/T(K) y determinar. la
energia de activacion de la reaccion enzimitica, la energia de activacién de

desnaturalizacion y Qqo.

Tabla 6.1. Efecto de [a temperatura sobre la actividad de lactoperoxidasa

Temperatura (°C) T X) Vo (umoles 1T (K™) In Vo
producto/min ml)
20 203.15 0.00341122 -5.4261
4.4x10°
30 303.15 7.5x10° 0.00329870 -4.8928
35 308.15 9.4X10° 0.00324510 -4.6670
40 313.15 1.1X16~ 0.00319336 -4.5008
45 31815 1.34X107 0.00314317 43125
50 32315 1.3X107 0.00309454 4.3428
35 32815 746X10° 0.00340793 -4.89%1
60 333.15 2.05%10° 0.00300165 -6.1899
63 338.15 3.35X10 0.00295727 -8.0001
70 343.15 8X10” 0.00291417 94334
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Empleando los resultados de la tabla anterior, se trazo la grafica de velocidad inicial
vs temperatura (Figura 6.1), en ella se observa que la enzima alcanza la mayor actividad

en un intervalo de temperatura entre 45y 50°C.

Figura 6.1 Efecto de la temperatura sobre la actividad de fa
lactoperoxidasa en leche.
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Para conocer la temperatura Optima asi como las energias de activacion de la
reaccion enzimatica y desnaturalizacion, se empled el método de Arthenius, y s¢ trazo la
grifica de In actividad vs UT(K™) (Figuras 6.2y 6.3).

La temperatura optima se determind calculando el punto en el cual las curvas de
energias de activacion de la reaccion enzimatica y desnaturalizacidn se intersectaron
(Figura 6.3). Para ello, las ecuaciones de cada recta se igualaron. La temperatura optima

calculada de esta manera fue: 50.6°C.

Los valores de energias de activacion de las reacciones enzimatica v de

desnaturalizacién se determinaron mediante las pendientes de las rectas Para la de la
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reaccion enzimatica, se tomaron las velocidades iniciales obtenidas entre 20°Cy 45°C,y
para la de desnaturalizacion, las velocidades obtenidas entre 55°C y 70°C (Tabla 6.2).

Los valores obtenidos se encuentran entre los reportados en la literatura, en ésta se
dice que en general, las energias de activacion para las transformaciones catalizadas por
enzimas, se encuentran en un rango de 6000-15,000 cal/mol, mientras que las energias de

activacion para la desnaturalizacibn, se hallan en un rango de 50,000-150,000 cal/mol

(Whitaker, 1994).

Tabla 6.2. Energias de activacion de la reaccién enzimitica y de desnaturalizacién
para la lactoperoxidasa en leche

Valor{cal/mol) r
Ea de la reaccion 8178.78 0.9965
enziméitica
Ea de 5817438 0.9834
desnaturalizacidn.

2
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Determinacién de Qo

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de las reacciones es frecuentemente
expresada en términos de un coeficiente de temperatura, mejor conocido como Qo (Segel,
1976) Este término se expresa como una relacion de dos velocidades a dos temperaturas

con una diferencia de 10°C entre ellas (Badui, 1981):

Qu0=_Velocidad de reaccién a T+10°C ()]
Velocidad de reaccion a T(°C)

En nuestro estudio, Qio promedio determinado a partir de la recta ajustada para la

energia de activacion de la reaccion enzimatica de la grafica de la figura 6.3 fue de 1.53.
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6.1.1. Efecto de Ia temperatura sobre la actividad de lactoperoxidasa en

suero.

Al igual que en leche, el efecto de la temperatura sobre la actividad de
lactoperoxidasa fue estudiado en suero de leche. Esto se realizd con en fin de analizar de
que manera se veian afectados estos valores después de haber precipitado fa mayor parte
de las proteinas, grasas y calcio.

La temperatura 6ptima se determind al igual que en leche, y el valor obtenido fue de

50°C (Figuras 6.4-6.6), este valor es muy parecido a el valor observado en leche, 50.6°C.

Figura 6.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad de

lactoperoxidasa en suero
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Figura 6.5 Efecto de la temperatura sobre la actividad

de lactoperoxidasa en suero
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Con base en lo anterior, se obtuvieron los resultados reportados en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3. Energias de activacién para la reaccibn enzimitica y desnaturalizacién
de la lactoperoxidasa en suero.

Valor (cal/mol) r
Ea de reaccidn 7041.87 0.9858
enzimatica
Eade 54592.56 0.9800
desnaturalizacion.

El valor Qe promedio para lactoperoxidasa en suero fue de 1.44, y se obtuvo a
partir de la ecuacion de la recta de la energia de activacion para la reacciéon enzimatica
(Figura 6.6).

Tabla 6.4. Valores de Qo de lactoperoxidasa

en leche y suero

Medio en el cual se hizo la Valor de Qyo
determinacion de actividad

Leche 1.53
Suero 1.44

Con base en los valores de las energias de activacion para la reaccién enzimatica y
de desnaturalizacion, Qo y temperatura optima, obtenidos tanto en leche como en suero
(Tablas 6.2, 6.3 y 6.4), podemos observar que no hay diferencia significativa entre los
valores obtenidos, lo cual sugiere que probablemente las proteinas, grasa y calcio coloidal

no afectan de manera significativa a la estructura y a la actividad de a enzima
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6.2. Efecto del tratamiento térmico de la leche sobre la actividad de

lactoperoxidasa

Para estudiar el efecto del calentamiento de ia leche sobre la actividad de
lactoperoxidasa, laleche fue sometida a tratamientos térmicos entre 60y 75°C  hasta 30
minutos. La actividad residual fue medida a diferentes intervalos de tiempo dependiendo
de la temperatura. Se encontré que al aplicar un tratamiento térmico de 72°C durante
cinco minutos, la enzima ain conserva mas del 60% de su actividad original (Figura 6.11).
Esta particularidad actualmente es empleada en algunos paises de Europa, ya que las
regulaciones requieren que la leche pasteurizada sea lactoperoxidasa positiva (Barrett y
col., 1998). El encontrar lactoperoxidasa positiva nos sugiere que el tratamiento térmico
aplicado fue el correcto. Por otra parte, al aplicar un tratamiento térmico de 75°C, se pierde
aproximadamente el 60% de actividad original en menos de un minuto (Figura 6.12).

A continuacién se muestran las curvas de inactivacidon de lactoperoxidasa

obtenidas para cada temperatura.

Figura 6.7. Curva de inactivacién a 60°C
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Figura 6.8. Curva de inactivacién a 65°C
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Figura 6.9. Curva de inactivacién a 68°C
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Figura 6.10. Curva de inactivacién a 70°C
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Figura 6.11, Curva de inactivacién a 72°C
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Figura 6.12, Curva de inactivacién a 75°C
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En las graficas de las figuras 6.7-6.12, podemos observar que la enzima fue muy
estable si el tratamiento térmico empleado estaba en un rango de temperatura entre 60-
68°C, sin embargo, a pattir de 70°C, la estabilidad de la enzima disminuy6 drasticamente.
Estos resultados coinciden en parte con los reportados por Barret y col (1998), quienes
observaron que la inactivacién de la lactoperoxidasa no ocurria entre 60 y 66°C, asi
mismo, observaron que a partir de 67°C la enzima se volvia muy sensibles a cambios en
1°C.

Los resultados de las graficas 6.7-6.12, se pueden visualizar mejor de una manera
conjunta en la grifica 6.13 de Log % actividad residual vs tiempo. En dicha grafica
podemos observar que no hay diferencia significativa de la pérdida de actividad  entre
60°C y 68°C, tan es asi que las curvas se sobreponen, y solo después de 70°C, la enzima

empieza a set mas sensible a cambios de temperatura pequeiios.
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Figura 6.13 Inactivacion térmica de la lactoperoxidasa en leche
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6.2.1 Determinacién de los parametros Dy Z.

Como parte del estudio del efecto del calentamiento sobre la actividad de
factoperoxidasa en leche, se hizo la determinacion de los parametros D y Z (de 60 a
75°C). D es el tiempo necesario para inactivar al 90% de la enzima y Z (numero de °C
necesarios para cambiar el valor D en un factor de 10 (Figura 6.14). El valor D se calculo
a partir de la pendiente resultante de la grafica de In % actividad residual vs tiempo
{min), tal y como se ilustra en la figura 6.14. Los valores de D obtenidos para las

temperaturas se muestran en la tabla 6.5.

Figura 6.14. Determinacién de D para lactoperoxidasa a 72°C
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Tabla 6.5 Valores de D obtenidos para lactoperoxidasa entre 60 y 75°C

T(C) D{min} r
&0 566,66 0.9766
%5 625.00 0.9582
68 17619 0.9669
70 147.05 0.9827
72 19.23 0.9876
75 323 0.9697

Con los valores D calculados para cada temperatura, se determiné el valor de Z,
trazando una grifica de log D vs temperatura (°C). El valor de D obtenido a 60°C no se
empled en la determinacion de Z porgue a esa temperatura no hubo inactivacion(figura

6.15).

Figura 6.15. Determinacién de Z (65°C-75°C)
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Figura 6.16 Determinacién de Z (68°C-75°C)
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En la literatura se ha reportado que en experimentos corridos con pasteurizacidn
alta (HTST), el valor calculado para Z entre 70 y 80°C es de 3.5°C (Barrett y col., 1998).
Por su parte Griffiths en 1986 determiné dicho valor en 5,4°C para un rango de temperatura
entre 65-80°C. Finalmente, Barrett y col, (1998}, trabajaron en un rango de temperaturas
entre 67-65°C, y determinaron el valor de Z entre 2.83 y 3.5°C. en este estudio, el valor
determinado de Z fue de 4.23°C. en un intervalo de temperaturas de 65-75°C (Figura
6.15), mientras que si tomamos en cuenta que a 65°C tampoco ocurre inactivacion
detectable, y ;empleamos en la determinacion del valor Z Unicamente los valores de log
D compr_endidos entre 68-75°C, el valor de Z es 3.3°C (Figura 6.16), este valor se

encuentra en el intervalo de los valores obtenidos por  Barrett v col (1998).



RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.3 Efecto de 1a concentracion de calcio sobre la actividad de
lactoperoxidasa,

Estudios previos, han establecido que el ion calcio incrementa la actividad de
lactoperoxidasa cuando ésta ha recibido un tratamiento térmico, dicha actividad aumenta
si la concentracion de calcio incrementa hasta una fuerza ionica de 0.03 (Sato y col.,
1992). Para estudiar el efecto que tenia el calcio sobre la actividad de lactoperoxidasa en
leche, ésta se calenté durante 10 minutos a 60, 65 y 70°C, y en presencia de diferentes
concentraciones de cloruro de calcio (0.1, 0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.3, 0.6, y IM). Los
resultados se presentan en las figuras 6.17 y 6.18.

En la figura 6.17, se puede ver que la actividad de lactoperoxidasa aumenta
gradualmente si se aumenta la concentracién de cloruro de calcio hasta un maximo entre
0.1 —0.15M. Sin embargo, al realizar un andlisis estadistico (analisis de varianza y prueba
de Tukey), se demosird que el calcio a concentraciones bajas no aumenta de manera

significativa( ¢=0.0001) la actividad de la enzima.

Grifica 6.17. Efecto de la concentracion de calcio sobre la actividad de
lactoperoxidasa en leche a diferentes temperaturas
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Grifica 6.18. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la
lactoperoxidasa en presencia de clorure de calcio.
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En la grifica de la Figura 6.18, podemos observar el efecto termoestabilizante
del calcio (0.IM) no es muy claro. Es decir, no hay un aumento significativo de la
actividad de la lactoperoxidasa frente a la temperatura en presencia de cloruro de calcio.
Lo que si es muy claro es que conforme se aumenta la concentracion de cloruro de calcio,
la enzima pierde actividad independientemente de la temperatura aplicada, esto sugiere
que la presencia de altas concentraciones de cloruro de calcio deshidratan a la enzima y por
lo tanto desestabilizan su estructura, debido a que ya no existe parte del agua que la
rodesba y que le servia como agente estabilizante. El eliminar el agua probablemente

obligd a las moléculas de la enzima a interaccionar entre si, de tal manera se agregaron y

finalmente precipitaron
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6.4 Medicién de la actividad de lactoperoxidasa en productos licteos.

La lactoperoxidasa es una enzima que puede emplearse para determinar si la leche
ha recibide un tratamiento térmico de pasteurizacién adecuado. Esta enzima cada vez
toma mas importancia, un ejemplo de ello es  la legislacion Europea la cual zhora
requiere que la leche pasteurizada sea positiva para lactoperoxidasa (Barrett y col.,, 1998) .
La determinaciéon de esta enzima se ha hecho cualitativamente, sin embargo, seria
interesante hacer determinaciones cuantitativas, ya que éstas nos darian una mayor vision
acerca del tratamiento térmico-aplicado.

La importancia de lactoperoxidasa va mas alldi de la determinacién de un
tratamiento térmico adecuado, ya que dicha enzima también podria emplearse para activar
el sistema lactoperoxidasa y con ello podria aumentarse la vida de anaquel de los
productos lacteos tales como la leche pasteurizada.

La actividad de lactoperoxidasa fue medida por triplicado en tres lotes de leches
pasteurizadas, leches UHT, leches reconstituidas, leches en polvo, y  yogures
comerciales. Como resultado de dichas determinaciones, se encontrd actividad de
lactoperoxidasa en la mayoria de las leches pasteurizadas. En leches reconstituidas se
encontré muy baja actividad en tanto que en leches ultrapasteurizadas, leches en polvo y
en yogures comerciales (tabla 6.6) 1a actividad fue nula. Estos resultados nos dicen que los
tratamientos térmicos aplicados sobrepasaron los 72°C y por lo tanto la mayor parte de la

enzima sé& desnaturalizo.

Tabla 6.6. Productos licteos empleados en la determinacion de lactoperoxidasa

Leches Leches Leches Leches en Yogures
reconstituidas pasteurizadas ultrapasteurizadas _polvo
Nutrileche Alpura Lala Nido Alpura
Vitateche Boreal Alpura 2000 Svelty Lala
Lala Nestlé
Suiza Svelty
Yoplait




A Tkl /Y Dibe
SALR BE LA BISLIDTECA

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En la figura 6.19, podemos observar que en las leches tanto pasteurizadas como
reconstituidas se encontrd actividad de lactoperoxidasa, sin embargo, la actividad fue
mayor en las leches pasteurizadas (excepto en Ia leche La Suiza) que en las leches
reconstituidas cuando son secadas. Este hecho nos confirma que el tratamiento térmico
empleado en las leches reconstituidas es mis severo que el empleado para las leches
pasteurizadas. El haber encontrado una actividad tan baja en Ia leche pasteurizada marca
La Suiza en tres lotes estudiados, puede deberse a que el tratamiento térmico empleado no
fue el correcto, o también pudiera deberse a que tal vez no estan partiendo de leche bronea,
sino de leche reconstituida, ya que los lotes fueron analizados en distintas fechas. Lo
mismo puede concluirse para uno de los lotes de leche Lala.

Finalmente, podemos agregar que el medir cuantitativamente los niveles de
Jactoperoxidasa en las teches que han recibido tratamientos térmicos de pasteurizacién

podria ser una aiternativa para un contro} de calidad.

Figura 6.19 Actividad de lactoperoxidasa en leches comerciales
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7. CONCLUSIONES

La lactoperoxidasa ¢s una enzima estable a la temperatura y alcanza su temperatura
optima alrededor de los 50°C. > '

Los valores de energias de activacion de la reaccion enzimitica y de desnaturalizacion,
asi como Qi obtenidos en leche no se vieron afectados al precipitar la mayor parte de
la grasa y la caseina presentes en leche.

La lactoperoxidasa es una enzima estable en un intervalo de temperaturas entre 60 y
70°C, sin embargo, es muy sensible a cambios pequefios de temperatura por arriba de
70°C.

El valor de Z calculado para un intervalo de temperaturas entre 68°C y 75°C fue de
3.3°C.

La presencia de bajas concentraciones de calcio (0,1-0.15M), no aumento
significativamente la actividad de la lactoperoxidasa.

La presencia de calcio  disminuye considerablemente la actividad de la enzima
cuando la concentracion aumenta por arriba de 0.15M, independientemente de la
temperatura aplicada.

Solamente en la mayoria de las leches pasteurizadas y en menor grado en las leches
reconstituidas se encontré actividad de lactoperoxidasa, lo cual nos sugiere que los
tratamientos térmicos aplicados en la elaboracion de los otros productos efiminaron
completamente a la enzima debido al empleo de temperaturas por arriba 70°C  y/o

tiempos prolongados.

La medicion de la actividad de lactoperoxidasa por el método empleado en este
trabajo, podria utilizarse como una alternativa para tener un control mas preciso de los

tratamientos térmicos aplicados a la leche.
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