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“Propiedades de no equilibrio en sistemas vitreos o sobreenfriados en relacién
con la estabilidad enzimatica”

El objetivo del presente trabajo fue analizar propiedades de no equilibrio en
sistemas amorfos o sobre-enfriados obtenidos por liofilizacidon o congelacion
(transicion vitrea (T,), cristalizacién de hielo o azucar, propiedades de sorcién) y su
influencia sobre la estabilidad enzimatica (B-galactosidasa). Se estudié en particular
el impacto de la cristalizacion de la matriz sobre la capacidad protectora de azucares
en sistemas de baja humedad. La estabilidad enzimatica se vio afectada por
cambios moleculares independientes de Ty en matrices vitreas y por la cristalizacion
del azucar en estado sobreenfriado. Los azucares no reductores trehalosa y rafinosa
en estado amorfo ofrecieron mayor proteccion que las matrices poliméricas de T,
mas elevada, lo cual sugiere un mecanismo de proteccion no relacionado con el
estado fisico del medio pero si con interacciones intermoleculares especificas. La
dependencia de la cinética de inactivacion enzimatica y de la cristalizacién de azucar
con la temperatura se pudo describir con las ecuaciones de Arrhenius, VTF y WLF,
empleando los coeficientes adecuados. El uso de excipientes como azucares, sales
o polimeros permitié retrasar la cristalizacion de azucares o la formacion de hielo y
extender el efecto protector a la zona de liquido sobreenfriado. Tanto la inactivacion
enzimatica en matrices vitreas como el retraso de la cristalizacion de hielo o azucar
se asociaron con cambios microestructurales (a nivel molecular) no relacionados con
cambios en el valor de Ty del sistema (nivel supramolecular). Los mecanismos por
los cuales los azucares y las sales retrasan la cristalizacion del azucar, analizados
por la ecuacion de JMAK, serian distintos.

Palabras clave: transicion vitrea, deshidrataciéon, congelacién, azucares amorfos,
estabilidad térmica enzimatica, cristalizacion, sales.

“Non-equilibrium properties in glassy or supercooled liquid systems in relation
to enzyme stabilization”

The objective of present work was to analyze several non-equilibrium properties in
amorphous or supercooled liquid systems prepared by freeze-drying or freezing
(glass transition (Tg), ice or sugar crystallization, sorption properties) and their
influence on enzyme stability ((3-galactosidase). The impact of crystallization on the
protective effect of sugars in low moisture systems was particularly investigated.
Enzyme stability was affected by molecular changes, not related with Tgin the glassy
matrices, and by sugar crystallization in the supercooled region. The stability in the
reducing sugars trehalose and raffinose, was better than in the polymeric matrices of
higher T, indicating that the protective mechanism was more related with specific
molecular interactions than with physical properties of the system. Arrhenius, VTF
and WLF equations described fairly well the temperature dependence of both, the
kinetic of enzyme inactivation and sugar crystallization, using the adequate
coefficients. The addition of sugars, salts or polymers promoted a delay on sugar or
ice crystallization, being the protective effect extended to the supercooled region.
Enzyme inactivation in glassy systems and the delay on sugar or ice crystallization
were associated with microstructural changes (at a molecular level) not related with
changes of the T, value (supramolecular level). However, the mechanisms by which
sugars or salts delay sugar crystallization (analyzed using equation JMAK), seem to
be different.

Key words: glass transition, dehydration, freezing, amorphous sugars, enzyme
stability, crystallization, salts.
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I. Introduccion j '




l.A. ESTABILIDAD DE BIOMATERIALES LABILES EN CONDICIONES EXTREMAS

DE HUMEDAD Y TEMPERATURA.

La preservacién de biomateriales Iabiles en estado deshidratado o
congelado ha adquirido gran interés en los Ultimos ahos en diversos campos
tanto de ciencia bdasica como de aplicacién tecnoldgica (Suzuki y col., 1996).
Los recientes avances en el entendimiento de los mecanismos involucrados en
la supervivencia de ciertos organismos a condiciones extremas de
deshidratacién, ya sea por congelacion o por pérdida de agua, promovieron
el estudio de las propiedades de los azicares en relacidon con su estructuray su
capacidad protectora de biomolécuias.

Mientras la mayoria de las células metabdlicamente activas contienen
aproximadamente 85 a 95% de agua, ciertos nematodos, semillas de plantas,
esporas de hongos y quistes de algunos crustdceos, entre otros, son capaces
de sobrevivir largos periodos de tiempo en estado deshidratado. Este
fendmeno se conoce como anhidrobiosis (Crowe y Crowe, 1982). En estas
condiciones, los organismos son altamente resistentes a temperaturas
extremadamente altas o bajas, a la exposicidon a la luz ultravioleta o rayos-X,
etc. Estructuras bioldgicas claves como membranas, acidos nucleicos vy
proteinas estarian de algun modo protegidas. La acumulacion de distintos
azicares y oligosacdaridos tiene un papel muy importante en la tolerancia de
los organismos anhidrobidticos a la deshidratacién (Aguilera y Karel, 1997).

Entre ellos, el disacdarido no reductor trehalosa se encontré en concentraciones
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particularmente elevadas en organismos tolerantes a la deshidratacion y en
plantas de resurreccién (Salahas y col., 1997). Se observé que este azucar
resulta éptimo para proteger distintos organismos anhidrobiéticos (levaduras,
nematodos, hongos, bacterias) como asi también materiales bioldgicos
(enzimas, liposomas, anticuerpos, proteinas aisladas y membranas) durante la
deshidratacion y el almacenamiento (Uritani y col., 1995; Leslie y col., 1995;
Crowe y col., 1984a, 1996; Aguilera y Karel, 1997). La trehalosa se ha usado
también para preservar esperma de ratén (Storey y col., 1998), células de
levadura (Lodato y col., 1999; Cerrutti y col., 2000), y anticuerpos monoclonales
(Duddu y Dal Monte, 1997). Muchas semillas acumulan sacarosa durante el
desarrollo, y B-fructofuranosil oligosacdaridos como rafinosa, estaquiosa o
verbascosa, son muy importantes en la tolerancia de semillas al estrés hidrico
(Koster y Leopold, 1988; Obendorf, 1997). Estos solutos permitieron también
estabilizar biomateriales labiles frente a procesos como la deshidrataciéon o el
congelado in vitro (Arakawa y Timasheff, 1982; Colago y col., 1992; Duddu vy
Dal Monte, 1997; Crowe y col., 1998).

El estudio de la estabiidad de biomoléculas, microorganismos o
estructuras  bioldgicas Idbiles en sistemas deshidratados, es de gran
importancia prdctica para mejorar la manipulacion de estos materiales,
aumentar la estabilidad al almacenamiento y lograr una mejor comprension

de los mecanismos de proteccion involucrados.



|.LA.1. ESTABILIDAD ENZIMATICA

Los recientes avances en el campo de la biotecnologia han permitido el
desarrollo de nuevas proteinas que tendrian importantes aplicaciones en
diversas dreas como biologia molecular, salud (desarrollo de proteinas
terapéuticas) y ciencia de los alimentos. Sin embargo el uso de estas proteinas
aun es limitado ya que son generalmente moléculas grandes, con una
arquitectura muy compleja y por lo tanto muy sensibles a las condiciones
operacionales (las afectan variaciones de temperatura, pH, concentracién de
sales) en las que se requiere su funcionalidad (Manning y col., 1989; Devi y
Appu Rao, 1998). La proteccidn observada de distintos biomateriales en
presencia de azucares despertd un gran interés por el estudio de la dindmica
de proteinas en matrices deshidratadas de azicar {Cottone y col., 2001). En
este sentido, las enzimas constituyen un sistema modelo adecuado para
estudiar los distintos factores que afectan la estabilidad en sistemas de baja
humedad. El entendimiento de los mecanismos de inactivacion involucrados
seriac de gran utilidad en el desarrollo de nuevas estrategias para la
estabilizacién de proteinas (Mozhaev, 1993), ademds de ser importante desde
el punto de vista cientifico y tecnoldgico (Kristiansson y Kinsella, 1991).

Las proteinas pueden perder su funcionalidad por efecto de procesos
tanto quimicos como fisicos que pueden afectar la estructura durante la
purificacion, andlisis, distribucién o almacenamiento. En general, gran parte de
las reacciones quimicas pueden controlarse eligiendo adecuadamente la
composicidn y las condiciones del medio. La estabilidad fisica se refiere a los

procesos de desnaturalizacién, agregacion, precipitacion y adsorcidon a
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superficies, que son modificaciones que no implican cambios en la naturaleza
quimica de la proteina (Manning y col., 1989). En particular, la
desnaturalizacion ha sido considerada como el paso inicial y esencial en la
inactivacion de enzimas (Gianfreda y Scarfi, 1991). Este proceso estd implicado
en los demas fendmenos fisicos y puede influir en la suceptibilidad quimica de
la proteina (Manning y col., 1989). La desnaturalizacién de proteinas produce
un cambio menor o mayor en la estructura tridimensional nativa de la proteing,
sin alterar la secuencia de aminodcidos (Tanford, 1968; Lapanje, 1978). Este
desdoblamiento puede comprometer la estructura del sitio activo, y por lo
tanto puede resultar en la inactivacién enzimdtica. La inactivacion puede ser
reversible o irreversible.

La cinética del proceso de desnaturalizacion generalmente se ajusta a

la de una reaccidén de primer orden:

Ne Do

Donde N, D, e | representan las estructuras: nativa, desnaturalizada en forma
reversible y desnaturalizada en forma irreversible respectivamente (Janecek,
1993).

En las primeras etapas de la inactivaciéon, ocurre un cambio
conformacional reversible (desdoblamiento de la enzma), y luego se
producen los procesos irreversibles entre los que se incluyen la agregacion y la

modificacion covalente (Mozhaev y col., 1990).
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La desnaturalizaciéon proteica se ve favorecida en condiciones extremas
de pH, temperatura o deshidratacién y en presencia de solventes organicos u

ofros agentes desnaturalizantes (Manning y col., 1989).

I.A.2. ESTABILIZACION DE ENZIMAS

El estudio detallado del fendmeno de desnaturdlizacién vy
renaturalizacién ha contribuido en gran medida al entendimiento de los
eventos o factores responsables. Se han propuesto distintas técnicas para
obtener enzimas termoestables. Algunas de las estrategias de estabilizacidon
son las siguientes (Klibanov, 1984):

Obtencién de enzimas a partir de microorganismos termdfilos, los cuales
producen enzimas termorresistentes.

Modificacién de la secuencia de aminodacidos por técnicas de ingenieria
genética.

Estabilizacion por inmovilizacién, modificacion quimica o modificaciéon del

medio de reaccion por inclusién de aditivos.

Una enzima inmovilizada es aquella cuyos movimientos han sido
restringidos, ya sea completamente o limitados a una pequena regidn, con lo
cual se previene significativamente el desdoblamiento de la molécula por
impedimentos fisicos. Es un hecho conocido que la inmovilizacion o la

deshidratacién en presencia de excipientes adecuados produce un aumento
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de la estabilidad térmica (Pomeranz, 1985). Una enzima deshidratada en una
matriz, bagjo ciertas condiciones controladas, puede considerarse inmovilizada
en dicho medio. La remocién de agua conduce a la obtencién de sistemas de
alta viscosidad donde la movilidad molecular estd muy reducida. Por lo tanto
la formacién de una matriz sélida obtenida por deshidratacion de enzimas
I&biles en presencia de solutos estabilizantes ofrece una estrategia que permite
aumentar considerablemente Ia estabilidad enzimdatica. Algunos compuestos
que se han utilizado para estabilizar enzimas son polimeros, azicares,
polialcoholes y proteinas (Crowe y col., 1984a; Colaco y col., 1992; Gibson y
col., 1992; Leslie y col; 1995; Bell y Hageman, 1996; Schebor y col., 1996y 1997;
Rossi y col., 1997; Suzuki y col., 1997; Terebiznik y col., 1998). Se han hecho

numerosos trabagjos de estabilizaciéon de enzimas utilizando esta metodologia

I.A.3. EFECTO PROTECTOR DE AZUCARES Y MECANISMOS

INVOLUCRADOS.

Se sabe que los polioles y azicares son capaces de proteger a las
proteinas del dafo que causa el secado y de la inactivacion térmica
producida durante el aimacenamiento (Suzukiy col., 1997). A pesar de la gran
cantidad de observaciones experimentales relacionadas con la estabilidad de
diversos biomateriales en presencia de azicares, los mecanismos moleculares

involucrados aun estdn en discusion (Allison y col., 1999).
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Se han postulado dos hipdtesis con respecto al mecanismo molecular
por el cual los azucares estabilizan moléculas bioldgicas en sistemas secos. La
primera es la teoria del reemplazo del agua. Establece que, siendo polioles, los
azucares pueden formar multiples puentes de hidrégeno externos que
reemplazarian a las moléculas de agua estructural esenciales que se
encuentran unidas por puentes de hidrégeno a las biomoléculas, y de esta
manera mantener su estructura molecular cuando se deshidratan o congelan
(Carpenter y col., 1987; Carpenter y Crowe, 1988). En este sentido, existe
probada evidencia de la interaccién directa entre los azicares y
componentes de las membranas, proteinas purificadas y liposomas (Crowe y
col., 1984 ay b; Lee y col., 1986 y 1989; Carpenter y Crowe, 1989; Crowe y col.,
1989; Hoekstra y col., 1991; Allison y col., 1999). La segunda teoria, postula que
luego del proceso de secado los azucares forman una fase continua amorfa,
en la cuadl la movilidad molecular y las reacciones degradativas son
cinéticamente insignificantes (Burke, 1985; Green y Angell, 1989; Levine y Slade,

1992a).

1.B. SOLIDOS AMORFOS Y ESTADO VITREO

La estructura fisica de un dado sistema o matriz estd definida por el
estado fisico de sus principales constituyentes: lipidos, hidratos de carbono,

proteinas y agua, como asi también por el tipo de procesamiento y
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#

almacenamiento al que fue sometido, es decir por su historia térmica. Muchos
alimentos deshidratados, ingredientes, aditivos y preparaciones farmacéuticas,
se encuentran en un estado muy concentrado, con un orden molecular
azaroso (no cristalino), conocido como sélido amorfo. Los sdlidos amorfos se
obtienen cuando las moléculas del soluto son inmovilizadas mediante un
rapido congelamiento o una répida deshidratacion. Especificamente, los
métodos utilizados para obtener sistemas amorfos incluyen: 1) Concentracién
de una solucién a alta temperatura, seguido de un enfriamiento rapido; 2)
secado por aspersion de una solucién; 3) liofilizacidn de una solucién; 4)
congelacién extremadamente rdpida de una solucién y 5) fusion de sélidos
cristalinos, seguido de un enfriamiento rapido (White y Cakebread, 1966; Roos y
Karel, 1991a; Slade y Levine, 1991; Roos, 1995). En la mayoria de estos métodos
(1 a 4) el agua se separa rapidamente desde la solucién inicial como vapor de
agua o como hielo resultando en la formacién de una solucion sobresaturada
altamente viscosa {sélido amorfo vitreo). Si la remocién de agua de la solucidn
inicial es lenta, las moléculas pueden reordenarse para formar una estructura
cristalina, en la cual prevalece la interaccion entre moléculas de soluto. El
cristal resultante se encuentra en un estado termodindmicamente estable,
caracterizado por una movilidad molecular baja y muy poco espacio entre
moléculas. En la Figura I.1 se muestra un esquema de la formacién de un sdlido

amorfo o cristalino.
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@ agua
SOLUCION \| soluto
Evaporacion A Secado por spray
lenta o liofilizacion
Transicion
vitrea
]
SOLIDO AMORFO ¥
«—— (sobreenfriado) <
SOLIDO CRISTALINO SOLIDO AMORFO

VIiTREO

Aumento de la temperatura
o del contenido de agua

Figura 1.1: Formacion de un sdlido amorfo o cristalino a partir de una solucién
(adaptado de Karmas, 1994).

Un material amorfo vitreo puede pasar al estado liquido sobreenfriado
dependiendo de la temperatura y de la presencia de agua. El cambio entre
los estados vitreo y sobreenfriado, se conoce como transicion vitrea. El término
transiciéon vitrea se refiere a la temperatura a la cual los vidrios inorganicos

empiezan a ablandarse vy fluir (Sperling, 1986). Por debagjo de la temperatura
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de transicién vitrea (Tg), que es caracteristica de cada sistema, el material es
un solido amorfo (vidrio). Los sdlidos amorfos son materiales meta-estables con
alta viscosidad y baja movilidad molecular, existen en un estado de no-
equilibrio y exhiben cambios dependientes del tiempo a medida que se
acercan al equilibrio. El aspecto de un material vitreo es el de un sdlido rigido
quebradizo caracterizado por una altisima viscosidad (alrededor de 10'2 a 104
Pa s) (Sperling., 1986). Las propiedades tipicas de la mayor parte de los
materiales vitreos (lamados fragiles) son la fragilidad y la transparencia. Angell
(1991) clasifica los liquidos como “fuertes” o “fragiles” de acuerdo con la
dependencia del logaritmo de la viscosidad con Tg/T. Los “fuertes” son redes
de liquidos que generalmente muestran un cambio chico en el calor
especifico a Tg. En cambio los liquidos “fragiles” presentan un cambio en el
calor especifico grande a Tg, con cambios drdsticos en la viscosidad. La
movilidad molecular en los vidrios esta restringida a vibraciones y movimientos
rotacionales de rango corto (Sperling, 1986). Los cambios que ocurren en el
estado vitreo, generamente llamados ‘“envejecimiento fisico”, son
extremademente lentos, y por lo tanto, los sistemas se pueden considerar
estables a cambios fisicos y quimicos (Levine y Slade, 1986; Slade y Levine,
1991; Jouppila, 1999). La transformacidén de materiales vitreos en liquidos
sobreenfriados viscosos ocurre en el rango de la temperatura de transicion
vitrea. Es importante notar, que a temperaturas en el rango de la Tg, un cambio
de pocos grados puede provocar en los materiales fragiles, una disminucion
significativa en la rigidez. El cambio en la rigidez es particularmente importante
para la estructura y estabilidad de alimentos o preparaciones farmacéuticas

(Roos, 1995; Suzuki y col., 1997). A temperaturas superiores a Tq. €l sistema pasa

10
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del estado vitreo al de liquido sobreenfriado, la viscosidad disminuye de
aproximadamente 102 a 103 Pas (Sperling, 1992), aumenta la movilidad
molecular y los movimientos traslacionales y se produce encogimiento
estructural o colapso de la matriz como consecuencia de la disminucion de
viscosidad. El volumen libre del material, definido como el volumen no
ocupado por lo sdlidos de la matriz, también aumenta significativamente
cuando el sistema amorfo pasa al estado de liquido sobreenfriado. En
consecuencia, al ocurrir la transicidn vitreqa, los materiales son mas susceptibles
a cambios fisicos o quimicos. El estado de liquido sobreenfriado recibe el
nombre de “rubbery” (0 gomoso) en la bibliografia concerniente a polimeros.
A pesar de que esta denominacion se extendid a cualquier sistema
sobresaturado, en sistemas no poliméricos (por ejemplo aquellos formados por
azucares), esta denominacidn no es correcta, y el término liquido
sobreenfriado es el adecuado (Angelly col., 1994).

La transicién vitrea es el factor mds importante que controla el cambio
en el estado fisico y las propiedades mecdnicas de polimeros sintéticos
(Sperling, 1986). La presencia e importancia de compuestos amorfos en los
alimentos ha sido reconocida en numerosos trabajos (White y Cakebread,
1966; Katz y Labuza, 1981; Flink, 1983; Blanshard y Franks, 1987; Roos, 1987; Karel
y col., 1994). Algunos autores introdujeron entonces los principios utilizados en
la ciencia de los polimeros sintéticos a la ciencia de los alimentos (Levine y
Slade, 1986, 1988, 1989, 1990; Franks, 1993) y consideraron a la transicién vitrea
como uno de los cambios mds importantes en el estado fisico de sistemas
bioldgicos concentrados y materiales alimenticios amorfos (Slade y Levine,

1991). Se propuso gue las transiciones vitreas afectan las reacciones quimicas

11
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controladas por la difusion de los reactivos a través del aumento del
coeficiente de difusién, y que la diferencia entre la temperatura de
almacenamiento (T) y la To, (T-Tg) podria dar cuenta de los efectos de la
temperatura y de la humedad simuitaneamente (el efecto de la humedad
estaria considerado en el valor de Tg) (Karel y Saguy, 1991; Slade y Levine,
1991). Si se considera gue la estabilidad estd relacionada con la transicién
vitrea del sistema en forma directa, esto permitiria establecer un mapa de

estabilidad hipotético como el que se muestra en la Figura |.2 (Roos, 1995).

Estado sobreenfriado
inestabilidad

Estado vitreo
estabilidad

 —-

Velocidad relativa

Temperatura

Figura I.2: Mapa de estabilidad para alimentos amorfos, que describe el efecto
de la temperatura sobre la velocidad relativa de cambios controlados por la Ty
(Adaptado de Roos, 1995).

12



I. INTRODUCCION

.B.1. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA.

Distintas propiedades del sistema amorfo cambian al ocurrir la transicion
vitrea, por lo cual puede ser detectada y estudiada por distintos métodos. Se
producen cambios o discontinuidades en algunas propiedades dieléctricas
(constante dieléctrica), mecdnicas (mddulo, viscosidad) y térmicas (entalpia,
volumen libre, capacidad calorifica, coeficiente de expansidon térmica) (White
y Cakebread, 1966; Wunderlich, 1981; Sperling, 1986). Diferentes métodos
pueden detectar alguno de estos cambios en funcién de la frecuencia, del
tiempo o de la temperatura (Roos, 1995).

La técnica mas utilizada para determinar la Tg es la calorimetria
diferencial de barrido (DSC). la cual detecta la transicidn vitrea en base al
cambio en la capacidad calorifica (ACp). La muestra se calienta a una
velocidad constante en una cdpsula sellada, y en general se utiliza una
cdpsula vacia como referencia. El instrumento registra las diferencias en el flujo
de calor entre la muestra y la referencia en funcién de la temperatura y del
tiempo. En la Figura 1.3 se muestra un termograma tipico (obtenido por DSC)
de un azucar liofilizado que muestra sus transiciones de fase y cambios de
estado (Roos, 1992). EI cambio en el AC, del sdlido que ocurre a la
temperatura de transicion vitrea de la muestra, se evidencia como un cambio
en la linea de base del termograma. A temperaturas mayores que Tg, el azdcar
se transforma en un liguido sobreenfriado. A medida que la temperatura y la
movilidad aumentan, y la viscosidad disminuye, las moléculas de azicar
pueden reorientarse hasta alcanzar un estado termodindmicamente mas

estable como lo es la estructura cristalina. La cristalizacidon se manifiesta como

13
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un pico exotérmico en el termograma. Al incrementar aun mds la temperatura,

el azucar funde produciendo un pico endotérmico.

TRANSICION
VITREA

{

Formaciéon de
cristales

Regioén vitrea

-_-

Flujo de calor —»p

==

Region
sobreenfriada

Fusiéon de
cristales

Temperatura/tiempo ——»

Figura 1.3: Termograma tipico de un azucar liofilizado (adaptado de Roos,
1992).

Otros métodos Utiles, y muchas veces mds sensibles, incluyen los andlisis
dindmicos mecdnicos (DMA, también referidos como andlisis dindmicos
termomecdnicos, DMTA) (Kalichevsky y col., 1992), andlisis dieléctricos (DEA,
también referidos como andilisis termodieléctricos, DETA) (Chan y col., 1986,
Kalichevsky y col., 1992; Noel y col., 1992; Goff, 1995) y espectroscopia

dieléctrica (Huang y col., 1996). Estas técnicas determinan el efecto de una

14



I. INTRODUCCION

perturbacion que varia en forma sinusoidal sobre los mddulos dindmicos o
dieléctricos (Cocero y Kokini, 1991; Le Meste y col., 1991; Kalichevsky y col.,
1992, 1993; de Graafy col., 1993; Goff, 1995).

Kalichevsky y col. (1992) sugirieron que las técnicas de DMA y DEA son
mas sensibles para determinar el valor de la Tg que el DSC. La transicién vitrea
se considera como una transicidon o, a temperaturas por debagjo de la Tg
podrian suceder otras transiciones referidas como B, y, etc. (Roos, 1995). La
relgjacion a detectada utilizando DMA o DEA a Tg, se puede correlacionar con
la transiciéon calorimétrica observada por DSC, pero es altamente dependiente
de la frecuencia y es dificil definir la frecuencia exacta correspondiente ala Tg
calorimétrica (Kalichevsky y col., 1992). Ademds en DEA los resultados se
pueden apreciar Unicamente por la presencia de dipolos del sistema (Roos y
col., 2000). Como senalan Chuy y Labuza (1994), por DSC se detectan cambios
en la capacidad calorifica de una muestra pequena (alrededor de 10 mg),
mientras que en la determinacién semicuantitativa del mdédulo dindmico se
observan cambios en las propiedades fisicas de una muestra de mayor
tamario (1-5 @), la cual requiere mas tiempo de calentamiento y, por lo tanto,
se percibiria a temperaturas mayores.

Hay también técnicas espectroscopicas importantes, como la
resonancia magnética nuclear (NMR) y resonancia de espin electrénico (ESR)
que permiten detectar los cambios de movilidad molecular y de difusion
asociados con la Tg (Le Meste y col., 1991; Kalichevsky y col., 1992, Abletty col.,
1993; Hemminga y col.. 1993; Le Meste, 1995). La resonancia magnética de
imagen (MRI) o también llamada resonancia magnética nuclear de imagen

(NMRI) es una variante de la espectroscopia NMR. La diferencia reside en que
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por MRI se obtiene informacion espacial acerca de los protones presentes en
la muestra. Esta técnica permite obtener "mapas de Tg"', que serian
particularmente Utiles para el estudio de sistemas heterogeneos como 1os
alimentos o materiales biolégicos (Ruan y Chen, 1998). Para el estudio de la
difusidn de compuestos en alimentos amorfos, recientemente Champion y col.
(1995) introdujeron el uso de recuperacion de fluorescencia luego del
fotoblanqueado (FRAP). Esta técnica detecta la recuperacion de la
fluorescencia en una muestra que contiene sondas fluorescentes: se destruye
el compuesto fluorescente en un drea (fotoblangueado) y se detecta la
difusion de las sondas no destruidas hacia el drea fotoblangueada. Se puede
relacionar entonces la difusién con los cambios de viscosidad del medio en las

cercanias de la transicidn vitreq.

1.B.2. FACTORES QUE AFECTAN LA Tg .

1.B.2.1. Plastificacion por el agua.

La movilidad de un sistema amorfo puede ser afectada por la adicién de
un agente plastificante. Un plastificante es una sustancia que al ser agregada
a un material, aumenta su flexibilidad y extensibilidad. Para que un compuesto
sea plastificante debe ser compatible con el material al que se incorpora. En
los sistemas biolégicos el plastificante mdas importante es el agua. El agregado

de un plastificante produce un aumento en el volumen libre, y por lo tanto,
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tiene el efecto de reducir la Tq del sistema y de incrementar la posibilidad de
que éste cristalice. En la Figura 1.4 se muestran, para una matriz de azucar, la
curva de Tg, de solubilidad y la zona de cristalizacion dependiente del tiempo,
en funcion del contenido de agua. Se puede ver, que a medida que aumenta
el contenido acuoso, disminuye la Tg, y ademds se promueve la cristalizacién

(Roos, 1992).

Solucién

<\

O

-]

o

|

3

b

o

|

o

Q

E Solucién
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Estado
vitreo

Contenido de agua 2

Figura 1.4: Curva de temperatura de transicion vitrea, curva de solubilidad
(equilibrio) y la zona de cristalizacion dependiente del tiempo para un dado
azucar (Buera, 2001).

Las proteinas, al igual que los hidratos de carbono, muestran una
transiciéon dindmica “tipo vidrio", con temperaturas de transicién vitrea que
disminuyen con la hidratacion (Gregory, 1998). En el estado vitreo la proteina

estd fijada cinéticamente y la movilidad estd restringida a transiciones de tipo
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local. Se postuld que en el estado seco las barreras para los reordenamientos
conformacionales son tan altas que las transiciones entre dichos estados no
son probables a temperaturas accesibles (antes de que se inicie la
degradacion térmica de la proteinq). El agua plastifica la proteina y permite

que las transiciones ocurran a temperaturas mucho menores (Gregory, 1998).

I.B.2.2. Efecto de la estructura y masa molar.

Fox y Flory (1950). trabagjando con poliestreno de distintas masas
molares, observaron que el valor de T4 aumentaba rédpidamente al aumentar
la masa molar. Al graficar Tg en funcion de la inversa de la masa molar
obtuvieron una relacién lineal. Debe destacarse que la relacion entre la masa
molar y la temperatura de transicidn vitrea no es general sino que sélo se
verifica para series homologas (Nelson, 1993).

La Ecuacién I.1 es la ecuacion de Fox y Flory, que ha sido aplicada para
gran cantidad de polimeros sintéticos y biopolimeros, incluyendo

maltodextrinas (Roos y Kare, 1991b).

T, =T,(0)-K/Mr (1.1)

Donde:
Tg(ec) es el valor limite de Tq a alta masa molar

Mr es la masa molar

18



K es una constante

Roos y Karel (1991b) determinaron las temperaturas de transicidon vitrea
de maltosa y de una variedad de maltodextrinas en un rango amplio de
humedades relativas. Al aumentar la humedad relativa, las temperaturas de
transicion vitrea de estos sistemas disminuyeron, como era esperado, ya que el
aumento de humedad plastificd los sistemas. También se observd que la Tg
aumentd al aumentar la masa molar para una dada humedad relativa, y
pudo utilizarse la ecuacién de Fox y Flory para relacionar las temperaturas de
transicion vitrea y la masa molar. Roos (1993) analizdé el comportamiento de
distintos azicares (pentosas, hexosas y disacdridos) con respecto ala Tg, y se
observd la misma tendencia general, las pentosas tuvieron menor Tg que las
hexosas, que a su vez tuvieron menor Tg que los disacdridos.

Se ha demostrado que en matrices con la misma masa molar promedio,
la Tg depende rigurosamente de la proporcién de moléculas lineales que
constituyen la matriz. Polimeros conteniendo una alta proporcién de cadenas
lineales (como por ejemplo de amilosa), presentan valores de Tg mayores que
aquellos con una alta proporcién de cadenas ramificadas (ej. amilopectina).
Ademds se observd que la Tg es mayor para las formas ciclicas y que el tipo de
enlace glicosidico afecta los valores de Tg al modificar la conformacién
espacial de la molécula (Slade y Levine, 1991). Zeleznak y Hoseney (1987)
observaron que también el grado de entrecruzamiento del polimero afecta la
temperatura de transicién vitrea. La Tq determinada por estos autores para
almidén nativo fue mayor que para almiddon gelatinizado, las dreas cristalinas

en el almiddn nativo actuarian como redes fisicas que conducen a una mayor

19



I. INTRODUCCION

restriccion de la movilidad segmental y en consecuencia al aumento del valor

deTq.

1.B.2.3. Transicion vitrea de mezclas.

La disminucién de Tg con el aumento del contenido de agua de la
mayoria de los materiales bioldgicos, farmacéuticos y alimenticios puede
describirse utilizando la ecuacion de Gordon y Taylor (Gordon y Taylor, 1952)
(Ecuaciéon 1.2). Esta ecuacion relaciona la T de mezclas binarias con la
fraccidn en masa y la Tg de los componentes individuales. La ecuacién de
Gordon y Taylor se aplica a sistemas modelo formados por mezclas anhidras
de dos componentes distintos y también a sistemas que contienen un
componente soélido y diferentes contenidos de agua. En general, la ecuacion
se cumple para calcular la Tg resultante de mezclas de polimeros con

diluyentes.

T W\T kW T
gmezcla = W, +k-W, (1.2)

Donde: Tg mezcia = Tg Observado para una mezcla binaria
w1 Y wa = fraccion en masa de los componentes puros
Ta1 Yy Tg2= Tqg de los componentes puros
k = constante (representa la fuerza de interaccién entre los

componentes del sistema).
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La ecuacién de Gordon y Taylor también se utilizd para describir el

efecto del agregado de moléculas distintas del agua a macromoléculas sobre

la Tg. Buera y col., (1992) informaron constantes de Gordon y Taylor para la

adicién de xilosa, glucosa y lisina a una matriz de PVP. Roos y Karel (1991b)

determinaron Ias Tgs de mezclas de maltodextrina y sacarosa. Las muestras

estaban formadas por maltodextrinas de distintas masas molares y sacarosa en

distintas concentraciones. Los resultados obtenidos fueron comparables con

los predichos por la ecuacién de Gordon y Taylor (para k = 3) (Figura 1.5).

200
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Tq sacarosa

Ty maltodextrinas
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Mr 1800 —

T T T
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Fraccion en peso de maltodextrina

Figura 1.5: Efecto del agregado de maltodextrina sobre la temperatura de
transiciéon vitrea de la sacarosa (adaptado de Roos y Karel, 1991b), {....... )
curvas predichas utilizando la ecuacion de Gordon y Taylor.
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La adicién de hidratos de carbono inertes de alta masa molar a
alimentos o componentes de los mismos, se puede usar para alterar la Tg y
retrasar los cambios fisicos que pueden afectar la estabilidad del producto. Se
observd que los alimentos que contfienen grandes cantidades de azucares,
retienen su calidad en un amplio rango de temperaturas y humedades,
cuando se les adicionan macromoléculas. En numerosos productos se logrd
retrasar la cristalizacion de azucares (Berlin y col., 1973; Iglesias y Chirife, 1978),

y el colapso del sistema (Tsourouflis y col., 1976; Gerschensony col., 1981).

1.B.3. ISOTERMAS DE SORCION DE AGUA Y ESTADO FiSICO.

La presencia de agua y sus interacciones con otros componentes son
factores importantes a tener en cuenta en la estabilidad de diferentes
formulaciones o alimentos. Sin embargo, se ha observado que sistemas con el
mismo contenido de agua difieren significativamente en su estabilidad
microbiolégica y quimica. Esta situacion es atribuible a las diferencias de
intensidad con la que el agua se asocia con los constituyentes no acuosos. El
agua unida fuertemente estd menos disponible para las reacciones
degradativas, tales como el crecimiento de microorganismos y las reacciones
quimicas hidroliticas, que el agua que tiene asociaciones débiles. El término
actividad de agua (aw) caracteriza la intensidad con la cual el agua se asocia
con los distintos constituyentes no acuosos (Fennema, 1996). La aw se define

como:
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a, =(p/po), (1.3)

Donde:
aw es la actividad de agua
p es la presidon de vapor de agua en el producto ala temperatura T

po es la presién de vapor del agua pura a la temperatura T

Esta igualdad se basa en asumir la existencia de equilibrio
termodindmico. Generaimente en alimentos o formulaciones deshidratados
esta condiciéon puede no cumplirse y por ello seria mdés correcto usar el término
presion de vapor relativa (PVR) en lugar del término aw (Fennema, 1996).

En el equilibrio, a temperatura constante, las actividades de agua de los
componentes de una mezcla son iguales, mientras que los contenidos de
agua pueden no serlo. La actividad de agua estd relacionada con el
contenido acuoso a través de la isoterma de sorcidon de agua. Las isotermas
de sistemas cristalinos y amorfos son significativamente diferentes, tal como se
observa en la Figura 1.6.

Un sdlido cristalino adsorbe muy poca agua hasta una aw dada, a partir
de la cual comienza la disolucidon de los cristales. En el sistemma amorfo, las
moléculas se encuentran en un ordenamiento al azar, y estan relativamente
mdas libres para interactuar con el agua, por lo tanto la adsorcién de agua a
bajas aw es mayor en los sistemas amorfos que en los cristalinos. Ademas
existen materiales que a bajos contenidos de agua y bajas aw, son amorfos,

pero cristalizan con la adicién de agua (Fig. 1.6).
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Figura 1.6: Isotermas correspondientes a sistemas amorfos, cristalinos y a
materiales amorfos que cristalizan a medida que aumenta el contenido de
aguay la aw.

Las isotermas son herramientas Utiles, ya que a partir de ellas se puede
obtener informacién sobre la cristalizacién y la plastificacion de un sistema.
También se pueden calcular los valores de contenido de agua

correspondientes a la monocapa y puntos de disolucién (Fennema, 1996).

|.B.4. DIAGRAMAS DE ESTADO

El conocimiento de los diagramas de “estado™ es de gran importancia
en los estudios relacionados con la movilidad molecular y la estabilidad de
sistemas congelados o con bajo contenido de agua. Son mds apropiados, en
estos casos, que los diagramas de fase convencionales (Fennema, 1994).

Ademas de las condiciones de equilibrio que proveen los diagramas de fase,
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los diagramas de estado proveen informacion acerca de condiciones de no
equilibrio y estados de equilibrio metaestable. Por lo tanto, incluyen la nocidn
de tiempo y permiten complementar la informacién de los diagramas de fase.
Son especialmente (tiles en sistemas deshidratados, parciaimente
deshidratados o congelados que no corresponden a estados de equilibrio
termodindmico (Fennema, 1996; Roberts y Franks, 1996; Roos y col., 1999). En la
Figura 1.7 se muestra un diagrama de estado temperatura-composicion

simplificado para un sistema binario.
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Figura I.7: Diagrama de estado de un sistema binario (adaptado de Fennema,
1996).

El gréfico incluye la curva de temperatura de transisicidn vitrea (Tg). la

curva de fusién de hielo (Tm) y la curva de solubilidad (Tm$). El punto donde la
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curva de fusion intercepta la curva de Tg define el punto (Cg', Tg') que
corresponde a una concentracion de soluto/temperatura particular a la cual
la cristalizacidon de agua estd inhibida cinéticamente. Cq' es la concentracion
correspondiente a la matriz mdximamente concentrada por formacion de
hielo, es decir que a Cq' se alcanza la minima cantidad de agua asociada ala
fase amorfa que se puede alcanzar por congelacion de agua en el sistema.
Tg' es la temperatura de transicidn vitrea correspondiente a esa matriz
maximamente concentrada (Simatos y Blond, 1991; Slade y Levine, 1991). La
curva de Tg vy la linea que se extiende desde el punto eutéctico (Te) a Tg',
representan condiciones de no equilibrio. Cuando un sistema se encuentra en
condiciones intermedias entre la curva de Tg y las curvas de Tm 0 TS, s€
encuentra, con raras excepciones, en un estado de no equlilibrio. La
formacion de hielo en el sistema se favorece congelando lentamente, y se
hace maxima a temperaturas entre Tey Tg'. A temperaturas mayores que Te se
produce fusion del hielo, y a temperaturas menores que Tg' el sistema es
altamente viscoso, la movilidad molecular estd muy reducida y hay
limitaciones difusionales que impiden la cristalizacion de agua (Fennema,
1996). Contrariamente, cuando una solucion se congela rapidamente (por
ejemplo con nitrégeno liguido), el congelamiento rdpido previene la
cristalizacién de hielo y por lo tanto se obtiene un sistema amorfo con un valor
de Tg (en este caso menor que Ty') que serd dependiente de la cantidad de
agua asociada a la fase amorfa (Figura 1.8) (Luyet y Rasmussen, 1968; Hartel,
2001q). El valor de Tg' es independiente de la concentracién inicial, sélo
depende de Ia composicidn o tipo de soluto. Por lo tanto, es importante

senalar que cada sistema tendrd su diagrama de estado caracteristico que
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diferird cuantitativamente pero no cudlitativamente del diagrama mostrado

enla Figura l. 7 (Fennema, 1996).
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Figura 1.8: Formacidén de hielo durante la congelacion rapida o lenta del
sistema (adaptado de Hartel, 2001q).

.B.5. CAMBIOS FiSICOS RELACIONADOS CON Tg.

Los materiales amorfos son sistemas metaestables que sufren cambios
dependientes del tiempo hasta alcanzar la condicién de equilibrio. Existe un
acuverdo general acerca de la influencia de la transicidn vitrea sobre cambios
de tipo mecdnico o cambios relacionados con la difusion de las moléculas
que constituyen el sistema (Roos y col., 1996a). Los cambios mecdnicos
incluyen sobre el fendmeno de colapso, que es la resultante de un cambio en

la estructura o en el flujo viscoso de los componentes de la matriz por
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disminucién de viscosidad, y provoca pegajosidad, apeimazamiento y pérdida
de porosidad (White y Cakebread, 1966; Bellows y King, 1973; Tsourouflis y col.,
1976; To y Flink, 1978 a y b; Flink, 1983; Levine y Slade, 1988; Slade y Levine,
1991). Los cambios fisicos asociados con cambios en la difusidn, incluyen la
cristalizaciéon de azocares amorfos (Roos y Karel, 1990; Jouppila y Roos, 1994ay
b; Kedward y col.,, 1998; Mizuno y col., 1998; Roos, 1998b), la retencién y
liberacién de aromas (Whorton y Reineccius, 1995), recristalizacién de hielo en
productos congelados (Hagiwara y Hartel, 1996; Sutton y col., 1997; Roos,
1998q;) y perdida de crocancia en cereales (Simatos y Karel, 1988; Le Meste y
col., 1992; Nicholls y col., 1995; Roos y col., 1998).

En particular, si bien la cristalizaciéon de azicares en sistemas amorfos es
un punto importante ya que puede afectar significativamente la vida Util del
producto o la estabilidad de sus componentes, los factores que afectan el
proceso de cristalizacion y la cinética de cristalizacién ain no han sido

comprendidos completamente (Roos y col., 1999).

I.B.5.1. Cristalizacion de hidratos de carbono amorfos.

La cristalizacion es un cambio de estado tipico que puede ocurrir
durante el almacenamiento de hidratos de carbono amorfos deshidratados o
congelados. Afecta en gran medida la calidad del producto y acelera incluso
otros cambios deteriorativos como reacciones quimicas o enzimdticas. Es una

transicion de fase de primer orden, generalmente controlada cinéticamente
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por el estado fisico del sistema (Roos, 1995; Roos y col., 1996b; Roos, 1998b). Si
bien se observd que existe movilidad rotacional, relgjaciones vy
“envejecimiento fisico™ en el estado vitreo, la movilidad no seria suficiente para
permitir la difusién traslacional y los arreglos moleculares necesarios para que
se produzca la nuclecidn y el crecimiento de los cristales (Sperling, 1986; Slade
y Levine, 1991; Roos, 1995). Como la movilidad traslacional aumenta
rdpidamente al ocurrir la transiciéon vitrea, la velocidad de cristalizacion
aumenta mucho a temperaturas mayores que Tq (Slade y Levine, 1991; Roos,
1995). Se observé que la velocidad de cristalizacidn depende de la
temperatura, de la diferencia entre la temperatura de almacenamiento (T) y Tg
(T-Tg), y del contenido de agua (Roos y Karel, 1990; Jouppila y Roos, 1997;
Jouppilay col., 1998).

Los sistemas con bgjo contenido de agua o congelados, son
metaestables y sus componentes tienden a cristalizar debido a la
sobresaturacion. La cristalizacidon de materiales amorfos es un proceso
complicado que requiere del tiempo suficiente para la nuclecion,
propagacién o crecimiento y maduraciéon de los cristales formados, que
puede involucrar transformaciones entre diferentes formas cristalinas y
recristalizacién (Slade y Levine, 1987; Levine y Slade, 1992 b; Roos, 1995). En la
Figura 1.9 se muestra esquematicamente el efecto de la temperatura y/o de la
plastificacidn, sobre la velocidad de cristalizacién en un sistema en estado

liquido sobreenfriado.
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Figura 1.9: Esquema del efecto de la temperatura (o de la plastificacion) sobre

la velocidad de nucleacidn, propagacion y cristalizacidon global en sistemas
amorfos. Adaptado de Slade y Levine, (1991) y Roos (1995).

En la Fig 1.9 se observa que a temperaturas mayores, pero cercanas a la
Tg. la nucleacion es rapida pero el crecimiento o propagacién de los cristales
es lento debido a que la viscosidad es alta y la difusidon de las moléculas a los
centros de cristalizacion estd restringida. A temperaturas cercanas a la
temperatura de fusion (Tm) la nucleacién es lenta pero el crecimiento de los
cristales se ve favorecido por la menor viscosidad y mayor movilidad de las
moléculas, que pueden difundir y orientarse adecuadamente sobre la
superficie del cristal en crecimiento (Jouppila, 1999). Por lo tanto la velocidad
de cristalizacion global en funcién de la temperatura (o de T-Tg) describe una
curva en forma de campana con un mdximo a temperaturas entre Tgy Tm (0 @
valores de (T-Tg) intermedios (Sperling, 1986; Siade y Levine 1991; Roos, 1995)).

Jouppila y col. (1998) y Kedward y col. (1998) sugirieron que la velocidad de
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cristalizacién maxima para lactosa ocurre a valores de (T-Tg)= 40-100°C. Por
otro lado, en condiciones de (T-Tg) bajos, el grado de cristalizacion global en el
sistema serd menor porque aunque la nucleciéon es rdpida el crecimiento de
los cristales esta restrigido cinéticamene. Ademds, en esta condicidn, los
cristales que se forman al comienzo del aimacenamiento estdn rodeados por
regiones amorfas rigidas que actan como barreras para que se produzcan los
reordenamientos moleculares y la cristalizacién completa. Si la cristalizacidon
ocurre a valores altos de (T-Tg), el crecimiento es rdpido y generalmente los
cristales que se forman son mdas grandes y perfectos (Flory, 1953).

La velocidad de cristalizacién se podria controlar entonces,
modificando la velocidad de difusion de las moléculas durante la nucleacion o
durante la propagacion, o afectando los sitios de crecimiento del cristal (Hartel
y Shastry, 1991; Roos, 1995).

Distintos autores observaron que la cristalizacidén en alimentos o
formulaciones complejas estaria controlada no sélo por la temperatura y el
contenido de agua sino también por la presencia de otros componentes en el
sistema. Algunos materiales se incorporan a soluciones sobresaturadas para
inducir nucleacién, mientras que hay otros materiales que inhiben el proceso
de nucleacién (Hartel, 2001¢c). El retraso del proceso de cristalizacidon por
adicién de compuestos de alta masa molar ha sido demostrado por Berlin y
col. (1973) para lactosa y por Iglesias y Chirife (1978) para sacarosa. Karmas y
col (1992), observaron que la cristalizacion de lactosa se puede retrasar
incorporando  al  sistema amioca (almidon de alta  amilosa) o
carboximetilcelulosa. Saleki-Gerhardt y Zografi (1994) encontraron que la

cristalizacién de sacarosa amorfa se retrasa en presencia de lactosa, trehalosa
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o rafinosa. Si bien se ha estudiado la cristalizacion en sistemas combinados,
aun hay poca informacién cuantitativa acerca de los efectos que producen
distintos aditivos sobre la cristalizacion en alimentos o formulaciones complejas
(Hartel, 2001c).

Hay gran cantidad de técnicas disponibles para evaluar cantidad,
tamano, tipo de cristales o velocidad de crecimiento en un producto
alimenticio o sistema modelo. Cada técnica se basa en la medicidon de
diferentes propiedades fisicas de los cristales. La cristalizacion de azUcares en
sistemas amorfos ha sido detectada usando calorimetria diferencial de
barrido, microcalorimetria isotérmica y técnicas de difraccidén por rayos-X. Sin
embargo se observaron diferencias en el grado de cristalizaciéon dependiendo
de la técnica empleada debido a que los azUcares pueden cristalizar en
diferentes formas dependiendo de la temperatura y del contenido de agua
(Jouppila y col., 1997; Jouppila y col., 1998). En los Ultimos afos, se incorporaron
distintos tipos de técnicas microscopicas y de espectroscopia. La principal
ventaja de la microscopia, reside en que permite la observacién visual del
tamano y forma de los cristales en la muestra. Sin embargo debe tenerse en
cuenta que los cristales deben tener un tamano mayor que 3-4 um para poder
resolverlos por microscopia 6ptica. El uso de microscopia dptica con luz
polarizada aumenta el contraste y permite resolver cristales mdas pequenos
(entre 1 y 3 um). Actualmente se estdn utilizando técnicas mds sofisticadas
como microscopia laser, confocal, microscopia de fuerza atémica. Dentro de
las técnicas espectroscdpicas, comenzaron a usarse en alimentos la
resonancia magnética nuclear, espectroscopia Raman e infrarroja. La

espectroscopia se utiliza principaimente para determinar la presencia de
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material cristalino en un producto y para identificar estructuras polimorficas,
pero también se puede utilizar para evaluar cinéticas de cristalizacién en
alimentos o sistemas modelo (Hartel, 2001b). Es importante tener en cuenta
que cada técnica puede determinar una u ofra forma cristalina o bien la
cristalizacién global en el sistema. Por lo tanto, la seleccién de la técnica mas
adecuada para una aplicacién determinada, dependerd de los resultados

esperados y de la practicidad en cada caso (Hartel, 2001b).

I.B.5.2. Cinética de cristalizacion.

La ecuacién general de Avrami (Ec. |.4) también conocida como
Johnson-Mehl-Avrami-Komogorov (JMAK) (Avrami, 1939; Chvoj y col., 1991;
Graydon y col., 1994), ha sido frecuentemente usada para describir la
velocidad global de cristalizacion isotérmica (Sperling, 1986; Roos y Karel, 1992;
Gedde, 1995; Roos, 1995; Jouppila y col., 1997). El modelo supone que la
cristalizacidn comienza al azar en diferentes puntos y se propaga hacia afuera

a partir de los sitios de nucleacion (Figura 1.9) (Gedde, 1995).
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Figura 1.10: Esquema ilustrando la cristalizacion al azar en diferentes puntos y el
crecimiento circular de los cristales (supuestos del modelo de JMAK).

El modelo es vdlido no sélo para crecimiento lineal (velocidad de
crecimiento constante) sino también para las primeras etapas donde el
crecimiento estd controlado por difusion (Graydon y col., 1994). La ecuacion
relaciona en forma sigmoidea la cristalinidad global con el tiempo de

cristalizacion:

a=1- cxp(— l\"‘l”) (.4

donde « representa la fraccion de azucar cristalizado a un dado tiempo t, K¢
es la constante de cristalizacion isotérmica, que depende principalmente de la
temperatura, y n es el indice de Avrami, relacionado con el mecanismo de
nucleacién y crecimiento de los cristales (Arvanitoyanis y Blanshard, 1994). La
calorimetria diferencial de barrido ha sido la técnica mas comUnmente usada
para estudiar la cinética de cristalizacion aplicando la ecuaciéon de JMAK ya
que permite determinar la fraccion cristalina en funcidén del tiempo de

calentamiento isotérmico (Metin y Hartel, 1998). Roos y karel (1990, 1992)
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- __________________________________________________ ]

realizaron mediciones isotérmicas por DSC para estudiar la cinética de
cristalizacién de sacarosa y lactosa a temperaturas mayores que Tg.

La determinacidon de los valores Ke y n puede realizarse gjustando la
Ecuacién 1.4 a los datos experimentales a través de una regresién no lineal o
bien aplicando la forma doble logaritmica de la ecuacién de Avrami, que
permite obtener Kc y n de la ordenada al origen y de la pendiente

respectivamente

In[-In(l~a)]=InK, +nlnt (1.5)

En la Figura I.11 se muestra la representacién gréfica de la fraccion

cristalina en funcién del tiempo y la forma doble logritmica de la ecuacidén

JMAK.

Fraccién cristalina ( a)
In (An(1- o))

b)

Tiempo Int

Figura I.11: a) Representacién grdfica de la fraccién cristalina en funcién del
tiempo. b) Forma doble logritmica de la ecuacién JMAK. La ecuacion
representa los datos para un grado de conversion bajo.
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El valor numérico de Ke es una combinacién de las constantes de
velocidad de nucleacion y de crecimiento, se relaciona directamente con el
tiempo medio de cristalizacién (u2) y por lo tanto con la velocidad de
cristalizacién global o total. El valor de Ke es muy dependiente de la
temperatura (Graydon y col., 1994). La inversa del 11,2 se calculd usando la

siguiente ecuacion:

1/in
0.693
7, =[K—] (|6)

[

El tiempo medio de cristalizacidn permitiria evaluar la estabilidad durante el
almacenamiento de formulaciones conteniendo azUcares (Jouppila y col.
(1997, 1998).

Distintos autores encontraron que los valores del exponente n son
mayores al aumentar el nUmero de dimensiones en que se produce el
crecimiento. Para varias condiciones de transformacion, se observd que
cuando el crecimiento estd controlado por difusion, el valor de n se reduce en
un factor de 0.5 respecto al valor obtenido para el caso de crecimiento libre
(Avrami, 1940; Doremus, 1985; Chvoj y col., 1991). Graydon y col (1994)
encontraron que para muchas transformaciones, el valor de n se mantiene
constante en un rango importante de temperaturas. Christian (1975) tabuld
valores de n esperados para varias condiciones de transformacion. Valores de
n= 4, indican nucleacion heterogénea y desarrolio de cristales en forma de
esfera a partir de nucleos aislados. Un valor de n= 3, indica un crecimiento

esférico a partir de nicleos aislados. Valores de n cercanos a 2 indican un
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crecimiento inicial en dos dimensiones, con una alta tasa de nucleaciéon al
comienzo que disminuye con el tiempo. Datos experimentales y tedricos
mostraron que se requiere un sobreenfriamiento de 50-100K para que la
nuclecion sea totalmente homogénea. De lo contrario, en las condiciones
practicas comunmente usadas, la nucleacién se inicia a partir de particulas

preexistentes y se conoce como nuclecion heterogénea (Gedde, 1995).

.B.6. CAMBIOS QUIMICOS RELACIONADOS CON Tg.

El pardeamiento no enzimdtico, las reacciones catalizadas por enzimas
y la estabilidad estructural son algunos de los procesos quimicos que
determinan la estabilidad en sistemas de bajo contenido acuoso (Roos y col.,
1996a; To y Flink, 1978 a,b y ¢). La velocidad de estos cambios en alimentos
con bqgjo contenido de agua parece depender de la movilidad molecular
(Duckworth, 1981). Simatos y Karel (1988) y Slade y Levine (1991) sugirieron que
en alimentos amorfos, la velocidad de las reacciones quimicas estaria
controlada por la difusion de los reactivos. Por lo tanto, la velocidad de
reaccién aumentaria significativamente a temperaturas mayores que la Tg del
sistema (Roos y col., 1996aq).

La reaccidon de Maillard, un caso particular de pardeamiento no
enzimdtico, es probablemente el ejemplo mdas estudiado de una reacciéon
quimica controlada por la difusidn, en relacién con la transicidn vitrea.

Comienza con la condensacién de grupos amino con grupos carbonilo, y
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luego de reacciones complejas de isomerizacién, deshidratacion vy
condensacion, conduce a la formacién de pigmentos pardos. Es un buen
modelo para estudiar los efectos de la transicion vitrea sobre la cinética de
reacciéon, debido a que es un proceso con varias etapas que requieren la
difusién y reordenamiento de los reactivos (Namiki, 1988). Ademas, la reaccion
de Madillard es una reaccién quimica importante en alimentos o formulaciones
que contienen proteinas y azdcares. Los azicares reductores proveen grupos
carbonilo y las proteinas grupos amino que constituyen los reactivos iniciales
de la reaccién de Maillard. Produce aromas, oscurecimiento o perdeamiento
del sistema y también puede disminuir la calidad durante el procesamiento y
el almacenamiento del producto (Roos, 1995). Suzuki y col. (1997) sugirieron
que la inactivacion enzimdtica puede ocurrir no sélo por cambios en la
estructura terciaria de la proteinaq, sino también via la reaccién de Maillard. Por
lo tanto, se le ha dado mucha atencion al control de la velocidad de esta
reacciéon. Uno de los primeros estudios acerca del efecto de la transicidn vitrea
sobre el pardeamiento en alimentos y sistemas modelo de alimentos fue
realizado por Karmas y col. (1992). Estos autores concluyeron que aunque la
velocidad de pardeamiento no enzimdtico era fuertemente dependiente de
la humedad vy la temperatura, también era afectada por la transicién vitrea.
Roos y Himberg (1994) llegaron a una conclusidon semejante al estudiar el
pardeamiento no enzimdtico en funcioén del contenido de agua, la awy la Tg a
temperaturas de enfriamiento. Postularon que el pardeamiento se inicia en
una zona cercana a la Tg a cada contenido de agua y que la velocidad de la
reaccion aumenta al aumentar (T-Tg). Himberg y Roos (1992) estudiaron las

velocidades de pardeamiento no enzimdatico en sistemas liofilizados de
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maltodexirina en presencia de lisina y xilosa. Ellos observaron que se desarrolld
pardeamiento a temperaturas menores que la Tq del sistema, aunque a muy
bajas velocidades. Bell (1995) concluyd que la concentracion de los reactivos
en la fase acuosa de sistemas de baja humedad afecta la velocidad de
pardeamiento en mayor medida que el estado fisico (caracterizado por Tg 0 la
aw). Estudios recientes demostraron que la reaccién de Maillard en matrices
anhidras poliméricas no estuvo gobernada totalmente por la movilidad
molecular asociada a la transicidn vitrea (Schebor y col., 1999). La movilidad
rotacional y la difusion podrian ocurrir en el estado vitreo, en poros
preexistentes, descartando la hipdtesis de la no reactividad por debajo de Ts.
La temperatura tendria mds importancia que el valor de (T-Tg). Como remarca
Chinachoti, (1997), andlisis a diferentes niveles (macroscépicos o moleculares)
proveen informacién en distintas dimensiones de tiempo o distancia, y no

necesariamente se correlacionan.

|.8.7. DEPENDENCIA DE CAMBIOS FiSICOS Y QUIMICOS CON LA

TEMPERATURA

La dependencia de las velocidades de reacciones con la temperatura

puede analizarse utilizando diferentes modelos tedricos:
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I.B.7.1. Modelo de Arrhenius.

La expresion matematica mas utilizada para andlizar el efecto de la
temperatura sobre la velocidad de procesos quimicos, fisicos, reacciones de

desnaturalizacidon o enzimdticas, es la ecuacion de Arrhenius:
-FE
K =K exp —= (1.7)
R7

En el modelo K correspondientes a alguna propiedad relacionada con
aspectos cinéticos a la temperatura T (por ej. viscosidad, cristalizacion,
inactivaciéon de proteinas), Ko es un factor de frecuencia o constante de
Arrhenius, R es la constante de los gases y Eq la energia de activaciéon. La
forma logaritmica de la Ec. {I.7) permite determinar si el modelo es aplicable o

describe los datos experimentales:
E
InK=InK, -—=~ 1.8
0 TR (1.8)

Si el modelo describe bien los datos experimentales, la representacion grafica
del In K vs 1/T debe ser una linea recta. Si ademds la cinética es de primer
orden, la constante de velocidad puede representarse como 1/1, donde 1
seria el tiempo al cual ocurre el proceso en estudio, y la Ec. (1.8) puede

describirse como:

] L
In| — |=Inlk, )-—~ 1.9
(D)) oo

r
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La aplicabilidad del modelo puede probarse entonces graficando 1/t o 1/t12
vs 1/T. A partir de la pendiente (-Eo/R) se puede calcular E« que expresa el
grado de dependencia respecto a la temperatura del proceso en cuestion.
Las curvas tipo Arrhenius se observan principalmente en sistemas con
alto contenido de agua. En sistemas con bajo contenido de agua pueden
presentarse desviaciones de esta cinética, generalmente causadas por
cambios fisicos (transicién vitreq, cristalizacion), o cambios en los mecanismos

de reaccién (Figura |.12) en las cercanias de Tg.

T< Tg
Estado vitreo

T> Tg
Estado sobreenfriado

In difusividad

1M 1T

Figura 1.12: Representacién esquemdtica del efecto de la fransicion vitrea
sobre la dependencia de la difusividad con la temperatura en un grdfico de
Arrhenius (adaptado de Roos, 1995).

41



I. INTRODUCCION
#

I.B.7.2. Modelo de Williams-Landel-Ferry (WLF)

La ecuaciéon WLF (Williams y col., 1955) (Eq. 1.10) relaciona tiempos de
relgjacion de propiedades mecanicas con temperaturas mayores que la Tg del
sistema. Esta ecuacion fue obtenida empiricamente para describir la
dependencia de la viscosidad de materiales amorfos con la temperatura, pero

el modelo puede aplicarse a otros pardmetros de relajacion o cinéticos (Ferry,

1980):
K —('I(T_T')
log = X .10
*x o) Y
Donde:

Ky Kg ,s0n valores correspondientes a propiedades relacionadas con
aspectos cinéticos a las temperaturas Ty Tg, respectivamente.

Ci y C2 son constantes que fueron obtenidas promediando valores
obtenidos para muchos polimeros sintéticos, y se les dieron los valores
considerados "“universales” que corresponden a -17.44 para Ciy 51.6 para C»
(Williams y col., 1955). Uno de los inconvenientes en el empleo de la Eq. (1.10) es
que el valor Kq, 0 sea el tiempo de relgjacion a la temperatura de transicion
vitrea, es dificil de obtener en la practica, y se recurre a extrapolaciones o
suposiciones.

El método de las variables reducidas propuesto por Peleg (1992) es una
modificacion de la ec. (1.10) y permite calcular las constantes de WLF en

sistemas reales, evitando extrapolaciones, ya que se basa en aproximaciones
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fisicas. Para ello, se elige una temperatura de referencia dentro del area

experimental obteniéndose la siguiente ecuacion:

(1.11)

donde T es la temperatura de referencia, K. corresponde al valor de alguna
propiedad relacionada con aspectos cinéticos a la temperatura Try Cir y Ca
son coeficientes constantes. Para evaluar Cy y Cax es necesario definir una
temperatura a la cual el tiempo del proceso es infinito (Tew). Una buena

aproximacion de este valor se obtiene calculando:

T, =Tg - 50K

y a esta temperatura se tiene que:

Cou=T-T., (|]2)
Cuando la Ec. (I.12) se combina con la Ec. (l.11) se obtiene la siguiente
ecuacioén:
lo £ —M 1.13
gK, (T - Two) (113)
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Si el modelo describe los datos experimentales, al graficar log (K/Ke) vs ((T-T¢)/(T-
T..)) debe obtenerse una linearecta.
La diferencia entre la temperatura de referencia y Tg se define (Ferry,

1980; Peleg, 1992) como:

5= T:T (1.14)
Ci= (Cw C2)/(C2rd) (1.15)
Co= Cad (1.16)

Ciy C2son los coeficientes de WLF cuando Ti= Tg

En la bibliografia se encontré una tendencia general a utilizar los
coeficientes de WLF como “constantes universales” (Levine y Slade, 1989; Limy
Reid, 1991) y aunque en algunos casos se senala que son valores promedio,
igualmente se han usado con frecuencia para probar la aplicabilidad del
modelo WLF (Soesanto y Williams, 1981; Ollet y Parker, 1991; Kerry col., 1993).

Debido a que los valores Ci y C2 son promedios obtenidos de un gran
numero de polimeros sintéticos, y que se aplican a relajaciones mecdnicas, no
es apropiado usar estos coeficientes para juzgar la aplicabilidad del modelo
WLF para reacciones quimicas que ocurren en sistemas biopoliméricos. Por
ejemplo, Karmas y col. {1992) encontraron que en un sistema de hidratos de
carbono a T > Tg, el aumento de la velocidad de pardeamiento no enzimatico
no fue tan grande como el predicho utilizando los coeficientes promedio de
WLF. Esto no significa que el modelo WLF no sea aplicable, sino que se deben

usar los coeficientes en la ecuacion WLF correspondientes a cada sistema
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particular (Neilson y Labuza, 1994) que a veces difieren hasta en un orden de

los “universales”.

I.B.7.3. Modelo de Vogel-Tamman-Fulcher (VTF)

Angell y col. {1994) recomendaron el uso de la ecuacion VIF en lugar
de la de WLF para liguidos no poliméricos, ya que presenta coeficientes que
serian mas universales. La ecuacion VIF puede expresarse para cinéticas de

cristalizacién como:

K=K, expB/T-T,) (1.17)

donde B, To y Ko son constantes. El valor de To se fij6 como 184K, valor que fue

estimado de valores recomendados por Parker y Ring (1995). y B se calculd

como la pendiente de la forma lineal de la Eq. (l.17).

1.B.7.4.Comparacion de los modelos empleados para evaluar la

dependencia de la cinética de procesos con la temperatura.

Las ecuaciones VIF y WLF son interconvertibles, a partir de los
coeficientes de VIF pueden obtenerse los pardmetros correspondientes a la

ecuacion de WLF (Soesanto y Williams, 1981). Se realizaron un gran numero de
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trabajos en los que se comparé la validez de las ecuacioes de Arrhenius y WLF.
La ecuacidon WLF fue particularmente muy adecuada para describir la
dependencia de la velocidad de los cambios fisicos dependientes de la
viscosidad en relacién con (T-Tg), tales como los tiempos de cristalizacion de
azucares (Roos y Karel, 1991a). flujo y pegajosidad (Roos y Karel, 1992), aungue
las dificultades en la determinacién experimental a valores cercanos a Tg, hizo
dificil la comprobaciéon de la aplicabilidad de la ecuacion de WLF en el rango
de temperaturas en el que hay mayor variacién de las propiedades
termofisicas con la temperatura. Los resultados de estos trabajos indicaron que
los coeficientes universales deben emplearse como primera aproximacion,
cuando no hay datos suficientes de los sistemas, de lo contrario resultd siempre
mejor emplear los coeficientes calculados en base a los datos
correspondientes a cada sistema particular (Ferry, 1980; Buera y Karel, 1993).
Para las reacciones quimicas se encontraron resultados contradictorios
en cuanto a la aplicabilidad de ecuaciones como WLF y Arrhenius. Estas
contradicciones se pueden explicar considerando que en realidad hay dos
factores que controlan la velocidad global de la reaccidn: el coeficiente de
difusién de los reactivos, y la cinética de la reaccién involucrada, que a su vez
son ambos dependientes de la temperatura (Karel, 1994). La cinética de
reaccion generalmente se puede describir mediante la ecuacion de Arrhenius,
pero el coeficiente de difusion puede seguir la ecuacién (1.8) con un cambio
de pendiente cercano al valor de Tg, 0 la ecuacidn (L.11), especialmente en el
rango de temperaturas entre 10 y 100 grados por encima de Tq. Por lo tanto, el
tipo de ecuacidén que mejor refleje los cambios dependerd de la influencia

relativa de cada uno de estos pardmetros (Buera y Chirife, 1997).
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Nelson (1993) estudio los efectos de Tg en fendmenos cinéticos
incluyendo la cristalizacién de azucares amorfos vy las velocidades de cambios
quimicos en productos alimenticios. Concluyd que la aplicacion correcta del
modelo WLF para predecir datos cineticos involucra la determinacién de los
coeficientes WLF, ya que dependen del sistema y de su contenido de agua.
También sugiridé que la velocidad de los cambios quimicos en matrices
sobreenfriadas suelen tener una dependencia con la temperatura de tipo

Arrhenius, en vez de seguir el modelo WLF.

I.C. ASPECTOS REMARCABLES SOBRE LOS FACTORES INVOLUCRADOS EN
LA ESTABILIDAD DE BIOMOLECULAS EN CONDICIONES DE HUMEDAD

RESTRINGIDA.

El papel de los hidratos de carbono en la estabilizacion por
deshidratacién de membranas, proteinas y células ha sido estudiado
extensivamente en los Ultimos 15 anos. Como resultado de estas
investigaciones, azicares como sacarosq, lactosa y recientemente trehalosa
han sido ampliamente usados como excipientes durante el secado de una
variedad de biomateriales ldbiles incluyendo productos de la industria
farmacéutica (Suzukiy col., 1997).

La accidon de los agentes crio y dehidroprotectores ha sido atribuida a
efectos de tipo cinéticos y a efectos especificos. A nivel cinético estos agentes

crio y dehidroprotectores promueven la formaciéon de un sistema amorfo
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vitreo, inhiben la cristalizacion e influyen sobre la cinética de reacciones de
deterioro que pueden ocurrir durante el aimacenamiento (Burke, 1985; Greeny
Angell, 1989; Levine y Slade, 1992q). En este sentido, Levine y Slade (1992b),
propusieron al estado vitreo como factor determinante de la estabilidad en
sistemas deshidratados. Sin embargo, distintos autores observaron que la
formacién de vidrios no fue suficiente para la preservacion de membranas
(Crowe y col., 1994; Sun y col., 1996) y proteinas (Duddu y Dal Monte, 1997)
durante la liofilizacién y el almacenamiento, ni para la supervivencia de
semillas en la deshidrataciéon (Sun y Leopold, 1994b). Prestrelski y col. (1993) y
Tanaka y col. {1991), observaron que carbohidratos de alto peso molecular
como los dextranos, capaces de formar estructuras vitreas, no fueron efectivos
para estabilizar proteinas durante la deshidratacion. La estabilizacion en
sistemas de baja humedad dependeria no sélo de factores cinéticos sino
también de interacciones especificas entre la estructura biolégica a estabilizar
y la matrz protectora (Carpenter y Crowe, 1988). Crowe y col. (1998),
encontraron que la formacién de vidrios era una condicidon necesaria pero no
suficiente en la estabilizacion de enzimas y liposomas deshidratados.
Recientemente se asocid la inactivacién enzimatica con la cristalizacion
del azucar utilizado como agente estabilizante (Cardona y col., 1997; Suzuki y
col., 1997; Sun y davison, 1998). Podria proponerse entonces que los efectos de
tipo cinéticos como también los efectos de interaccidn especifica
involucrados en la capacidad protectora de los azicares serian importantes y
estarian de algin modo relacionados, ya que las interacciones especificas
necesarias para la estabilizacion de biomoléculas sélo pueden manifestarse si

el azicar se encuentra en estado amorfo y la vitrificacion es la propiedad que
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I. INTRODUCCION

asegura la inhibicién de la cristalizacion. En particular, en el presente trabagjo se
analizaron propiedades especificas de los sistemas amorfos y el impacto de la
cristalizacion sobre la estabilidad enzimdtica en realaciéon con distintas

estrategias para retrasar/nihibir la cristalizacion de azUcares protectores.
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Il. OBJETIVO

e Andlizar la influencia del estado fisico-quimico de
agentes estabilizantes de enzimas sobre su accién
protectora.

e Analizar el uso de excipientes especificos (sales,
azucares, polimeros) para mejorar le eficiencia de los
azdcares como agentes protectores.

e Establecer pautas generales para lograr la
estabilizacion de enzimas en sistemas vitreos o

sobreenfriados.
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ll. MATERIALES Y METODOS

lI.A. ELECCION DE LOS SISTEMAS MODELO

e Se utilizd como sistema modelo a estabilizar una enzima de actividad $-
galactosidasa aislada de una cepa especial de la levadura l4ctica
Kluyveromyces lactis. La eleccién se basd en que las enzimas provenientes de
levaduras son intracelulares y tienen poca estabilidad térmica en los medios
de cultivo habituales.

e Se emplearon sistemas modelo de azUcares, polimeros y mezclas polimero-
azUcar, azucar-azicar o azucar-sal, capaces de formar matrices amorfas por
deshidratacién o congelacién. En estos sistemas se analizé la estabilidad de la
enzima B-galactosidasa en distintas condiciones de humedad y temperatura
de almacenamiento, en relacién con la temperatura de transicion vitrea y el

estado fisico-quimico de la matriz.

1Il.B. MATERIALES

» Polimeros:
e Polivinilpirrolidona (PVP), de masa molar promedio (Mr) 40.000 (PVP 40)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
¢ Maltodextrinas (MD) de masas molares promedio (Mr) 3600, 1800, 1200,
1000, 900, 720 (MD 3600, 1800, 1200, 1000, 900, 720. respectivamente)
(Grain Processing Corp., Refinacoes de Milho, Corn Products Corp.).

e pB-ciclodextrina (CD), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
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k. ____________

e Almiddn de trigo nativo (AN), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

» Azlcares:
e Trehalosa (a-a-trehalosa) (T), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO;
Pfanstiehl Laboratories, Inc., IL USA).
e Rafinosa (R), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
e Sacarosa (S), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
e Maltosa (M), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
e Melibiosa (Mb), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

e Lactosa (L) (Mallinckrodt Chem. Works, New York).

» Sistemas combinados:

¢ Polimero/azUcar: maltodexirina (MD 1800)/trehalosa (MD/T) (80:20,
50:50 p/p).

e Azucar/azucar: sacarosa/rafinosa (S/R) (50:50, 60:40, 65:35, 80:20, 90:10
p/p). sacarosa/trehalosa (S/T) (50:50. 65:35 p/p). lactosa/trehalosa (L/T)
(60:40, 70:30, 80:20 p/p).

e Azucar/sal: trehalosa en presencia de diferentes sales: KCI, NaCl, CsCl,
CaCl2.2H,0, InCh.2H20 (T/K, T/Na, T/Cs, T/Ca, T/In, respectivamente)
(preparadas en relacién molar T/sal anhidra (R) 5y 10) y MgClz.6H0

(T/Mg) (conR=0.5, 1,2, 5,10y 20).

Para estudiar la estabilidad enzimdtica en los sistemas anteriores se

utilizé la enzima lactasa (B-galactosidasa producida por Kluyveromyces lactis),
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Maxilact 5000L, Gist Brocades, Holland, nv., Dinamarca). pH éptimo: 6.8, Mr: 135

KD.

III.C. PREPARACION DE LOS SISTEMAS MODELO

I.C.1. SISTEMAS LIQUIDOS.

Se prepard una solucion conteniendo buffer fosfato 0.1 M de pH 6.9 vy la
enzima B-galactosidasa (35 unidades enzimdaticas (UE) / ml de buffer, donde una
unidad es la cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa/hora a 37°C y pH

6.9.)

11.C.2. SISTEMAS DESHIDRATADOS.

Los sistemas en estado amorfo se obtuvieron por liofilizacion de
soluciones acuosas que contenian (salvo que se indique especificamente en los
resultados), 20% (p/v) de cada uno de los sistemas detallados en el punto I1.B.
Para los estudios de estabilidad enzimatica, las soluciones se mantuvieron en un
bano de hielo y se agregd la enzima B-galactosidasa (174 UE / g de matriz).

Alicuotas de 1 ml de cada solucién se distribuyeron en viales de vidrio de 3

mil. Los sistemas poliméricos y azicares empleados en los estudios de la seccion



Il. MATERIALES Y METODOS

#

IV.A. se congelaron inmediatamente con aire liquido. Los sistemas empleados en
la seccidn IV.B. se congelaron durante 24 horas a -26°C y luego se sumergieron
de 1 a 2 minutos en nitrégeno liquido (temperatura= -190°C). Los sistemas se
liofilizaron durante 48 horas. Se utilizd un liofilizador Virtis 10-342 (The Virtis
Company, Inc. Gardiner, N.Y.) que opera a -50°C en la placa condensadoray a
una presion de 0.4 mbar. Gran parte de los sistemas T/Sal y las mezclas
lactosa/trehalosa se liofilizaron en un liofilizador Heto Lab Equipment Cooling
Trap modelo CT 110 (Heto Lab Equipment, Dinamarca) que opera a -110°C en
la placa condensadora y a una presidon de menos de 4.10 -4 mbar en la
cdmara. Luego del liofilizado las matrices se colocaron en desecadores de vacio
y se expusieron durante una semana en una cdmara a 25°C sobre un agente
desecante (Mg(ClOa)2 0 P.Os) o sobre las siguientes soluciones salinas saturadas:
LICI, CH3COOK, MgCla, K2COs. Mg(NOs)2, NaCl y KCl: que permitieron obtener
humedades relativas (H.R.) de 11, 22, 33, 43, 52, 75y 84% respectivamente, segin

los requerimientos de cada experimento (Greenspan, 1977).

1.C.3. SISTEMAS CONGELADOS.

Se prepararon sistemas amorfos por congelaciéon de soluciones acuosas
(fraccidn en masa de agua (W) 0.4, 0.6 y 0.8) de trehalosa y trehalosa en
presencia de NaCl, KCl y MgCh.6H20. Los sdlidos se disolvieron calentando a
80°C y se colocaron 20 ul de cada solucién en cdpsulas de aluminio (Mettler
aluminium pan, 40ul para calorimetria diferencial de barrido (DSC)). Se realizaron

dos tipos de experimentos:
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a) Sistemas con W= 0.4: Congelando estas soluciones concentradas
raGpidamente se puede evitar la cristalizaciéon de agua o azicar durante el
enfriamiento. Los sistemas se congelaron rdpidamente colocando las cdpsulas
en el horno del DSC cuando éste habia alcanzado una temperatura de -150°C.
Las muestras se mantuvieron a esa temperatura durante 2 minutos, previo a la
medicién en el DSC. De esta manera se obtienen sistemas donde toda el agua
de la solucién inicial forma parte de la matrizamorfa y en los cuales se analizd el
valor de la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la recristalizacidén de hielo
redlizando calentamientos dindmicos en el DSC.

b) Sistemas con W= 0.6 o0 0.8: En estos sistemas diluidos se analizd la cantidad de
agua congelada luego de almacenar las capsulas durante 24 horas a -26°C. Las
condiciones de temperatura (-26°C) y concentracion (W= 0.6-0.8) seleccionadas
en este caso, corresponden a una regidn en el diagrama de fases en la cual se

espera gue la formacion de hielo ocurra faciimente (1.B.4).

I11.D. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA EN SISTEMAS

DESHIDRATADOS.

El contenido de agua de las matrices poliméricas se determind por
diferencia en el peso antes y después del secado en estufas de vacio durante
48 horas a 70°C en presencia de perclorato de magnesio. En los sistemas que
contenian aziUcares se determind el contenido acuoso total secando en

estufas de vacio durante 48 horas a 98°C en presencia de perclorato de
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#

magnesio. En ambos casos se expresaron los resultados en fraccion en masa
de agua (W).

Estas condiciones aseguran una determinacion adecuada de la
cantidad de agua en cada sistema y fueron seleccionadas en base a estudios
previos (Cardonay col., 1997).

En las matrices donde se produjo cristalizacion parcial de la trehalosa
como dihidrato, el contenido acuoso de la fase amorfa (Wa) se calculd
utilizando las siguientes ecuaciones:

X+Y=1

W=X-01+Y-W,

Y- W,=W-X-0.1

w,=W-x-0.1)/(1- X) (1)
donde X= fraccidn en masa de trehalosa cristaling; Y= fraccién en masa de
trehalosa amorfa; W= fraccidon en masa de agua total; Wa= fraccidén en masa
de agua de la fase amorfa; 0.1= fraccidn en masa de agua del cristal

dihidratado.

I11.E. ESTIMACION DE LA CANTIDAD DE AGUA CRISTALIZADA EN SISTEMAS

CONGELADOS.

La cantidad de hielo formado luego de almacenar los sistemas (W= 0.6-

0.8) en condiciones isotérmicas a —26°C se estimd calculando la diferencia entre
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la fraccidn en masa de agua total del sistema (contenido de agua de la solucidn
inicial, previo al congelamiento) y la cantidad de agua asociada a la fase

amorfa:

W, +W =W,

W, =W,-W, (2

donde: Wa es la cantidad de agua asociada a la fase amorfa, We es la cantidad
de agua cristalizada y Wr es el contenido de agua total del sistema.

El contenido de agua de la fase amorfa fue calculada a partir de los
valores de Tg correspondientes, determinados luego del almacenamiento, y en

base a la curva general de Tg versus W.

III.F. TRATAMIENTO TERMICO.

Luego de exponer los sistemas liofilizados a las humedades relativas
seleccionadas, se cerraron los viales herméticamente con teflén alrededor de
sus tapas y se incubaron en estufa de circulacién forzada de aire a
temperatura constante (x 1°C). Las temperaturas de almacenamiento se
seleccionaron en funcién del sistema en estudio (temperaturas mayores o
menores que el valor de Tg correspondiente) y del objetivo del experimento

(rango 37-95°C). Se retiraron de la estufa muestras por duplicado a distintos
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tiempos, y se determind la actividad enzimatica remanente como se describe

a continuacion.

111.G. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La actividad enzimdatica se determind en las matrices empleadas
(excepto las de sacarosa) midiendo la cantidad de glucosa liberada luego de
incubar los sistemas en presencia de lactosa (sustrato de la enzima pB-
galactosidasa). Se agregd 1 ml de buffer fosfato (0.1M, pH 6.9) a cada vial
conteniendo la muestra deshidratada y se mantuvieron los sistemas a 5°C
hasta la disolucidn completa de los solidos. Se incorporaron luego 2 ml de una
solucion al 15% (p/v) de lactosa, condicidén en la cual la enzima opera a
sustrato saturante (el K de la enzima (-galactosidasa, obtenido por distintos
autores en productos lacteos o en sistemas modelo con buffer y lactosa, esta
entre 40y 112 mM (Leiras, 1992)). Los sistemas se incubaron durante 60 minutos
en un bano de agua a 37°C, luego de los cuales, la inactivacion se realizd
exponiendo las muestras a 80°C durante 3 min. Se determind el grado de
hidrolisis de lactosa midiendo la concentracién de glucosa, uno de los
productos de la reaccion. Se utilizé el método enziméatico Trinder modificado
(Wiener Lab. Argentina, Bergmeyer y Grassi, 1983) basado en la oxidacién de
la glucosa por la enzima glucosa-oxidasa a dacido glucdnico y perdxido de
oxigeno. En presencia de peroxidasa, este Ultimo compuesto produce una

reaccion oxidativa del fenol con la 4-aminofenazona, produciéndose un
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cromégeno color rojo que se puede medir en espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 505 nm. Las mediciones se readlizaron en un
espectrofotometro Carl Zeiss Spekol UV-Vis.

El esquema de reaccién del método es el siguiente:

Glucosa oxidasa

Glucosa + O2 + H20 _— dcido glucoénico + H202

peroxidasa
2 H202 + 4 aminofenazona + fenol > quinona + 4 HO

(crombgeno)

Medicién de absorbancia a 505 nm

En sistemas que contenian sacarosa se observé la liberacién de glucosa
durante el tratamiento térmico por hidrdlisis parcial del azicar. Por lo tanto, en
estas matrices, la actividad enzimatica no se pudo determinar midiendo la
glucosa generada empleando lactosa como sustrato y se determind midiendo
la cantidad de o-nitrofenol producido en presencia del sustrato o-nitrofenil-p-D-
galactopiranésido (ONPG) (Park y col., 1979). Se agregaron 2ml de buffer
fosfato (0.1 M, pH 6.9) a cada vial y se mantuvieron a 5°C hasta la disolucidén
completa de los sélidos. Se tomaron 0.25 ml de una dilucién apropiada de la
solucién conteniendo la enzima y se incubaron 5 minutos a 33°C en presencia
de 0.25 ml de una solucién del sustrato ONPG (0.25 g / 100 ml de buffer fosfato

0.1 M, pH 6.9). Luego de la incubacion, la enzima se inactivé agregando 0.5 ml
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de una solucién de carbonato de sodio (10% p/v). se agregaron 2 ml de agua
destilada y se determind la cantidad de o-nitrofenol liberado midiendo la
absorbancia a 420 nm vy refiriéndola a la absorbancia de una muestra de
referencia.

La determinacion de actividad enzimatica en todos los sistemas modelo
estudiados, se realizd en base a mediciones por duplicado de cada muestra, y
como por cada tiempo se extragjeron dos muestras, cada valor informado es el
promedio de 4 mediciones. Para este niUmero de mediciones se calculd un
error relativo del 5%.

La cantidad de sustrato (lactosa u ONPG) hidrolizado después de un
tratamiento dado (S) se relaciond con la cantidad de sustrato hidrolizado en la

condicion inicial (So) vy la actividad remanente (AR) fue calculada como:

AR =100 . (S/So) (111.3)

II.H. ISOTERMAS DE SORCION DE AGUA.

Se determinaron las isotermas de sorcion de agua para las matrices
mezcla T/Mg de R= 5y 1 (preparadas como se describe en el punto IIl.C.2). En
este caso, alicuotas de 3 ml de cada solucidn se distribuyeron en pesafiltros. Los
sistemas se congelaron durante 24 horas a -26°C, se sumergieron en nitrégeno
liquido y se liofilizaron (liofilizador Heto Lab Equipment Cooling Trap modelo CT

110 (Heto Lab Equipment, Dinamarca) que opera a -110°C en la placa
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condensadora y @ una presion de menos de 4.10 - mbar en la cdmara. Luego
del liofilizado, las muestras se secaron en estufa de vacio 48 hs. a 90°C, para que
el contenido de agua fuera W < 0.03 en todos los casos, y se expusieron a
distintas humedades relativas (rango 11-84%). Se determind el contenido de
agua de las muestras (como se describid en el punto IIl.D) en funcién del tiempo
de exposicion a las distintas H.R. hasta alcanzar la condicidén de equilibrio

(diferencias de peso menores que 0.0005 g).

I11.l. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).

Se utilizd un calorimetro diferencial de barrido DSC 30 Mettler TA 4000,
procesador TC11 TA y sistema de andlisis térmico TA72. Para evitar fendmenos
de distorsion observados al comienzo y final del calentamiento o enfriamiento,
las determinaciones se realizaron en todos los casos comenzando el barrido
por lo menos 30°C por debagjo de la temperatura esperada para el inicio de
una dada transiciéon y finalizando por lo menos a una temperatura 10°C mayor.

El equipo se calibré con indio (punto de fusidon 156,6°C), plomo (punto
de fusidn 327,5°C) y zinc (punto de fusidon 419,6°C). Las muestras se colocaron
en cdpsulas de aluminio (Mettler aluminium pan, 40ul) herméticamente
cerradas, se pesaron para determinar la masa (7-15 mg/cdpsula segun el tipo
de material) y se midieron utilizando como referencia una cdpsula de aluminio
pinchada vacia en todas las mediciones. Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado o triplicado y se informé el valor promedio.
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III.I.1. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA (Tg).

Las temperaturas de transicién vitrea de gran parte de los sistemas
modelo estudiados se determinaron en forma dindmica (velocidad de
calentamiento 10°C/min.) a partir de las discontinuidades detectadas en las
curvas de flujo de calor versus temperatura. La Tg se considerd como la
temperatura a la cual comienza el cambio en el calor especifico (valor
“onset") que se detecta en el termograma como un corrimiento endotérmico
en la linea de base.

Las temperaturas de transicidon vitrea correspondientes a matrices de
PVP 40, almiddn de trigo nativo, algunos sistemas de sacarosa y maltodextrinas
de diferentes masas molares, fueron obtenidas por Buera y col. (1992), Zeleznak
y Hoseney (1987), Kedward y col. (1998) y por Roos y Karel (1992)
respectivamente, siguiendo la misma metodologia empleada en este trabagjo.

Para determinar la temperatura de transicion vitrea de la enzima -
galactosidasa pura, se dializd la solucion enzimatica (para eliminar de esta
manera compuestos de bagjo peso molecular que pudieran estar presentes en
la sulucién comercial y que podrian afectar la determinacién de Ty). Utilizando
una membrana de corte 10000 se suspendieron 20 ml de la enzima comercial
en un recipiente conteniendo 2 litros de agua destilada que se mantuvo
durante 4 dias a 5°C. El volUmen de agua se renovéd 2 veces por dia, durante
los 2 primeros dias de didlisis y 1 vez por dia, los Utimos dos dias. La solucion
dializada se deshidratd por liofilizacidon (como se describe en la seccidn lil.C.2)

y se expuso durante una semana sobre perclorato de magnesio o sobre
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soluciones salinas saturadas que permitieron obtener humedades relativas de

33y 43%.

I1l.1.2. DETERMINACION DE TEMPERATURAS DE CRISTALIZACION Y GRADO

DE CRISTALINIDAD.

Se realizaron mediciones dindmicas para determinar temperaturas de
cristalizacién (Te) y entalpias de cristalizacion (AHc) o fusidn (AHr) de azUcar, en
algunos de los sistemas modelo deshidratados, o de agua, en sistemas amorfos
congelados (W= 0.4). En todos los casos el calentamiento se realizd a una
velocidad de 10°C/min. Las temperaturas de cristalizacion informadas
corresponden a la temperatura a la cual la curva comienza a desviarse de la
linea de base para dar el pico exotérmico de cristalizacion. Los valores de
entalpia de cristalizacidén o fusidon se obtuvieron calculando el drea de la
transicion exotérmica o endotérmica respectivamente, en relacion a la masa
de muestra.

La fraccion cristalina (o) en sistemas conteniendo trehalosa luego de un
cierto tratamiento, se calculd relacionando la entalpia de fusion obtenida en
forma dindmica luego del tratamiento, con el valor de entalpia de fusidn
obtenido para el cristal dihidrato puro de trehalosa (139 J/g) medido en las

mismas condiciones.
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11.1.3. EVALUACION DE CINETICAS DE CRISTALIZACION.

La cinética de cristalizaciéon de azUcares en sistemas amorfos se analizd
empleando DSC. Los estudios se realizaron a partir de mediciones isotérmicas y
a partir de mediciones realizadas en forma dindmica. En las determinaciones
isotérmicas, las muestras se colocaron en el horno del DSC una vez alcanzada
la temperatura deseada y se registraron los cambios en el flujo de calor en
funcidn del tiempo. A partir de los termogramas isotérmicos, la cinética de
cristalizacién de un dado azicar (sacarosa o lactosa) se obtuvo calculando la
entalpia de cristalizaciéon (por integracion del pico exotérmico) en funcién del
tiempo de calentamiento (Figura Il.1). Se obtuvo la fraccién cristalina (a) en
funcion del tiempo de calentamiento refiriendo integraciones parciales del
pico con el drea o entalpia total. El tiempo de induccidn y el tiempo necesario
para que el azucar cristalice completamente, se consideraron como el tiempo

al cual se inicia o finaliza el pico exotérmico de cristalizacién, respectivamente.
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Figura lll.1: Esquema de la cristalizacion isotérmica de un azucar, determinado
por DSC. La fraccidn cristalina (a) en funcion del tiempo de calentamiento se
obtiene refiriendo integraciones parciales del pico con el drea total.

La cinética de cristalizacién de trehalosa y trehalosa en presencia de
sales se estudié durante el almacenamiento de los sistemas a 43% H.R. y 25°C.
Estas condiciones aseguraron la cantidad de agua (W= 0.1) y la movilidad (T-
Tg= 15°C) suficientes para que se forme el cristal dihidratado. La fraccién
cristalina se calculd relacionando el drea del pico endotérmico determinado
en este caso en forma dindmica por DSC a distintos tiempos de
aimacenamiento, con el drea correspondiente a la fusidn del dihidrato puro
(139 J/g) medido en las mismas condiciones.

La fraccidn cristalina, determinada a partir de termogramas isotérmicos
o dindmicos, se graficd en funcidn del tiempo y se analizé usando la ecuacién

JMAK (seccidn |.B.5.2, Ec. |.4).
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I11.J. MICROSCOPIA OPTICA CON LUZ POLARIZADA (M.O.).

Para la evaluacién de cambios fisicos por microscopia se utilizd un
microscopio oOptico con luz polarizada (Olympus BXS0 microscope with
polarizer filters) y una platina (Linkam TMS 92) acoplada al microscopio que
permitié controlar la temperatura y la velocidad de calentamiento de la
muestra. Las imdagenes se obtuvieron utilizando una cdmara de video (JVC TK-
128E) conectada al microscopio y a una computadora (se utilizd el programa
Paint Shop Pro Image (versidon 7.00 Evaluation) para recoger las im&agenes). El
microscopio se utilizd con un objetivo 10X.

La preparacién de la muestra se realizd como se describe en la seccion
II.C. En este caso, una pequena porcion de las matrices liofilizadas se colocd
en el interior de un aro de goma montado sobre un portaobjetos (Figura I1.2).
La muestra en este dispositivo se colocd 48 horas a 25°C en desecadores de
vacio que contenian soluciones salinas saturadas de diferente humedad
relativa (33, 43 y 52%). Luego de la humidificacién, el dispositivo se selld con un
segundo portaobjetos para mantener constante la humedad de la muestra, y
se coloco sobre |la platina térmica del microscopio. En todos los casos se realizd
un tratamiento isotérmico, con una rampa inicial de 50°C/min para alcanzar la
temperatura final seleccionada (60-110°C+2°C). Se observaron los cambios

fisicos (vidrio-liquido sobreenfriado-cristalizacién) en funcidén del tiempo.
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Por’roobje’ros MO"e”O' amorfo

a) O \

<4——1—— Aro de goma

b)

:‘ L I: }4_ Clip metdlico

Figura lll.2: Esquema del dispositivo empleado para analizar por microscopia
optica con luz polarizada las caracteristicas y cambios fisicos de azucares
sometidos a tratamiento térmico. a) El anillo central contiene la muestra, los
aros de goma en las esquinas facilitan el sellado. b) Vista lateral del dispositivo
sellado.

I1.J.1. EVALUACION DE CINETICAS DE CRISTALIZACION.

La cinética de cristalizacién se evalué determinando el drea de cristales
aislados en funcién del tiempo de calentamiento en la platina usando el
programa Scion Image (Release Beta 4.0.2) para analizar imagenes. El
crecimiento en cada caso se siguid mientras podian analizarse cristales
individuales, el campo de observacion del microscopio se movié durante el
experimento en los casos en los cuales parte del area del cristal comenzaba a
crecer fuera del campo inicial. Usando esta metodologia se evaluaron
muestras de lactosa y mezclas L/T (80:20) liofilizadas y humidificadas a 33% H.R.,

a varias temperaturas (60, 63, 65, 70 y 80°C para lactosa y 70, 80, 20 y 95°C
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para L/T). Se hicieron al menos triplicados para cada condicion y se siguio el
crecimiento de 1 a 5 cristales por muestra. Se graficd el area de los cristales (en
vez del % de cristalinidad) en funcién del tiempo ya que surgieron dificultades
para definir el drea maxima de cristalizacion. Algunos autores (Aguilera y Soto,
2000) definieron el area mdaxima de crecimiento de un cristal como la mayor
drea que puede evaluarse dentro del campo de observacion, o bien el drea a
partir de la cual los cambios de tamano en el tiempo se hacen muy lentos.
Estas opciones serian decuadas para analizar cinéticas iniciales de
cristalizacion. Trabajando con azUcares amorfos, la segunda opcidén sdlo
podria lograrse trabajando a temperaturas cercanas al valor de Tg donde el
proceso de cristalizacién es excesivamente lento. Las curvas de variacion de
tamano de los cristales en funcidon del tiempo se qgjustaron al modelo de
regresion lineal y se empled el valor de la pendiente para describir la
velocidad de crecimiento en cada caso. Para tener una estimacion de la
velocidad global de cristalizacion de lactosa o de lactosa en presencia de
trehalosa en funcién de la temperatura de calentamiento isotérmico, se
calculd una pendiente o velocidad promedio para cada condicion.

El tiempo necesario para que el azicar amorfo cristalizara
completamente a partir de la matriz amorfa, se considerd como el tiempo al
cual una muestra de 4-6 mm de didmetro (similar al didmetro que tienen las
muestras en las cdapsulas usadas en el DSC) se observaba completamente

cristalizada.
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I1Il.K. CINETICA DE PROCESOS Y DEPENDENCIA CON LA TEMPERATURA.

La dependencia de las velocidades, ya sea de inactivacion enzimdtica
o de cristalizacion de azucares con la temperatura, se analizd utilizando los
modelos tedricos de Arrhenius, Wiliams-Landel-Ferry (WLF) (método de
variables reducidas) y Vogel-Tamman-Fulcher (VTF) descriptos en Ia seccidn
I.B.7, ecuaciones (1.7), (1.11) e (.17}, respectivamente. Cuando se analizé la
dependencia de la inactivacion enzimdtica con la temperatura, la constante
K que aparece en las distintas ecuaciones, correspondid a la constante de
inactivacion enzimatica (Ki). En los estudios de cristalizacion de azicares, K se
considerd como la constante de cristalizacion (Kc) o como el tiempo medio de
cristalizacion (t2) que fue calculado a partir de la ecuacion (l.6), seccidn

1.B.5.2.

lIl.L. DIFRACCION POR RAYOS-X.

Se realizaron andlisis de difraccidon por rayos-X utilizando un
difractémetro Siemens D5000, modo 6-26, radiacién de CuKa (A= 1.5406 A)y un
monocromador de grafito, desde 5 a 50 grados (step size 0.02 degree and 0.7
second/step). Se empled el software Diffract AT para resolver los picos de

difraccion.
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I1l.M. TRATAMIENTO DE DATOS.

El modelado de los datos experimentales y regresiones presentados se
realizé utilizando programas provistos por la biblioteca (Graph Pad Prism V3.1),
a través de correlacién lineal o no lineal, segun los casos. Este programa

minimiza el cuadrado de la diferencia entre los valores predichos vy

experimentales.






IV.A. ESTABILIDAD TERMICA DE 3-GALACTOSIDASA EN MATRICES AMORFAS.

La deshidratacion de distintos biomateriales (enzimas, polen,
anticuerpos, hormonas, microorganismos) en presencia de polimeros o hidratos
de carbono que permiten la obtencién de una estructura vitrea, ha permitido
aumentar la estabilidad y mejorar la manipulacidon de estos materiales
(Aguilera y Karel, 1997).

El concepto de que la transicion vitrea es un factor fundamental en el
control de la estabilidad tanto fisica como quimica y biolégica de alimentos
deshidratados adquirid gran aceptacion en la década del 90 (Slade y Levine,
1991; 1993). Como la movilidad molecular estd restringida en un sistema vitreo,
los cambios fisicos y quimicos que dependen de la difusion de los reactivos
involucrados estarian inhibidos (Franks, 1993). Los cambios conformacionales
que dan lugar a la desnaturdlizacidon proteica como asi también las
reacciones intra e intermoleculares que afectan su funcionalidad, estarian
limitados en un medio altamente viscoso. En este sentido, las enzimas
constituyen un sistema modelo adecuado para estudiar los distintos factores
(humedad, temperatura, estructura fisica y tipo de matriz) que afectan la
estabilidad en sistemas amorfos de baja humedad.

Se empled la enzima B-galactosidasa como sistema modelo para
analizar en sistemas liofilizados la capacidad protectora de distintos agentes
estabilizantes en relacién con el estado fisico-quimico y la temperatura de

transicion vitrea de la matriz.
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Como estudio preliminar, se estudid la actividad remanente en medio
liguido y luego del proceso de liofilizacidon en ausencia de aditivos. Se partié de
una solucién conteniendo 35 UE/ml de buffer. En la Figura IV.A.1. (a, b) se
observa que en medio liquido (buffer fosfato, pH 6.9) la actividad remanente
disminuye a medida que aumenta el tiempo de incubacion, siendo la “vida
media” (tiempo para reducir la actividad de la enzima a un 50% de su valor
inicial), aproximadamente de 60 minutos a 45°C (Fig. IV.A.1.a} y menos de 0.5
min. a 55°C (Fig. IV.A.1.b). Estos resultados muestran que la enzima tiene baja
resistencia térmica en medio liquido. Mahoney y Wilder (1987) informaron un
tiempo de vida media (ti2) de 1.1 min. para la enzima lactasa de Escherichia
Coli en buffer fosfato (con adicidon de NaNs y MgCl:) a 60°C. Estos autores
encontraron también que el t,2 de lactasa variaba con el lote y disminuia con

el tiempo de almacenamiento tanto en estado liquido como deshidratado.
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Figura IV.A.1.: Actividad remanente de lactasa en medio liquido (35 UE/mL,
buffer fosfato pH: 6.9), en funcién del tiempo de calentamiento a 45°C (a) y a
55°C (b).
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Luego de analizar la estabilidad en medio liquido, se estudid la
actividad remanente de la enzima lactasa luego del proceso de liofilizacion a
partir de una solucidon acuosa de la enzima (35 UE/mL). Las muestras se
congelaron durante 24 horas a -26°C y se liofilizaron durante 48 horas bajo
condiciones fijas de presidn y temperatura (ver secciéon IIl.C.2). La actividad
remanente luego de este proceso de deshidratacidon fue menor del 2%. Si bien
la liofilizacidn permite aumentar la estabilidad de biomateriales Idbiles durante
el almacenamiento, es sabido que el proceso en si mismo inactiva ciertas
proteinas (Carpenter y col., 1987; Izutsu y col., 1995) y que para evitar estos
efectos negativos tienen que estar presentes durante el proceso determinados
componentes (Colago y col., 1992; Palumbo y col., 1995; Whitaker, 1995;
Crowe y col., 1998). En estos trabaqjos se presenta a los azicares y otros
compuestos polihidroxilicos, incluyendo polimeros, como compuestos que
pueden actuar adecuadamente como estabilizantes de enzimas. En el
presente trabagjo la adicion de ciertos polimeros o azdcares a la solucién de -
galactosidasa evitdé la inactivacion de la enzima durante del proceso de
liofilizacién. En presencia de dichos compuestos la actividad remanente fue de
un 80-90% (dependiendo de la matriz empleada) respecto a la actividad de la

enzima en la solucién, previo a la congelacién y secado (Figura IV.A.2)
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IV.A.1. ESTABILIDAD TERMICA DE B-GALACTOSIDASA EN MATRICES

POLIMERICAS DESHIDRATADAS.

Las matrices poliméricas empleadas fueron polivinilpirrolidona (Mr 40000
(PVP 40)), maltodextrina (Mr (720-3600) (MD)) y almiddon nativo (AN). Las
maltodextrinas y el PVP son polimeros totalmente amorfos empleados como
excipientes en la industria farmacéutica o como ingredientes en la industria de
alimentos. Las maltodextrinas estan constituidas por unidades de glucosa
unidas en posicion a 1-4. El PVP es un polimero sintético, soluble en agua y de
masa molar elevada (Mr 10000-360000). El aimiddén nativo en cambio, es un
material semicristalino compuesto a nivel molecular por polimeros de
amilopectina (unidades de glucosa con uniones a 1-4 y a 1-6) y de amilosa
(unidades de glucosa con uniones o 1-4) que se disponen en granulos y le dan
una estructura supramolecular compleja. Se informd su empleo para la
conservacion de microorganismos (Tany col., 1995). Luego de la liofilizacién las
maltodextrinas y el PVP forman una matriz amorfa porosa y reticular, mientras
que el almiddén forma una estructura también porosa pero particulada
(friable).

Los sistemas modelo conteniendo la enzima y la matriz se liofilizaron, se
almacenaron a temperaturas mayores y menores que la temperatura de
transiciéon vitrea correspondiente (en un rango de 37 a 80°C) y se analizd la

estabilidad enzimdatica en el estado vitreo y sobreenfriado.
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IV.A.1.1. Efectos de la temperaturaq, el contenido de agua y la Tg.

En la Tabla IV.A.1. se muestra el contenido de agua y los valores de
temperatura de transicion vitea (Tg) determinados para matrices liofilizadas de
PVP 40, maltodextrina (MD 1800) y almidén equilibradas en atmdsfera de
distintas humedades relativas (H.R.). En la tabla se incluyen datos obtenidos en
el presente trabagjo y datos de bibliografia. Como el aimiddn nativo tiene una
Tg mucho mds alta que MD 1800 o PVP 40 a igual contenido acuoso, el
almiddn se humidificd a humedades relativas mayores para que los valores de

Tg fueran comparables con los valores de los demads sistemas.

Tabla IV.A.1. Contenido de agua y Tg de matrices de PVP 40, maltodextrina y
almidodn (liofilizadas y equilibradas a distintas humedades relativas).

Matriz H.R. % Fracclén en masa Tg (°C)
de agua (W)
22 0.071 63
PVP 40,000 (0 33 0.093 55
43 0.133 48
75 0.242 -1
22 0.039 81
MD 1800 43 0.065 42
75 0.099 13
57 0.130 95
Almidon 75 0.141 74
90 0.188 58

(a) Bueray col. (1992); bl Zeleznak y Hoseney, (1987).
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En la Figura IV.A.3. se muestra como ejemplo el termograma obtenido
por calorimetria diferencial de barrido para una matriz de MD 1800 liofilizada y
equilibrada en una atmdsfera de humedad relativa 75%. Los valores de Tg
obtenidos se encuentran en el rango esperado de acuerdo con los valores
informados previamente por Roos y Karel, (1991a). La presencia de la enzima

no modificd los valores de Tg de la matriz.

T, (onset)= 13°C
Acp=0.27 Ji{g.K)

exo >

mw

T T T

T v
-40. -20. 0. 20. 40, 0. ‘c

Figura [IV.A.3.: Termograma obtenido por DSC para una matriz de
maltodextrina (MD 1800) liofilizada y expuesta durante 7 dias a una atmadsfera
de humedad relativa 75%.

En las Figuras IV.A.4, 5 y 6 se muestra la actividad remanente de la
enzima lactasa en matrices de PVP 40, maltodextrina (MD 1800) y almidon
humidificadas a distintas humedades relativas (22-90% H.R.) en funcion del
tiempo de almacenamiento a varias temperaturas (37-80°C). Para PVP 40y MD
1800 se compard a cada H.R., la estabilidad a diferentes temperaturas. En la

matriz de almiddén, como el efecto de la temperatura fue muy importante,
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para poder visualizar mejor los resultados se representd para cada
temperatura la estabilidad en sistemas de distinta H.R. La pérdida de actividad
enzimdtica en el rango de temperaturas y humedades estudiado mostrdé una
dependencia logaritmica en funcidn del tiempo, qjustGndose al
comportamiento de una reaccidén de primer orden (caracteristica de los

procesos de desnaturalizacion de proteinas) segun la ecuacion:

v=k.a
da/dt=ki.a
Ina/ao=-ki.t (IV.1)

donde v: velocidad
t: tiempo de incubacién
qo: actividad de la enzima a t=0
a: actividad de la enzima al tiempo t

ki: constante de inactivacion

Multon y Guilbot (1975) observaron también cinéticas de primer orden
para la inactivacién térmica de enzimas en sistemas de baja humedad.

La enzima lactasa en presencia de PVP 40, maltodextrina o almidén fue
resistente al proceso de liofilizacién (Fig. IV.A.2) y ademds fue mucho mas
estable al tratamiento térmico que en medio liquido (por ej. a 45°C la “vida
media" en matrices de PVP 40 deshidratadas, estd en el orden de cientos de
horas, mientras que en medio liquido fue de aproximadamente 60 minutos).

Otros autores encontraron resultados similares trabajando con otras enzimas.
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Whitaker (1995) observd que la estabilidad de enzimas como lisozima vy
ribonucleasa aumenté marcadamente en sistemas de baja humedad
respecto a la estabilidad observada en soluciones buffer diluidas
almacenadas a la misma temperatura. Por ejemplo en el trabagjo mencionado,
la vida media a 145°C de la enzima ribonucleasa conteniendo 6% de
humedad fue de dos horas, mientras que en solucidn diluida, la inactivacidn
de la enzima fue demasiado rapida (fraccién de segundos) como para poder
medir el tiempo. De igual manera, Schebor y col. (1997) observaron que la vida
media de la enzima invertasa en medio liquido a 90°C fue de 4 min. y aumentd
a 2400 min. en una matriz deshidratada de maltodextrina almacenada a la

misma temperatura.
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Figura IV.A.4.: Cinéticas de primer orden para la inactivacién de lactasa en
matrices de PVP 40 liofilizadas y expuestas durante 7 dias a (a) 22%, (b) 33% y
(c) 43% H.R.. Los distintos sistemas se almacenaron a varias temperaturas:

e 37°C, A 45°C, ¥ 51°C, m 60°C, O 70°C
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Figura IV.A.5: Cinéticas de primer orden para la inactivacion de lactasa en
matrices de maltodextrina (MD 1800) liofilizadas y expuestas durante 7 dias a
22% (a). 43% (b) y 75% H.R.[c). Los sistemas se almacenaron a distintas

temperaturas: B 45°C, % 57°C, ¢ 80°C.
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Figura IV.A.é: Cinéticas de primer orden para la inactivacion de lactasa en
matrices de almiddn (AN) liofilizadas y expuestas durante 7 dias a v 57%,
A75%y B 90% H.R.. Los sistemas se almacenaron a distintas temperaturas Q)
45°C, b} 57°C, c) 80°C.
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Las Figuras IV.A4, 5 y 6, muestran que a una dada temperatura la
actividad remanente en matrices de PVP 40, maltodextrina, y almiddn
disminuye al aumentar el tiempo de incubacion y el contenido de humedad.
La diferencia entre la temperatura de almacenamiento (T) y la temperatura de
transicion vitrea (Tg) (indicada en las Figs. IV.A.4, 5y 6 como (T-Tg)), ha sido
usada por distintos autores como un parédmetro adecuado para describir la
magnitud de cambios en propiedades fisicas y reacciones quimicas
controladas por difusidon, que ocurren a temperaturas mayores que Tg (Roos y
Karel, 1991qa, 1992). El aumento de la velocidad de reacciones de deterioro a
partir de valores de (T-Tg) cercanos a cero ocurriria como consecuencia de la
disminucion de viscosidad y aumento de la movilidad que sufre un sistema al
acurrir 1a transicion vitrea. La desnaturalizacion proteica implica el movimiento
de grandes grupos de dtomos con la consecuente pérdida de la funcion
bioldgica de la molécula. Por lo tanto, se esperaria alta estabilidad enzimdtica
en el estado vitreo donde la movilidad estd restringida y una inactivacién
dréstica a temperaturas cercanas pero superiores al valor de Tg de la matriz. Sin
embargo, los experimentos realizados mostraron que aun cuando las matrices
se enconfraban en estado vitreo ((T-Tg)<0), la pérdida de actividad de la
enzma lactasa fue importante, principalmente a temperaturas de
almacenamiento suficientemente altas (60-80°C), y no se observaron
diferencias importantes en la estabilidad a valores de (T-Tg) cercanos a cero.
La temperatura de calentamiento seria un factor importante en la inactivacién

de lactasa en sistemas semihuUmedos de PVP 40, MD 1800 o almiddn. Schebory
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col. (1996) y Terebiznik y col. (1998) obtuvieron resultados similares trabajando
con las enzimas Invertasa y a-amilasa respectivamente.

El colapso es un fendmeno fisico causado por el flujo viscoso que resulta
de la disminucion de la viscosidad a temperaturas superiores a la de la
transicién vitrea (Roos, 1995). Se produce una pérdida de la estructura debido
a que el material es incapaz de soportar su propio peso. En la Figura IV.A.7 se
muestra la diferencia en el aspecto fisico de una matriz amorfa en estado
vitreo y en estado de liquido sobreenfriado. La observacion visual
macroscopica del estado fisico de los sistemas analizados en las Figs. IV.A.4, 5y

6 coincidié con lo esperado a partir de sus valores de Tq.

i
Syitim i -

IS

I e

- o

Vitreo Liquido sobreenfriado

Figura IV.A.7: Aspecto fisico de una matriz amorfa en estado vitreo y en estado
de liquido sobreenfriado.

A partir del tratamiento de los datos con el modelo cinético de primer

orden (Ec. (IV.1), Figs. IV.A.4, 5y 6) se calcularon las constantes de inactivacion
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S

(k) para las distintas humedades y temperaturas de almacenamiento, los
coeficientes de correlacién correspondientes mostraron un buen agjuste en
todos los casos (los resultados se muestran en la Tabla IV.A.2). El error relativo
estimado para las constantes fue del 6 al 12%. Debido a que en la matriz de
PVP 40 a cualqguiera de las humedades relativas estudiadas (22, 33 y 43% H.R.)
se perdid menos del 10% de actividad a 37°C, la constante de inactivacion no
pudo ser evaluada a esta temperatura, ya que una baja pérdida introduce un
error muy grande en el cdlculo de la constante. Por este mismo motivo
tampoco se calculd la constante de inactivacion en almidén humidificado a

57% H.R. y almacenado a 45°C.

Tabla IV.A.2: Constantes de inactivacion (ki) de la enzima lactasa en sistemas
amorfos de PVP 40, calculadas con un gjuste correspondiente a una cinética
de orden 1, para las distintas humedades y temperaturas de alimacenamiento
anadlizadas. Se muestra también el coeficiente de correlacion lineal (r?)
correspondiente.

a) PVP 40.
Temperatura 22% H.R. 33% H.R. 43% H.R.
(°C) ki(h') r? [k (h') P |ki(h!) r2
45 0.001692 0.98 | 0.002808 0.99 | 0.001396 0.99
51 0.004285 0.98 | 0.006705 0.97 | 0.004540 0.97
60 0.01526 0.74 | 0.02509 0.99 | 0.01626 0.97
70 0.1557 0.99 | 0.05902 0.96 | 0.08848 0.96
80 0.5354 0.94 | 0.3692 0.98 | 1.8388 0.93
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b) Maltodextrina (MD 1800).

Temperatura 22% H.R. 43% H.R. 75% H.R.
(°C) ki (h') 2 k(h') 2 |ki(h') r2
45 0.000441 0.84 | 0.000411 0.80 | 0.00163 0.93
57 0.00311 0.8% | 0.0088 0.84 | 0.02465 0.99
80 0.103 0.95 | 0.223 0.96 | 1.427 0.99

c) Almidén (AN).

Temperatura 57% H.R. 75% H.R. 90% H.R.
(°C) ki (h') 2|k (h') 2 |k (h') 2
45 _ 0.0000618 0.89 [ 0.000121 0.89
57 0.001294 0.87 | 0.001294 0.94 | 0.00672 0.99
80 1.208 0.95 | 1.208 0.96 | 6.142 0.99

La dependencia de las constantes de inactivacién enzimdatica con la
temperatura se analizd en la matriz de PVP 40 (donde la estabilidad de la
enzima se estudid a varias temperaturas (en un rango de 37 a 80°C)), utilizando
los modelos de Arrhenius, Williams-Landel-Ferry (WLF) y Vogel-Tamman-Fulcher
(VTF) (Eq. (1.7). (1.11) y (1.17), seccion |.B.7). La representacion grdfica de las
formas logaritmicas de los distintos modelos (seccion 1.B.7) debe agjustar a una
linea recta si el modelo es adecuado para describir los datos experimentales.
En la Tabla IV.A.3 se muestran para la inactivacién de la enzima en PVP 40, los

coeficientes obtenidos para cada modelo, cuyo error relativo estimado fue de

entre el 15y el 20%.
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Tabla IV.A.3: Coeficientes calculados a partir de la representacidon grafica de
las ecuaciones linealizadas de arrhenius, WLF y VIF, para la inactivacion de
lactasa en matrices de PVP 40 humidificadas a distintas humedades relativas.

Arrhenius WLF VTF
PVP 40 Eq r2 C r2 B r2
((KJ/mol)
22% H.R. 157 0.99 3.08 0.94 3842 0.98
33% H.R. 125 0.99 3.42 0.95 3021 0.98
43% H.R. 182 0.97 6.34 0.92 4391 0.96

En la Figura IV.A.8 se muestran los graficos de Arrhenius obtenidos para
la inactivacion de lactasa en la matriz de PVP 40 a distintas humedades
relativas. Estudios previos ((Karmas y col., 1992; Kovarskii y col., 1978; Horiy col.,
1986). ver seccion 1.B.7.1, Fig. 1.8) indicaron que en sistemas de bagjo contenido
acuoso pueden ocurrir desviaciones de la cinética o quiebres en el grdfico de
Arrhenius, debidos a cambios fisicos. Se ha sugerido también que los cambios
de difusién o reactividad a temperaturas cercanas pero mayores que el valor
de T4 seguirian el comportamiento predicho por la ecuacion WLF (Williams y
col., 1955, Slade y col., 1989, Karel y Saguy, 1991). El modelo de WLF predice,
empleando los coeficientes universales para esta ecuacién (Ci= 17, C2= 56),
que la constante aumenta 600 veces desde Tg a (Tg+10) (Slade y col., 1989) y
habria en consecuencia un desvio en el comportamiento de Arrhenius. Sin
embargo, como se observa en la Fig. IV.A8, las constantes de inactivacion
térmica de lactasa en matrices de PVP 40 de baja humedad, se ajustaron al
comportamiento predicho por la ecuacién linealizada de Arrhenius y no se

observaron quiebres en las cercanias de la temperatura de transicién vitrea.
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Figura IV.A.8: Grdfico de Arrhenius mostrando la inactivacion de lactasa en
matrices de PVP 40 liofilizadas y expuestas durante 7 dias a: (a) 22%, (b) 43% y
(c) 75%H.R..
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|

Los grdicos de Arrhenius (Fig. IV.A.8) indicaron que la transicion de la
matriz donde se encuentra la enzima, del estado vitreo al sobreenfriado
(estado de mayor movilidad molecular), no se vio reflejada en cambios
drésticos en la velocidad de inactivacion térmica, como se esperaria si este
proceso fuera predecible en base a los cambios fisicos de la matriz.

Los coeficientes de Arrhenius, WLF y VTF se estimaron para matrices de
MD 1800 y almidén para tener un valor orientativo (ya que se obtuvieron
usando tres temperaturas). En la Tabla IV.A.4 se compara el rango obtenido

para cada coeficiente en las distintas matrices.

Tabla IV.A.4: Coeficientes de Arrhenius, WLF y VTF, estimados para la
inactivacion de lactasa en matrices de MD 1800 y almidén humidificadas a
distintas humedades relativas.

Arrhenius WLF VTF
Polimero H.R. %
Ea (KJ/mol) C B
PVP 40 22-43 157-182 3.1-6.3 3800-4300
MD 1800 22-75 145-180 1-16 3500-4300
Almidén 75-90 255-288 2.5-7 6400-7036

Los valores de energias de activacién (Es) calculados a partir del
modelo de Arrhenius (Tabla IV.B.4), fueron del orden de los normalmente
obtenidos (160-290 KJ) para desnaturalizacion enzimdatica (Wang y col., 1979).
Para la matriz de almidén habria una mayor dependencia de la inactivaciéon

enzimatica con la temperatura ya que se estimaron energias de activacion
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mayores que en los demds sistemas y paralelamente se obtuvieron mayores
valores del coeficiente B.

Para WLF el valor del coeficiente C2 (50K) fue cercano al valor"universal”
(51.6K) para cualguiera de los sistemas debido a las premisas y aproximaciones
del método de variables reducidas empleado (Peleg, 1992). Sin embargo los
valores obtenidos para C fueron en general un orden de magnitud menores
que el valor "universal" 17.44 (sdlo para maltodextrina a 75% H.R. el valor fue
cercano al valor “universal”). Buera y Karel (1993) calcularon los coeficientes
Ci y C2 para la velocidad de pardeamiento no enzimdtico en diversos
alimentos. Los coeficientes calculados fueron considerablemente diferentes de
los lamados “universales” y ademds, como se observd también en este trabajo
(Tabla IV.A.3), variaron al variar la humedad relativa de equilibrio. Karmas y col.
(1992) encontraron que en un sistema de hidratos de carbono a T > Tg, el
aumento de la velocidad de pardeamiento no fue tan grande como el
predicho por WLF utilizando los coeficientes “universales”. Nelson y Labuza,
(1994) sugirid que esto no significa que el modelo no sea aplicable a dicha
reaccion, sino que deberian usarse otros coeficientes en la ecuacion WLF para
ese sistema. El valor del pardmetro B obtenido para el modelo VTF fue mayor
que el valor reportado por Parker y Ring (1995) (B= 1800) para viscosidad de
sacarosa a distintas temperaturas.

En la Figura IV.A.9 se graficaron los tres modelos analizados y los datos
experimentales obtenidos para la cinética de inactivacién en sistemas de PVP
40 en funcién del pardmetro (T-Tg). Se observa que para cualquiera de las
humedades relativas estudiadas los modelos de Arrhenius o VTF serian los mas

adecuados para predecir la cinética de inactivacion de la enzima en PVP 40 si
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fuera necesario hacer alguna extrapolacion. La ecuacién de VIF describid
bien los datos experimentales aun cuando el valor de uno de los coeficientes
vtilizados para el qjuste (To) (Eq. (1.17), seccién |.B.7) fue tomado del valor
obtenido por Parker y Ring (1995) para la dependencia de la viscosidad de
sacarosa con la temperatura. La cinética de una reaccidén generalmente se
puede describir mediante la ecuacién de Arrhenius, el coeficiente de difusidon
en cambio puede seguir Arrhenius con un cambio de pendiente cercano al
valor de Tg, 0 la ecuacidn WLF, especialmente en el rango de temperaturas
entre 10 y 100 grados por encima de Tq. Por lo tanto, el tipo de ecuacion que
mejor refleje los cambios dependerd de la influencia relativa de cada uno de
estos parédmetros (Buera y Chirife, 1997). Considerando estas observaciones, los
resultados de la Fig. IV.A.8 muestran que no habria un efecto marcado de los
cambios fisicos (disminucidn de viscosidad) que se producen a temperaturas
cercanas a la Tg de la matriz sobre Ia inactivacién de lactasa. En un rango de
valores de (T-Tg) desde -20 hasta 35°C, las ecuaciones de Arrhenius y VTF
representan modelos adecuados para describir la dependencia de la

velocidad de inactivaciéon con la temperatura (Fig. IV.A.9).
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Figura IV.A.9: Datos experimentales y curvas de prediccion obtenidas por
Arrhenius, WLF y VIF en funcién del pardmetro (T-Tg) para la inactivaciéon de
lactasa en matrices de PVP 40.
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iV.A.1.2. Efectos de la masa molar y de la conformacién de la matriz.

Es sabido que para una dada matriz polimérica, la T aumenta al
aumentar la masa molar (Fox y Flory, 1950) y depende de la estructura
molecular (lineal, ramificada, ciclica) de la molécula (Levine y Slade, 1991). Por
lo tanto a temperatura y humedad constante, (T-Tg) se puede modificar en
sistemas que tienen la misma composicidén variando la masa molar de la matriz
o usando polimeros con distinta estructura molecular (seccién 1.B.2.2). El efecto
de la masa molar de la matriz sobre la estabilidad de lactasa se analizd
empleando maltodexirinas (masa molar promedio (Mr) 720, 900, 1200, 1800, y
3600) y maltosa (Mr= 342). Tanto las maltodextrinas como la maltosa estan
constituidas por unidades de glucosa unidas en posicion a 1-4. Se empled
ademas una B-ciclodextrina. La B-ciclodextrina es un oligosacdarido ciclico
constituido por siete unidades de D-glucosa unidas de modo que forman un
anillo que es polar en la superficie vy lipofilico en el interior.

En la Tabla IV.A.5 se muestran los valores de temperatura de transicion
vitrea y el contenido acuoso correspondiente (Roos y Karel, 1991b) para
matrices de maltodextrina de varias masas molares y para maltosa

equilibradas a distintas humedades relativas.
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Tabla IV.A.5: Fraccidén en masa de agua (W) y valores de Tg (°C) de matrices
de maltodextrina de varias masas molares y para maltosa, equilibradas a
distintas humedades relativas. ND: no determinado.

MD 3600 | MD 1800 | MD 1200 MD 900 MD 720 Maltosa

HR% | W Tg w Tg W | T w Tg W Tg L Tg

"0" | 0.000| 188 | 0.000 [ 160 | 0.000 | ND | 0.000 | 141 | 0.000 | 121 | 0.000 | 87

33 (0043 | 90 | 0.051 | 66 | 0.057 | 65 | 0.054 | 42 | 0.049 | 36 |0.043| 29

52 (0.082| 58 |0.076| 38 | 0074 | 40 | 0.076 | 37 |0.081 | 29 |0.092| -I

75 0096 | 44 | 0.095| 13 |0.102| 8 | 0139 | -9 |0.146| -18 | ND ND

Se analizé en primer lugar la estabiidad de la enzma en las
maltodextrinas deshidratadas (liofilizadas y mantenidas una semana sobre
P2Os) (Figura IV.A.10, a y b). Se representd la actividad remanente de la
enzima en funcidn de la Tg de las distintas maltodextrinas que fueron
almacenadas a temperaturas crecientes (desde 57 a 105°C) durante 3y §
horas (Fig. IV.A.10, a y b respectivamente) (las lineas punteadas unen los
puntos correspondientes a los sistemas de maltodextrina de distintas masas

molares que fueron almacenadas a igual temperatura).
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Figura IV.A.10: Estabilidad térmica de lactasa en maltodextrinas anhidras de
distintas masas molares almacenadas 3 horas (a) y 5 horas (b) a diferentes
temperaturas. Se emplearon los valores de Tg publicados por Roos y Karel,
(1991b).
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Como en condiciones anhidras la Tg de cualquiera de las maltodextrinas
es alta (120 a 188°C), se pudo estudiar conjuntamente el efecto de la
temperatura y de la Tg de la matriz en sistemas vitreos. Para la misma
temperatura de almacenamiento, la estabilidad de la enzima fue similar en
cualquiera de las maltodextrinas. A pesar de que todos los sistemas estaban
vitreos luego de almacenarlos a las temperaturas seleccionadas, la
inactivacién aumenté con el tiempo de tratamiento térmico y con la
temperatura. El hecho de aumentar la temperatura de calentamiento de 57 a
105°C tuvo un efecto mucho mdas importante sobre la estabilidad de la enzima
que la variacién en los valores de Tq (120 a 188°C) de las matrices. La estructura
vitrea de cualquiera de las maltodextrinas estudiadas (T < Tg) no fue condicion
suficiente para evitar la inactivacién de la enzima, principalmente a
temperaturas altas (T > 80°C).

La estabilidad de lactasa se analizé también en maltodextrinas de
distintas masas molares pero que fueron equilibradas a 33% H.R. (Figura IV.A.11]
a y b). A diferencia de las matrices mostradas en la Fig. IV.A.10 que se
encontraban todas en estado vitreo, en los sistemas equilibrados a 33% H.R. se
analizé la estabilidad en condiciones vitrea y sobreenfriada. La observacion
visual macroscoépica del estado fisico de los sistemas coincidié con lo esperado
a partir de sus valores de Tg. Las maltodextrinas almacenadas a 45°C no
colapsaron aun luego de 15.5 horas de aimacenamiento. El grado de colapso
observado en las matrices tratadas a 63°C y 70°C estd indicado en las Figuras
IV.A.12 y IV.A.13, respectivamente para distintos tiempos de almacenamiento.
Se puede ver que el tiempo fue una variable importante en el grado de

colapso observado. La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto
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importante sobre la estabiidad de la enzma. A tiempos cortos de
almacenamiento (por ej. 5 horas, Fig. IV.A.11.q) la actividad enzimdtica
remanente fue casi exclusivamente dependiente de la temperatura de
almacenamiento y no se observaron diferencias de estabilidad relacionadas
con la masa molar o el estado fisico de la matriz. A tiempos mas largos (15.5
horas) a 70°C (Fig.lV.11.b) se observdé mayor protecciéon en la matriz de mayor
masa molar (que era la Unica en estado vitreo en esas condiciones). Estos
resultados demuestran que la estabilidad relativa en los estados vitreo y
sobreenfriado depende del tiempo de observacion, por lo cual no es posible la

generalizacion del efecto observado a un Unico tiempo.
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Figura IV.A.11: Estabilidad térmica de lactasa en maltodextrinas de distintas
masas molares equilibradas a 33% H.R. y almacenadas 5 horas (a) y 15.5 horas
(b} a diferentes temperaturas. Se emplearon los valores de Tg publicados por

Roos y Karel, 1991a
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Figura 1IV.A.12: Grado de colapso observado en matrices de maltodextrina de
distintas masas molares equilibradas a 33% H.R. y almacenadas 5 horas (a) y
15.5 horas (b) a 63°C. NC: no colapsada, Cl: colapso incipiente, C: colapsada.
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Figura IV.A.13: Grado de colapso observado en matrices de maltodextrina de
distintas masas molares equilibradas a 33% H.R. y almacenadas 5 horas (a) y
15.5 horas (b) a 70°C. NC: no colapsada, ClI: colapso incipiente, C: colapsada.
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Para poder analizar el efecto de la humedad conjuntamente con el

efecto de la Tg de las matrices, se graficd la actividad remanente de la enzima

a 70°C en matrices de maltodextrina de diferentes masas molares y en maltosa

que fueron equilibradas a distintas humedades relativas ("0, 33 y 52% H.R.)

(Figura IV.A.14). A cada humedad, la variacién del valor de (T-Tg) se debe ala

variacién en la masa molar de las matrices. Si se analizan los datos en forma

global, se observa cierto efecto de la transicidn vitrea ya que la disminucion

de la estabilidad fue marcada a valores de (T-Tg) cercanos a cero. La maltosa

fue menos efectiva para proteger a la enzma que las maltodextrinas a

cualguiera de las humedades relativas estudiadas.
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Figura IV.A.14: Actividad remanente de Ila enzima lactasa a 70°C en
maltodextrinas de diferentes masas molares y en maltosa (Mr= 342) que fueron
humidificadas a distintas humedades relativas (0", 33 y 52%).
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Con el fin de analizar si la estabilidad de la enzima estaba relacionada
con la conformacién molecular de la matriz se compard la estabilidad en
matrices de maltodextrina, ciclodextrina y maltosa. Los sistemas conteniendo
la enzima fueron liofilizados, deshidratados sobre P20s y aimacenados a 70°C,

en la Figura IV.A.15 se muestra la actividad remanente en funcién del tiempo.

100

80

MD 1200

60
MD 3600
40-
20 M
cD
0 1 1 I 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Figura IV.A.15: Estabilidad de lactasa en compuestos homdlogos anhidros
almacenados a 70°C.

Todos los sistemas en las condiciones analizadas se encontraban en
estado vitreo, como lo indican los valores negativos de la variable (T-Tg) (<-120,
-118, -87, -71, -17, para ciclodextrina, MD 3600, MD 1200, MD 900 y maltosa
respectivamente), y en ninguno de ellos se observd colapso de la matriz.
Como se observa en la Fig. IV.A.15 el estado vitreo de la matriz no asegurd la
estabilidad de la enzima lactasa y no se observd ninguna relaciéon con el valor

de Ty de la matriz. El grado de proteccién ofrecido a la enzima por las
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diferentes matrices siguié el orden: maltodexirina (MD 900, 1200 o 3600) >
maltosa > ciclodextrina.

Ademds de los cambios a nivel supramolecular de la matriz, reflejados a
través de cambios en el valor de Ty, se ha postulado la existencia de
inhomogeneidades moleculares asociadas con la presencia de huecos o
zonas de exceso de entalpia y volumen conocidas como volumen libre. La
teoria del volumen libre sostiene que estos huecos entre moléculas proveen el
espacio fisico necesario para que ocurran los reordenamientos moleculares y
movimientos dentro de un sistema amorfo (Frish y Stern, 1983; Le Meste y col.,
1991). Hemminga y van den Dries (1997) estudiaron la movilidad molecular de
sondas paramagneéticas en matrices vitreas de malto-n-osa (con n=1 a 7)
utilizando espectroscopia de resonancia de espin electrénico. Los resultados
que obtuvieron mostraron que el grado de movilidad de la sonda aumentod al
aumentar el valor de n, es decir la masa molar de |la matriz. Por lo tanto
dependiento de la molécula que forme la matriz vitrea se producen diferentes
grados de empaqguetamiento. La glucosa, al ser una molécula pequena,
puede empagquetarse méas densamente que la maltoheptaosa formando una
matriz con menor volumen libre donde la movilidad de la sonda estd
restringida. Por lo tanto las matrices de menor volumen libre serian las que
podrian ofrecer una estabilizacidon mds efectiva a las enzimas. Sin embargo,
como se observo tanto en la Fig. IV.A.14 como en la Fig. IV.A.15, la estabilidad
de lactasa fue similar en las maltodexirinas de diferentes masas molares
analizadas y mayor en cualquiera de ellas gue en maltosa. Las maltodextrinas
que se compararon en el presente trabajo, tienen distintos valores de Tqg, pero

son todas polimeros grandes donde las diferencias relativas a nivel de
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S

movilidad molecular de la matriz [y en consecuencia de la enzimaq)
probablemente no sean tan importantes. Por otro lado, las sondas empleadas
por Hemminga y van den Dries (1997) para estudiar la movilidad molecular son
muy pequenas y podrian estar detectando cambios microestructurales
menores entre las matrices que no afectarian en forma diferencial la estructura
y funcionalidad de la enzima. Debe destacarse que si bien la estabilidad en
maltosa se veria beneficiada por su menor volumen libre respecto a las
maltodextrinas, al ser la maltosa un azUcar reductor puede interactuar con los
grupos -NH2 de las proteinas (reaccidn de Madaillard, ver seccién 1.B.6)
afectando de este modo la actividad catalitica de la enzima. En particular, la
enzima de K. lactis analizada en el presente trabajo, posee un grupo -NHz en el
sitio activo (Manual Maxilact, 1981) que la hace particularmente sensible a
dicha reaccién. Cola¢o y col. (1992} estudiaron la estabilidad durante el
almacenamiento de enzimas de restriccidn en matrices deshidratadas de
azUcares. Estos autores encontraron que la mayoria de los azicares
protectores eran no reductores y sugirieron que la reaccidon de Maillard seria un
factor importante a considerar ya que podria afectar la estabilidad de sus
preparaciones enzimaticas durante el aimacenamiento. Schebor y col. (1999)
observaron que puede ocurrir pardeamiento no enzimatico incluso en sistemas
en estado vitreo. Si bien en el presente trabajo no se observé pardeamiento de
la matriz de maltosa luego del almacenamiento a 70°C, debe tenerse en
cuenta que la proporcidén de enzima en la matriz es muy baja. Ademds, se
sabe gue los productos de las primeras etapas de la reacciéon de Maillard no
son pardos pero podrian afectar igualmente la actividad de la enzima. Las

maltodextrinas, si bien contienen cierta proporcién de azUcares reductores,
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contienen también otros disacdridos, trisacdridos y oligosacdridos que serian
necesarios para estabilizar la enzima.

En el otro extremo, el empleo de matrices constituidas por moléculas
con muy bajo grado de empaquetamiento molecular, como la ciclodextring,
ofrecié muy poca proteccidn ala enzima (Fig. IV.A.15). La estructura ciclica de
la B-ciclodextrina suele acomodar moléculas huésped, dependiendo del
tamano y la polaridad de las mismas. La capacidad de las ciclodextrinas de
aumentar la estabilidad conformacional de ciertas proteinas se relaciond con
la interaccion del excipiente con regiones hidrofébicas de la molécula
proteica evitando de este modo la hidrdlisis, oxidacién, reordenamiento
estructural o polimerizacién de la proteina (Loftsson y Brewster, 1996). Sin
embargo, su estructura no fue compatible en este caso para interactuar con
la proteina. Por ofro lado, si bien la ciclodextrina tiene una Tg mayor que
cualquiera de las maltodexirinas (Tg > 190°C), el anillo de la B-ciclodextrina
tendria un volumen hidrodindmico mucho mayor y por lo tanto menor grado
de compactacion, en relacién con la forma lineal, que es mdés flexible y podria
adoptar conformaciones mdas compactas (Slade y Levine, 1991).

El grado de empaqguetamiento de las moléculas en la matriz o volumen
libre, relacionado con la movilidad molecular, afectaria la estabilidad
enzimdtica pero no seria el Unico factor involucrado. Propiedades como
reactividad quimica (relacionadas con el poder reductor) de los componentes
de la matriz deben tenerse en cuenta en la formulacion del agente

estabilizante deseado.
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.

IV.A.1.3. Relacidn entre la estabilidad enzimatica y el valor de (T-Ty).

La variable (T-Tg) involucra conjuntamente los efectos de la humedad y
de las propiedades intrinsecas de la matriz (ya que estas variables modifican el
valor de Tg) y también de la temperatura de almacenamiento a través de T
(Karel y Saguy, 1991; Slade y Levine, 1991). Si el cambio en la estructura fisica
de la matriz al ocurrir la transicidén vidrio-liquido sobreenfriado definiera el
cambio relativo en la velocidad de las reacciones de deterioro fisico-quimico,
se esperaria obtener para la estabilidad enzimdatica versus (T-Tg), una curva
general independientemente de la temperatura, humedad o composicion del
sistema. Se analizd entonces el efecto de modificar (T-Tg), variando el
contenido acuoso, la temperatura de almacenamiento, la masa molar de la
matriz o la composicidon del sistema, sobre la estabilidad de lactasa.

La Figura IV.A.16 muestra el logaritmo del tiempo de vida media (tiempo
que tarda la enzima en perder el 50% de la actividad que tenia antes del
tratamiento térmico (t2)) en funcidn de la variable (T-Tg) en sistemas de PVP
40, maltodextrina (MD 1800) y almiddn con distinto contenido acuoso y que
fueron almacenados a distintas temperaturas. Si el contenido de agua se
mantiene constante, la Tg de una dada matriz no varia y por lo tanto la
variacion de (T-Tg) se logré cambiando la temperatura de almacenamiento. A
temperatura constante la variacién de (T-Tg) se debe a distintos contenidos de

agua del sistema.
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Figura IV.A.16: Representacion logaritmica de la estabilidad térmica (tiempo
de vida media) de lactasa en funcion de la variable (T-Tg) en matrices de PVP
40, MD 1800 y almiddn. Las lineas llenas unen sistemas con el mismo contenido
de agua que fueron almacenados a distintas temperaturas, las lineas
punteadas unen sistemas con distinto contenido acuoso almacenados a igual
temperatura.
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Para cualquiera de los polimeros estudiados se obtuvieron diferentes
curvas dependiendo del contenido acuoso y de la temperatura de
almacenamiento. Por lo tanto, en estas matrices, el cambio de la estructura
fisica de la matriz a Tg no puede explicar completamente el cambio de
estabilidad enzimatica observado al variar la temperatura o el contenido de
agua. Se observa que para un mismo valor de (T-Tg), la vida media es menor
en los sistemas mads secos. Esta aparente anomalia se debe a que para
obtener el mismo valor de (T-Tg) en sistemas que contienen distinta humedad,
la temperatura de almacenamiento del mas seco (mayor Tg) debe ser mayor.

En la Figura IV.A.17 se muestra la actividad remanente de la enzima en
funcion de (T-Tg) en matrices anhidras de maltodextrina de diferentes masas
molares. Las lineas en este grafico unen puntos correspondientes a
maltodextrinas de igual masa molar pero que fueron almacenadas a distintas
temperaturas (57, 70, 80, 90 y 105°C). Se observa nuevamente que se obtienen
diferentes curvas de estabilidad, dependiendo de la masa molar de la
maltodextrina y de la temperatura de almacenamiento. La inactivacion
enzimdtica observada a (T-Tg) < 0 podria deberse a cambios conformacionales
menores de la estructura proteica que modifican el sitio activo, o al bloqueo
de grupos activos especificos (por ej. por condensacion entre grupos carbonilo
y amino, oxidacién de grupos sulfhidrilo) que modifican o hacen inaccesible el
sitio activo de la enzima a su sustrato. Se ha sugerido la existencia de poros o
defectos en sistemas vitreos donde la movilidad podria ser suficiente para que
se produzcan cambios estructurales de la proteina (Kovarskii y col., 1978; Hori y
col., 198¢). Taragano y Pilosof {2001) informaron una pérdida importante de

actividad enzimdtica en un extracto rico en pectinliasa deshidratado a
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temperaturas por debgjo del inicio de la desnaturalizacién, y concluyeron que
la desnaturalizacién no seria el Unico mecanismo por el cual la pectinliasa se
inactiva.

A partir de los experimentos realizados (Figs. IV.A. 14, 16 y 17) surge que
al analizar la estabilidad enzimdatica versus (T-Tg) se obtienen diferentes curvas
dependiendo de la composicion, humedad vy temperatura de
almacenamiento. La temperatura de calentamiento fue un factor importante
en la inactivacién de la enzima en sistemas poliméricos de baja humedad mds
alld del estado fisico de la matriz. En las condiciones investigadas, el efecto de
aumentar 10°C la temperatura fue mds importante que el efecto de aumentar
aproximadamente dos veces al contenido de agua del sistema (Fig. IV.A.16), o

bien que aumentar el valor de Tg en 20°C (Fig. IV.A. 17).
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Figura IV.A.17: Actividad remanente de lactasa en matrices de maltodextrina
anhidras de distintas masas molares en funcién del pardmetro (T-Tg). Para cada
maltodextrina, el valor de (T-Tg) se modificd por cambio de la temperatura de
almacenamiento (57, 70, 80, 90 y 105°C]).
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IV.A.2. ESTABILIDAD TERMICA DE B-GALACTOSIDASA EN AZUCARES

AMORFOS.

En la actualidad, los azicares son los excipientes mdas comUnmente
incorporados en las formulaciones farmaceéuticas y biotecnolégicas debido
principalmente a su baja toxicidad, alta pureza y propiedades fisicoquimicas
interesantes como son la capacidad de formar una estructura vitrea de bagja
movilidad molecular y la de reemplazar las moléculas de agua durante el
secado formando uniones puente de hidrégeno con regiones polares del
biomaterial a estabilizar (Hancock y Shamblin, 1998).

El uso de azUcares para preservar distintos biomateriales de los efectos
adversos que producen tanto la congelacién como el secado, surgid a partir
del descubrimiento de la importante funcidén que cumplen disacdaridos como
trehalosa o sacarosa y oligosacdridos como rafinosa, estaquiosa y verbascosa
en la tolerancia de levaduras, esporas, crustGceos, nematodos y cierta
variedad de semillas a la deshidrataciéon (Aguilera y Karel, 1997). La capacidad
de ciertos organismos para sobrevivir en ambientes de temperaturas
extremadamente bajas, como es el caso de peces, insectos o nematodos
antarticos, se relaciond también con la presencia de azicares protectores

(Montiel, 1998).
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IV.A.2.1. Andlisis comparativo de la estabilidad de p-galactosidasa en

diferentes aziOcares.

En la Figura IV.A.18, se muestra la actividad remanente de la enzima
lactasa en matrices anhidras constituidas por diferentes azUcares (lactosa,
melibiosa, maltosa, sacarosa, rafinosa y trehalosa) que fueron almacenadas a

70°C.
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Figura IV.A.18: Estabilidad de lactasa en varias matrices anhidras almacenadas
a 70°C. (R: rafinosa, T. trehalosa, M: maltosa, S: sacarosa, Mb: melibiosa ., L:
lactosa).

Se observd un efecto protector diferencial sobre la enzima ofrecido
tanto por trehalosa como por el trisacdrido rafinosa en relacién con 1os otros
azucares estudiados, los cuales presentaron el siguiente orden de proteccion:

maltosa > sacarosa > melibiosa > lactosa. Suzuki y col. (1997) estudiaron la
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actividad de varias enzimas (alcohol deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa
y malato deshidrogenasa) en matrices deshidratadas de azUcares y
observaron que las actividades de las enzimas dependieron fuertemente del
tipo de azicar agregado, y que las matrices de trehalosa y rafinosa fueron
superiores en mantener la actividad enzimatica.

En la tabla IV.A.6 se muestran las temperaturas de transicidon vitrea

correspondientes a los azicares deshidratados empleados.

Tabla IV.A.é: Temperaturas de transicion vitrea correspondientes a los azdcares
deshidratados empleados. En la tabla se incluyen datos obtenidos en el
presente trabajo y datos obtenidos de bibliografia.

Matriz | Trehalosa | Rafinosa | Maltosa Lactosa | Melibiosa | Sacarosa

Tg, °C 90 ?1 879 1010 85p 61

9Ro0s y Karel 1991¢; PRoos, 1993.

Las temperaturas de transicion vitrea de azicares como maltosa,
lactosa o melibiosa son similares a las de rafinosa y trehalosa. Es decir que,
aunque estos azucares almacenados a 70°C también se encontraban en
estado vitreo (Fig. IV.A.18), la enzima fue menos estable en las matrices de
azucares reductores (lactosa, maltosa y melibiosa) probablemente porque,
como se menciond anteriormente analizando la estabilidad en la matriz de
maltosa (Fig. IV.A.14 y 15), estos azucares, si bien no se pardearon en el tiempo
del experimento, pueden participar de las primeras etapas de la reacciéon de

Maillard afectando la conformacién del sitio activo y por lo tanto la actividad
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catdlitica de la proteina. Suzuki y col. (1997) sugirieron que en sistemas
conteniendo azucares la inactivacién enzimatica puede ocurrir no sdlo por
cambios en la estructura terciaria de la proteina, sino también via la reaccién
de Maillard. Colago y col. (1994) estudiaron la resistencia térmica de la enzima
fosfatasa alcalina a 55°C en matrices deshidratadas de azicares y
encontraron que las matrices que desarrollaron color pardo, sufrieron pérdidas
en la actividad de la enzima, mientras que en la matriz de trehalosa que fue
estable al pardeamiento, la resistencia térmica de la enzima fue maxima.
Schebor y col. {1997) demostraron que el orden de estabilidad ofrecido a la
enzima invertasa por diferentes matrices de azUcares (trehalosa > rafinosa >
lactosa > maltosa) fue inverso a la suceptibiidad al pardeamiento de los
sistemas.

Debe destacarse que la estabilidad de lactasa en la matriz de lactosa
se perdid totalmente en las primeras 3 horas de tratamiento térmico. Sin
embargo, en trabagjos desarrollados con enzimas lactasa de otra fuente
(Escherichia coli y Aspergillus oryzae) se observd que el azicar lactosa tuvo
efecto protector sobre las mismas. La mayor estabilidad de muchas enzimas en
presencia de su sustrato se relaciond con la capacidad del sustrato de
mantener una estructura conformacional éptima de la proteina y de proteger
el sitio activo (O'Fagain y col., 1988). Schebor y col. (1997) observaron que la
enzima lactasa de E. coli fue estable en matrices de leche deshidratada,
donde la lactosa es el componente principal. En sistemas liquidos, la presencia
de lactosa evité la agregacion térmica de la enzima pB-galactosidasa de A.
oryzae (Yang y col., 1994). La estabilidad de lactasas provenientes de E. coli y

de A. oryzae en matrices de lactosa deshidratadas fue similar a la observada
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en trehalosa, rafinosa o maltodexirina (Schebor y col., 1997). Si bien estas
enzimas y la empleada en este trabajo son B-galactosidasas, que tienen la
misma accidén catalitica, la masa molar y el origen de las enzimas es distinto y
ademds las condiciones experimentales (concentraciéon de enzima, pH y
temperatura) en las que se evalud la estabilidad fueron diferentes. Por otro
lado, Burin y col. (2001) estudiando la estabilidad en matrices amorfas de suero
hidrolizado, encontré que la B-galactosidasa de K. lactis fue mucho mas
sensible a disminuciones del pH del medio que la B-galactosidasa de A. oryzae.
Probablemente, de la misma manera en que difieren en el pH y temperatura
optimos, las diferencias estructurales (relacionadas con la conformacién del
sitio activo o de la apoenzima, y con la capacidad para establecer
interacciones moleculares proteina-matriz) provoquen las diferencias de
estabilidad observadas en la matriz de lactosa (Mahoney y Wilder, 1989).
Ademas, la particularidad de la enzima de K. lactis analizada en el presente
trabqgjo de poseer un grupo -NH2 en el sitio activo (Manual Maxilact, 1981)
permite explicar la baja estabilidad de la enzima en presencia de azucares
reductores.

La enzima fue poco estable en la matriz de sacarosa a pesar de ser éste
un azucar no reductor. Sin embargo, debido al valor de Tg (Tabla IV.A.6) y al
colapso observado, hay que destacar que era el Unico azicar en estado
liquido-sobreenfriado donde la mayor movilidad molecular del sistema
seguramente afectd la estabilidad de la enzima. Suzuki y col. (1997)
encontraron que la sacarosa pierde su capacidad para proteger enzimas
cuando cristaliza, pero en las condiciones analizadas (Fig. IV.A.18), el valor de

(T-Tg) es pequeno (T-Tg= 9) como para que ocurra cristalizacién en el tiempo
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del experimento. Por otro lado, se observd que la matriz de sacarosa adquirid
un color amarillento luego de 15 horas de almacenamiento a 70°C. Si bien Ia
sacarosa es un azucar no reductor, se detectaron pequenas cantidades de
glucosa en la matriz luego del tratamiento térmico que indicaron hidrdlisis
parcial del disacdrido. Tanto la glucosa como la fructosa que se liberan a partir
de la sacarosa son azucares altamente reductores y explican el pardeamiento
observado. Evidencias bibliogréficas muestran que la sacarosa puede
hidrolizarse durante procesos como congelacion, deshidratacion vy
almacenamiento (Karel y Labuza, 1968; Schoebel y col., 1969; Flink, 1983). La
sacarosa es un B-fructofurandsido con un enlace de alta energia (mayor que
115 kJ/mol) que es facilmente hidrolizable e inestable en presencia de grupos
quimicos reactivos como los grupos amino de las proteinas. Debe destacarse
ademads que los enlaces B-fructofurandsidos se hidrolizan mas facilmente que
los B-pirandsidos (enlace presente por ejemplo en la trehalosa). Schebor y col.
(1999) observaron hidrdlisis de sacarosa y pardeamiento en presencia de
aminod@cidos y proteinas en sistemas equilibrados a 22% H.R. y aimacenados a
45°C. En estas condiciones, el grado de hidrdlisis fue muy bagjo en rafinosa y
nulo en sistemas conteniendo trehalosa. Si bien la rafinosa es también un B-
fructofurandsido, probablemente su mayor valor de Tq, haya influido en que el
trisacarido tuviera un grado de hidrélisis mucho menor que la sacarosa.

Murray y Liang {2000) encontraron que la adicidn de trehalosa permitid
mantener la conformacidén de proteinas como B-lactoglobulina y albimina de
suero bovino (BSA) durante el secado, mientras que en presencia de sacarosa
las proteinas perdieron la estructura conformacional y las propiedades de la

proteina nativa. Sin embargo, Allison y col. {1999} observaron que la lisozima
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liofilizada en presencia de sacarosa mantuvo mejor su estructura y las uniones
puente de hidrogeno que en presencia de trehalosa. Estos resultados y los
presentados en el presente trabajo confirman que la capacidad protectora no
depende sdélo de las propiedades de vitrificacion de la matriz sino también de
la estabilidad quimica del aziocar y de mecanismos de proteccion
dependientes del tipo de proteina y de las interacciones que ésta pueda
establecer con el azucar. Los trabajos de Angyal (1972) sobre complejacién de
monosacdaridos con cationes metdlicos han permitido determinar que sdélo
ciertas secuencias de los grupos —OH (axial-ecuatorial-axial en las piranosas o
tres grupos —OH cis-cis en las furanosas) forman complejos con ciertos cationes
divalentes y trivalentes. Por lo tanto, el nUmero, disposicién y secuencia de los
grupos hidroxilo en la molécula de azicar seguramente determinan en gran
medida la capacidad de interaccion del azicar con la proteina y la

estabilidad de dicha interaccién.

IV.A.2.2. Efecto de la cristalizacién de trehalosa sobre la capacidad

protectora del azicar.

Segun lo abservado en la seccidn previa, la estabilidad de lactasa en
matrices de trehalosa o rafinosa fue superior que en presencia de otros
azUcares como lactosa, melibiosa o sacarosa. Otros autores también
encontraron al azicar trehalosa como el hidrato de carbono mds efectivo

para proteger disitintos biomateriales durante la deshidratacién y el
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almacenamiento posterior (Crowe y col., 1983, 1984a; Mouradian y col., 1984;
Roser, 1991; Leslie y col., 1995; Uritani y col., 1995; Schebor y col., 1996, Murray y
Liang. 2000j).

Resultd interesante analizar el efecto protector de trehalosa en sistemas
con distinto contenido acuoso y almacenados a diferentes temperaturas. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura IV.A.19 donde se graficd la
actividad remanente de lactasa en matrices liofilizadas de trehalosa
humidificadas a 22, 43 y 75% H.R. en funcidon del tiempo de calentamiento a

distintas temperaturas (45, 57 y 80°C).
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Figura IV.A.19: Actividad remanente de lactasa en matrices liofilizadas de
trehalosa expuestas durante 7 dias a 22, 43 y 75% H.R.. en funcién del tiempo

de calentamiento a: (a), 45°C, (b) 57°C, y (c) 80°C.
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La estabilidad de la enzima se vio marcadamente afectada por la
temperatura de almacenamiento ya que a cualquiera de las humedades
estudiadas la velocidad de pérdida aumentd al aumentar la temperatura. Por
ejemplo, en los sistemas expuestos a 22% H.R. el tiempo necesario para reducir
la actividad de la enzima a un 50% de su valor inicial (tu2) fue de 46 dias a
45°C y de aproximadamente 170 horas y 1 hora a 57°C y 80°C,
respectivamente. El efecto protector de trehalosa se observé a humedades
bajas (sistemas expuestos a 22% H.R.) y a temperaturas de calentamiento
moderadas (45 y 57°C) (Fig. IV.A.19 a y b). Aimacenando a 80°C (Fig. IV.A.19
c), la enzima fue poco estable y perdid su actividad ain en los sistemas mas
secos (expuestos a 22% H.R.). Al aumentar el contenido de agua del sistema
(43 y 75% H.R.), la actividad de la enzima se perdid rapidamente (en
comparacién con la pérdida observada en la matriz de menor humedad (22%
H.R.)) a cualquiera de las temperaturas analizadas.

La cristalizacién de azdcares amorfos ocurre a temperaturas mayores
que el valor de Tg, siendo la velocidad de cristalizacion funcidon del pardmetro
(T-Tg) y del tiempo. Se ha observado que el tiempo de cristalizacion aumenta
marcadamente al disminuir el valor de (T-Tg) (Roos y Karel, 1991q).
Dependiendo de las formas isoméricas del azUcar y de los hidratos que forme,
la cristalizacién serd también dependiente del contenido acuoso del sistema
(Roos y Karel, 1992). La a., a-trehalosa, empleada en el presente trabajo, forma
cristales estables anhidros o dihidratados (Sussich y col., 1998; Taylor y York,
1998). Segun se observd en el presente trabajo por DSC, para obtener la forma
cristalina anhidra a partir del azocar amorfo se requiere una temperatura

cercana a los 160°C. Esto estd de acuerdo con las determinaciones realizadas
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por Sussich y col. (1998). Para cristalizar como dihidrato, la a, a-trehalosa
requiere (ademds de cierta movilidad definida por T > Tg) de una fraccién en
masa de agua de 0.1 (W= 0.1 es la cantidad de agua asociada al cristal
dihidrato).

El comportamiento observado para la estabilidad de la enzima en
trehalosa a distintas humedades relativas (Fig. IV.A.19) se estudid entonces en
relacidn con el proceso de cristalizacién del azicar. Los fendmenos de
cristalizaciéon o fusidn pueden observarse en un termograma obtenido por DSC
como picos exotérmicos o endotérmicos respectivamente. En la Figura IV.A.20
se comparan los termogramas obtenidos por DSC para los sistemas de
trenalosa expuestos a 22, 43, y 75% H.R. con el termograma obtenido para

trehalosa cristalina dihidrato.

ceressenae e b s e s A st T dihidrato
A P TIS%HR.
-] H '
x LY
= \
T43%HR.
2 L"
E
e
—~—— T22%H.R.
- T T T M
0. 50. 100. °C.

Figura IV.A.20: Termogramas obtenidos por DSC para trehalosa cristalina
dihidrato y para trehalosa liofilizada expuesta durante 7 dias a 22, 43y 75% H.R.
en un ambiente a 25°C.
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Los sistemas expuestos a 22 y a 43% H.R. presentaron un cambio en la
linea de base correspondiente a la temperatura de transicidén vitrea. Los
sistemas expuestos a 43 y 75% H.R. presentaron ademds, un pico endotérmico
a la misma temperatura (aproximadamente 100°C) que el observado para la
fusion del cristal de trehalosa dihidrato.

Existen controversias en la literatura acerca de la naturaleza de este
evento endotérmico. Algunos autores consideran que corresponde a la fusiéon
de la trehalosa dihidrato (Shafizadeh y Susott, 1973; Weast y col., 1986; Green y
Angell, 1989; Roos, 1993), mientras que otros autores (Taylor y York, 1998; Sussich
y col, 1998) lo asocian con la deshidratacién del cristal. Taylor y York (1998) y
Sussich y col. (1998) encontraron que el tamanfo de particula y la velocidad de
calentamiento influyen sobre Ias transiciones de fase complejas que presenta
la trehalosa. Los termogramas que obtuvieron por DSC de la trehalosa
dihidrato presentaron diferentes eventos térmicos a temperaturas mayores que
100°C dependiendo de la velocidad de calentamiento de la muestra. Estos
autores sugirieron que las diferencias observadas se deben a diferencias en la
velocidad de eliminacién de agua del cristal (segun la velocidad de
calentamiento) que influyen sobre el mecanismo de deshidratacion y sobre el
tipo de estructura anhidra que puede recristalizar. El tipo de cdpsula
empleada en la medicién como asi también la hermeticidad de la misma
afectaron el comportamiento térmico de la trehalosa cristalina (Shafizadeh y
Susott, 1973). En el presente trabajo se observaron por microscopia éptica con
luz polarizada (M.O.) los cambios fisicos que sufre el cristal dihidrato de
trehalosa al ser calentado a 115+5°C en una celda de vidrio cerrada

herméticamente (Figura IV.A.21). Los cristales, inicialmente birrefringentes,
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cambiaron de color durante el calentamiento y se tornaron transparentes sin
perder practicamente la morfologia externa. Luego los cristales comenzaron a
cambiar de forma (bordes redondeados), aumentd la movilidad, el sistema
adquirié el aspecto de un material fundido y se observé una recristalizacién,
probablemente de la forma anhidra del azicar, en forma de agujas dispuestas
radiaimente. Cuando se realizd el mismo experimento pero manteniendo la
celda de vidrio abierta, no se observd fusion, los cristales perdieron la
birefringencia pero mantuvieron su estructura durante el tiempo de
calentamiento. Las mediciones en el DSC en este trabajo se realizaron en
cdpsulas herméticamente selladas. Por lo tanto, a partir de los resultados
obtenidos por M.O. en sistemas cemrados (Fig. IV.A.21) y de estudios realizados
por ofros autores (Shafizadeh y Susott, 1973; Weast y col., 1986; Green y Angell,
1989; Roos, 1993), el evento endotérmico observado en los termogramas a
100°C {Fig. IV.A.20) se relaciond con la fusidn del cristal dihidrato.

De todos modos, cualquiera sea el fendmeno asociado, el drea del pico
endotérmico puede usarse para estimar la cantidad de trehalosa cristalina
presente en una muestra (fraccion cristalina) por comparacion con el drea de
pico (o entalpia) obtenida para el dihidrato puro de frehalosa {139 J/g medido
en las mismas condiciones). La temperatura a la cual ocuren los eventos
endotérmicos observados en la Figura IV.A.20 para los sistemas de frehalosa
expuestos a 43 y 75% H.R. coinciden con la temperatura de fusidén del cristal
dihidrato e indican que el azUcar habia cristalizado durante la humidificacién

en esas condiciones.
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Figura IV.A.20: Microscopia optica con luz polarizada de cristales dihidratados
de frehalosa calenfados a 115°C en una celda de vidrio herméticamente
cerrada. a) Condicioén inicial, b) 120s, c) 147 s, d) 163 s, e) 182s, f) 198 s.
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En la Tabla IV.A.7 se muestra el contenido de agua, Ty, area del pico
endotérmico y fraccién cristalina de los sistemas de trehalosa expuestos a 22,
43 y 75% H.R.. Debe sefalarse que el drea de los picos endotérmicos de la
Fig.IV.A.20 varia con la cantidad de azicar cristalino presente en el sistema
pero también con la cantidad de muestra en la cdpsula, por lo tanto para

poder compararios se calcula el calor liberado (o drea del pico) por gramo.

Tabla IV.A.7: Contenido de agua, Tq, drea del pico endotérmico y fraccion
cristalina obtenidos para sistemas de trehalosa liofilizados y expuestos durante
7 dias a 22, 43y 75 H.R.

H.R. % Fraccién en Ta. (°C) Area del pico Fraccién
masa de agua endotérmico cristalina
(W) (J/9)
22 0.051 S50 _ _
43 0.10 13 95 0.49
75 0.1 _ 139.5 ]

En las matrices humidificadas a 43y 75% H.R., la cantidad de agua (ver
Tabla IV.A.7) y la movilidad (T-Tg > 40°C) fueron suficientes para permitir la
cristalizacién del dihidrato en una proporcién alta (“fraccidn cristalina 0.49 y 1,
respectivamente). La cristalizacién del azicar condujo probablemente a la
répida inactivacién de la enzima observada en estos sistemas (Fig. IV.A.19). En

la Figura IV.A.22 se muestra una interpretacién esquematica del efecto que
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tendria la cristalizacion del azicar sobre la desnaturalizacion proteica o

estabilidad enzimdatica.

.
. »
~p B

[ PROTEINA NATIVA

& Proteina desnaturalizada

[]

Proteina protegida
en una matriz

amorfa

Proteina
desnaturalizada en

una matriz cristalina

Azucar amorfo

Azucar cristalino

Figura IV.A.22: Representacion esquemdtica del efecto de la cristalizacion de
azucares sobre el deterioro de proteinas en sistemas deshidratados (Buera,

2001).
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En los sistemas deshidratados, los grupos oxhidrilo del azicar deben
formar uniones puente de hidrégeno con sitios hidrofilicos de la proteina para
evitar de este modo la desnaturalizacidn de la estructura proteica (Carpenter
y col., 1987; Carpenter y Crowe, 1988). Cuando el azicar cristaliza dicha
interaccion se pierde quedando la proteina excluida de la regidén cristalina y
concentrada en la fase amorfa restante. De este modo ademads de perder en
gran parte la estabilizacion provista por la interaccidén con el azicar, la
estructura proteica se ve afectada negativamente por cambios en el pH,
concentracién de grupos reactivos y fuerza idénica.

Cardona y col. (1997) asociaron también la inactivacion de la enzima
invertasa en matrices de trehalosa con la cristalizacidon del azicar. Sun y
Davidson (1998) estudiando la estabilidad de la enzima glucosa é-fosfato
deshidrogenasa encontraron que la mezcla glucosa/trehalosa ofrecié una
mejor proteccion a la enzima que la mezcla glucosa/sacarosa y atribuyeron el
efecto al menor grado de cristalizacion observado en la mezcla
glucosa/trehalosa. Suzuki y col. (1997). andlizaron la estabilidad de varias
enzimas deshidratadas en presencia de azicares y asociaron también el
efecto estabilizante con la naturaleza amorfa de la matriz.

Distintos autores observaron que otras reacciones como pardeamiento
no enzimatico, actividad enzimdatica, ruptura de liposomas, hidrdlisis dcida de
sacarosa y oxidacion de lipidos encapsulados se aceleran al ocurir la
cristalizacién de la matriz de azOcar (Karmas y Karel, 1994; Kouassi y Roos, 2000;

Suny Leopold, 1997; Schebor, 2001; Labrusse y col., 1992, respectivamente).

129



IV. RESULTADOS

La mayor estabilidad de la enzima lactasa observada en los sistemas
expuestos a 22% H.R. y almacenados a 45 y 57°C (Fig. IV.A.19 a y b)
probablemente se deba a que la trehalosa no habria cristalizado en ninguna
de sus formas. Como dihidrato no puede cristalizar debido a la falta de agua 'y
si bien podria cristalizar en forma anhidra, el valor de la variable (T-Tg)
amacenando tanto a 45 como a 57°C es pequeno (0 y 12°C
respectivamente) y por lo tanto el tiempo de cristalizacion en estas
condiciones de baja movilidad molecular seria muy largo. mucho mayor que
el tiempo del experimento. Aimacenando a 80°C la enzima fue poco estable a
cualquiera de las humedades relativas estudiadas. En los sistemas expuestos a
22% H.R. probablemente la cristalizacion de la forma anhidra pudo haber
ocurrido debido a la mayor movilidad del sistema (T-Tg= 35°C). Esto no pudo
corroborarse por calorimetria diferencial de barrido porque el cristal anhidro
funde aproximadamente a 200°C y a esta temperatura tan alta puede
producirse descomposicidon del material. Independientemente de la
cristalizacién del azucar en la matriz, a 80°C, la temperatura per se podria ser el
factor determinante de la inactivacion de la enzima. En la Figura IV.A.23 se
compard el efecto protector de trehalosa y rafinosa en sistemas que fueron
expuestos a humedades relativas crecientes y posteriormente almacenados 3
horas a 70°C. Se observa que la matriz de rafinosa, al igual que la de trehalosa,
perdid su efecto protector al aumentar el contenido de agua del sistema. Sin
embargo se observd mayor estabilidad de la enzima en rafinosa en el rango
de H.R. 33-43%. Este comportamiento diferencial se relaciond con la cantidad
de agua que cada azucar requiere para cristalizar. La rafinosa cristaliza como

pentahidrato a partir de 52% H.R. (que corresponde a una W= 0.15) y por lo
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tanto puede proteger a humedades algo mayores que la trehalosa, ya que se

extiende el rango de humedades relativas en el que el sistema permanece

amorfo.
° 100+ 3 hs, 70°C
e
- 80
o
c
©
E 604 )
o Rafinosa
|
o
© 40-
o
E Trehalosa
0 204
<
0 1 I I | I | 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Humedad relativa, %

Figura IV.A.23: Actividad remanente de lactasa en matrices cristalizables en
funcion de la humedad relativa a la cual se humidificaron los sistemas.

En la Figura IV.A.24 se muestra la estabilidad en matrices de trehalosa y
de rafinosa humidificadas a 43% H.R. en funcidn del tiempo de
almacenamiento a 70°C. Se observa que si bien la rafinosa ofrecié mayor
proteccién a tiempos cortos (3 horas a 70°C) (Fig. IV.A.23), la enzima fue poco
estable en ambos azUcares a partir de las 5 horas de almacenamiento.

El mayor tamano de la molécula de rafinosa respecto a trehalosa seria

una desventaja en relacién con el volumen libre de la matriz que forma (Ding y
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col., 1996), pero existen algunas razones por las cuales el azUcar rafinosa
podria ser mds efectivo como protector de biomateriales que la trehalosa. Si
bien los valores de Tq de ambos azucares son similares a igual contenido de
agua (Saleki-Gerhardt y col., 1995; Wolkers y col., 1998), la rafinosa forma
cristales pentahidrato cuando cristaliza. Gaffney y col. (1988) sugirieron
ademds, que podria ser mds efectiva para formar uniones puente de
hidrogeno con biomoléculas. Sin embargo, debe destacarse que en las
matrices de rafinosa equilibradas a 43% H.R. y tratadas mdas de 5 horas a 70°C
se observd formacidén de color pardo/amarillento mientras que no se observd
desarrollo de color en la matriz de trehalosa aun luego de 8 dias de
almacenamiento a 70°C. Schebor y col. (1997) encontraron que la rafinosa fue
menos efectiva que la trehalosa para estabilizar a la enzima invertasa en
sistemas deshidratados almacenados a temperaturas altas (mayores que
100°C) y relacionaron este comportamiento con la estabilidad quimica de los
azucares ya que observaron pardeamiento en la matriz de rafinosa y no en la
de trehalosa luego del tratamiento térmico. Estos autores observaron que la
trehalosa equilibrada a 22% H.R. y almacenada a 45°C fue estable a Ila
hidrélisis, mientras que rafinosa comenzéd a hidrolizarse en las mismas

condiciones (Schebory col., 1999).
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Figura IV.A.24: Estabilidad de lactasa en matrices de frehalosa y rafinosa
humidificadas a 43% H.R. y almacenadas a 70°C.

Los resultados obtenidos muestran que la estabilidad quimica del azicar
es un aspecto importante a considerar, ya que si bien la rafinosa resultd
superior a la trehalosa para estabilizar a la enzima lactasa en sistemas
humidificados entre 33 y 52% H.R., éste efecto se vio disminuido cuando las
condiciones de almacenamiento (tiempo y temperatura) favorecieron la
hidrdlisis de la rafinosa y el consecuente pardeamiento no enzimdtico de la

matriz.
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IV.A.3. ANALISIS COMPARATIVO DE LA ESTABILIDAD DE p-

GALACTOSIDASA EN POLIMEROS Y EN AZUCARES.

En la Figura IV.A.25 (a, b y c) se compard el patréon de estabilidad de
lactasa a distintos tiempos en funcién de la variable (T-Tg) en matrices
poliméricas y en azUcares almacenados a varias temperaturas. En la Figura
IV.A.25.0 se muestra la actividad remanente a un tiempo corto de
almacenamiento (1 hora). En este caso, la estabiidad de la enzma a
temperaturas relativamente bajas (37/45°C) fue alta tanto en los polimeros
como en los azucares estudiados, ain a valores de (T-Tg) >> 0. Si bien en las
matrices con (T-Tg) < O la pérdida de actividad a cualquiera de las
temperaturas fue baja, para valores de (T-Tg) > 0 el patrdn general de
estabilidad fue muy dependiente de la temperatura de almacenamiento,
observandose a 80°C una disminucién importante de la actividad remanente
en todos los sistemas, y para cada sistema mayor pérdida al aumentar el valor
de (T-Tg).

En la Figura IV.A.25.b, se muestra la estabilidad de la enzima en los
distintos sistemas luego de 24 horas de almacenamiento. La estabilidad fue
elevada también a temperaturas bajas en la mayoria de las matrices. El efecto
de la temperatura se extendid a valores de (T-Tg) < 0. A temperaturas altas
(70/80°C) la actividad remanente fue practicamente nula incluso en matrices
que se encontraban en estado vitreo en esas condiciones. Sélo a
temperaturas de almacenamiento intermedias la estabilidad dependié de las

caracteristicas propias de cada matriz y se observd cierta relaciéon con la
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variable (T-Tg). La trehalosa se aparté del patrén general observado, ya que
ofrecié buena proteccidén a 70°C en estado vitlreo pero en condiciones
sobreenfriadas la estabilidad disminuyd mucho aun a 45°C. Este
comportamiento evidencia (como se observé en la Figura IV.A.19) la
importancia de mantener la estructura amorfa de la matriz (los sistemas de
trehalosa que estaban en condiciones sobreenfriadas a 45°C, son sistemas con

un contenido de agua suficiente para que se forme el cristal dihidrato) .
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Figura IV.A.25: Estabilidad de la enzima lactasa en funcién de la variable (T-Tg)
en mafrices poliméricas y en azdcares almacenados a varias temperaturas. Q)
Actividad remanente luego de | hora de almacenamiento; b) actividad
remanente luego de 24 horas de almacenamient; c) Tiempo de vida media de
la enzima. = 37-45°C, = 50-60°C; = 70-80°C.

En la Figura IV.A.25.c se graficd el tiempo de vida media de la enzima
en las distintas matrices en funcién de (T-Tg). El 112 permite representar el patrén
de estabilidad a tiempos mds largos ya que es el tiempo al cual se perdié un
50% de actividad enzimdtica en todos los sistemas analizados. El gréfico
muestra una mayor dependencia de los datos globales con (T-Tg), pero se
observa igualmente que el 11,2 disminuyéd marcadamente en sistemas vitreos
por efectos no relacionados con Tg sino con la temperatura de
almacenamiento y la composicion de la matriz (en la Fig. IV.A.25.c. los valores
de h/2muy pequenos (del orden de minutos a pocas horas) se observan como

valores cercanos a cero por efecto de la escala).
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La Fig. IV.A25 (a, b y ¢) muestra entonces que la variable (T-Tg) no
define la estabilidad de la enzima en estos sistemas, pero el estado vitreo de la
matriz permite retrasar los efectos negativos que producen el tiempo o la
temperatura de almacenamiento. Rossi y col. (1997) trabagjando con matrices
en estado liguido-sobreenfriado (T > Tg), no encontraron ninguna relacién entre
la Tg de las matrices empleadas y la estabilidad de la enzima EcoRI durante el
almacenamiento; por ejemplo el sistema de sacarosa ofrecié mejor proteccién
a la enzima que los sistemas de maltosa, lactosa, maltodextrina o PVP, aunque
tiene una Tg menor.

En la Figura IV.A.26 se compard la estabilidad de lactasa en polimeros y
azicares deshidratados que fueron almacenados distintos tiempos a 70°C. La
linea punteada une los puntos correspondientes a matrices de maltosa,
maltodextrinas y almidén que constituyen, como se menciond previamente,
una serie homoéloga. Estos resultados muestran principalmente el efecto del
tiempo de tratamiento térmico y el efecto de la masa molar. A tiempos cortos
(Figura IV.A.26.0) la estabilidad de la enzima fue similar en las distintas matrices
a excepcidén de lactosa, que como se discutié previamente en la Fig. IV.A.18,
no ofrecié protecciéon a la enzima. Al aumentar el tiempo de almacenamiento
(Figura IV.A.26.b) se observd que la estabilidad en trehalosa o rafinosa fue
mayor que la que podria esperarse si s& comparan con la estabilidad

observada en sistemas con valores de Tg mayores.
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Figura 1V.A.26: Estabilidad de la enzima lactasa en funcion de la variable T, en
matrices poliméricas y en azucares almacenados (a) 3 horas) y (b) 24 horas a 70°C.
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Otros autores observaron también que hidratos de carbono como
maltodextrina o PVP fueron menos efectivos que la trehalosa para estabilizar
membranas y proteinas en estado vitreo (Crowe y col., 1994; Schebor y col.,
1996, Cardona y col., 1997). Segun Crowe y col. (1994), las matrices de
maltodextrina y PVP tendrian menor capacidad para preservar proteinas y
membranas debido a que son poco efectivas para formar uniones puente de
hidrégeno. Bieganski y col. (1998) compararon la viabilidad luego del secado
de un retrovirus en sistemas modelo de azUcares y el polimero dextrano.
Encontraron que a pesar del alto valor de Tg del dextrano, éste no fue eficiente
para proteger al retrovirus de su inactivacion luego del secado, mientras que si
lo fue el disacdrido trehalosa. Carpenter y Crowe (1989) y Allison y col. (1999)
demostraron que se requiere de una interaccidn directa (puente de
hidrégeno) durante el secado entre el agente protector y la estructura
proteica a estabilizar. El azicar trehalosa es un efectivo dador y aceptor de
uniones puentes de hidrégeno, tiene el mayor potencial (entre los disacaridos)
para formar puentes de hidrégeno con biomoléculas (Franks, 1994) y menor
volumen libre que favorece el empaquetamiento (Hemminga y van den Dries,
1997).

La estabilidad de la enzima lactasa en maltosa, maltodextrinas y
almidén (linea punteada en la Figura IV.A.26.b) mostré un maximo que se
correspondié con las maltodextrinas de masa molar intermedia.
Probablemente ésto se deba a que estas matrices, comparadas con maltosa,
tienen oligosacdridos no reductores que serian necesarios para estabilizar la
enzima, y una masa molar que les permite cierta interaccién con la proteina.

La masa molar del almidén es mayor que cualquiera de los demds sistemas
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estudiados, con lo cual tiene menor capacidad para interactuar con la
proteina, y por otro lado mayor volumen libre y movilidad que afectan
negativamente la estabilidad en sistemas deshidratados. Ademas la estructura
semicristalina del almiddén nativo contribuye a disminuir su capacidad para
formar uniones de hidrégeno. Burin y col. (2001) observd que en condiciones
de (T-Tg) similares la actividad de la enzima B-galactosidasa se desarrolld mas
rapido en almiddén nativo que en almidén gelatinizado, indicando que el
grado de cristalinidad de la matriz o la microstructura del sistema influyen
también sobre la actividad enzimdtica. La matriz de B-ciclodextrina, como se
discutid en la seccidén IV.A.1.2, no tiene la posibilidad de interactuar con la
enzima ni de generar una matriz capaz de inmovilizarla por empaquetamiento.

Los resultados resultados obtenidos muestran que la estabilidad
enzimdtica en matrices deshidratadas depende no sélo de la movilidad
molecular de la matriz (determinada por Tg) sino también de otros factores
como temperatura de almacenamiento, poder reductor, cristalinidad, masa

molar y conformacion o estructura molecular de la matriz.
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IV.A.4. DIAGRAMAS DE ESTADO Y ESTABILIDAD ENZIMATICA.

En los experimentos realizados se analizdé la estabilidad de la enzima
lactasa en matrices con igual contenido de agua y distintas temperaturas de
almacenamiento, o bien en matrices almacenadas a igual temperatura pero
que habian sido expuestas a distintas humedades relativas y por lo tanto
diferian en el contenido de agua. El efecto de las distintas variables en relacién
con la Tg de la matriz se analizé en esta seccidn representando los resultados
en un diagrama de estado. Los mapas de estabilidad basados en la
temperatura de transicién vitrea definen un limite entre una regién donde la
movilidad molecular es baja y existen impedimentos cinéticos para llegar a la
condicién de equilibrio (T-Tq < 0), y otra regién en la cual la movilidad
molecular estd aumentada y los cambios fisicoquimicos no tendrian obstaculos
para producirse (Levine y Slade, 1991, 1992).

En la Figura IV.A.26 se muestran las curvas de Tg de los diagramas de
estado para las distintas matrices estudiadas (PVP, maltodextrina, almidon vy
trehalosa) y se graficaron en lineas punteadas las curvas de Tg de la enzima
pura. Los valores de Tg para PVP 40 y almiddén se obtuvieron de Buera y col.
(1992) y Zeleznak y Hoseney (1987), respectivamente. En cada figura se
representaron las distintas condiciones de contenido de agua de la matriz y
temperatura de almacenamiento analizadas, indicando en cada caso la
estabilidad de lactasa como tiempo de vida media (h2). Los valores de t2= 0,

corresponden a tiempos muy cortos (del orden de minutos).
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Figura IV.A.27: Diagramas de estado correspondientes a matrices de (a) PVP

40,

(b) maltodextring,

(c)

almidon,

(d) trehalosa. En cada grdafico se

representaron las distintas condiciones (contenido de agua de la matriz y
temperatura de almacenamiento) analizadas. Se indica para cada condicién,

el tiempo de vida media dela enzima en dias obtenido ( ® 0-1; & ]-5,

20-40,
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5-20,

40-60). En lineas punteadas se indica la Tg de la enzima dializada.
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En las matrices poliméricas se observa que el tiempo de vida media
disminuyd marcadamente en condiciones vitreas tanto por incremento del
contenido de agua a una dada temperatura o por aumento de la
temperatura de amacenamiento a igual contenido de agua del sistema. En
estado vitreo, la estabilidad de la enzima fue mayor en trehalosa ya que se
observd que en sistemas de bagjo contenido de agua (W= 0-0.05) vy
almacenados a 70°C, el ti2 fue superior en esta matriz. En condiciones
sobreenfriadas la estabilidad en trehalosa fue buena sélo a bajas temperaturas
y contenidos de agua. Al aumentar el contenido acuoso, la cristalizaciéon de la
trehalosa se ve favorecida (como dihidrato) y por lo tanto la enzima fue poco
estable. A 80°C, el efecto de la temperatura per se fue importante aun a
humedades bajas. A temperaturas bajas, el almidén fue el que ofrecié mayor
proteccion aln en sistemas muy hiUmedos. Esto podria deberse a interacciones
de la matriz con el agua, de la enzima con la superficie de los granulos de
almidén. El alto valor de Tg del aimiddon podria favorecer en estas condiciones
de alta humedad.

Se realizd un andlisis estadistico (“Stepwise linear regresion analysis”,
Statistix analytical software para windows) para evaluar cudl era la variable
estudiada (temperatura, contenido de agua o Tg de las matrices) que tenia
mayor influencia sobre la estabilidad de la enzima (ti2). El programa realiza
una serie repetitiva de pasos en los cuales compara el gjuste de las variables
con la variable dependiente y elimina en cada paso aquella variable que
introduce mayor diferencia entre valores calculados y experimentales en el

andlisis, el proceso se redliza hasta que se evaluan todas las combinaciones
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posibles. De esta manerq, el mejor coeficiente de correlacién se obtuvo para
la variable temperatura (r2= 0.7159) para un p < 0.05.

Es importante notar que en este trabagjo los andlisis se enfocaron al
estudio de las propiedades fisicas de la matriz en la cual la enzima esta
encapsulada o inmovilizada. La movilidad molecular de la enzima podria estar
0 no acoplada a la movilidad molecular de la matriz. Si la enzima y la matriz
constituyeran fases diferentes, podria ocurrir por ejemplo que una fase
estuviese vitrea y la otra en estado sobreenfriado dependiendo del valor de Tg
de cada componente. Por lo tanto, la inactivacidon enzimatica podria estar
relacionada con la Tg de la propia enzima mds que con la movilidad de la
matriz. La concentracién de la enzima en las matrices estudiadas fue muy baja
como para poder detectar sus transiciones por DSC. Los valores de Tg se
determinaron para la enzima lactasa dializada pura y fueron 93, 60 y 32°C
para 22, 33 y 43% H.R., respectivamente, se muestran las curvas
correspondientes como lineas punteadas en los diagramas de la Figura IV.A.27.
En el caso de que hubiera separacion de fases, la transicidon vitrea de la
enzima y de la matriz ocurriria a temperaturas cercanas, para las matrices de
PVP 40 (Fig. IV.A.27.a). En la matriz de almiddn la Tg de la enzima cae por abagjo
del valor de Tg de la matriz, y los valores de ti2 obtenidos para la enzima
indican que el almidén tendria efecto protector aun cuando la enzima
estuviera en condiciones de tener alta movilidad (Fig. IV.A.27.c). En las
matrices de MD 1800 y trehalosa (Fig. IV.A.27 b y d) la curva de Tg de la enzima
cae en ambos casos por arriba de la curva de Tg de las matrices. Se observa
que a las temperaturas de almacenamiento mads bajas, la estabilidad

disminuyé mucho al aumentar el contenido acuoso aunque la enzima estaria
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en esas condiciones, todavia en estado vitreo. Es decir, aun en el caso
extremo de que la enzima y la matriz se comportaran totaimente en fases
separadas, esto no invalida las conclusiones obtenidas. Por otro lado, Schebor
(2000) observaron que la actividad de una enzima invertasa comercial
deshidratada tal cual (sin incluir en una matriz) disminuyd gradualmente al
aumentar la temperatura, hubo pérdida de actividad estando la enzima en
estado vitreo y no observaron cambios importantes en el patrén de pérdida de

actividad a temperaturas cercanas a la Tg de la proteina.

IV.A.5. CONCLUSIONES DE LA SECCION IV.A.

= En solucidon acuosa La enzima lactasa fue totalmente inestable al
proceso de liofilizacidn. La adicidon de polimeros (como PVP, maltodextring,
almidon) o azdcares a la solucidén, permitid evitar la inactivacién de la enzima

durante la deshidratacion.

= La temperaturg, el contenido de agua y el valor de (T-Tg) en los
rangos estudiados, efectaron la estabilidad de la enzima. De ellos, la
temperatura fue el factor que mdas correlaciond con la pérdida de actividad.
Los modelos de Arrhenius y VTF resultaron adecuados para describir la
dependencia de la velocidad de inactivacion enzimdatica con la temperatura

en matrices poliméricas.
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=2 En los sistemas deshidratados la estabilidad enzimdatica se vio

afectada por los siguientes factores:

- Interacciones moleculares con la matriz. Los aziucares no reductores
trehalosa y rafinosa en estado amorfo ofrecieron mayor proteccién que las
matrices poliméricas de Tg mds elevada, lo cual sugiere que habria un
mecanismo de proteccidn especifico, no relacionado con el estado fisico

del medio pero si con interacciones intermoleculares.

- Reactividad quimica del azUcar: Los disacdaridos reductores no ofrecieron
proteccién, probablemente porque pueden reaccionar a través de

Maillard con la proteina afectando su conformacion y actividad catalitica.

- Propiedades microestructurales del sistema: Determinadas por un conjunto
de factores como Tg, grado de empaqguetamiento y masa molar de las

moléculas que constituyen la matriz.

- Propiedades supramoleculares: La cristalizacién de la matriz de azucar

afectd negativamente la estabilidad de la enzima.

Los factores mencionados, tienen efectos interdependientes y son

aspectos importantes a considerar para definir la estabilidad térmica de

enzimas en sistemas con bajo contenido acuoso.
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IV.B. ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA EFICIENCIA DE LOS AZUCARES

COMO PROTECTORES ENZIMATICOS EN SISTEMAS SOBREENFRIADOS.

Como se observd en la seccidén IV.A.2.2, la cristalizacidn del azicar que
constituye la matriz amorfa, afectd negativamente la estabilidad de la enzima.
Recientemente otros autores asociaron también la inactivacion enzimatica
con la cristalizacién del azucar utilizado como agente estabilizante (Cardonay
col., 1997; Suzuki y col., 1997; Sun y Davison, 1998). Hay evidencias que
muestran que en sistemas bioldgicos como levaduras, semillas y embriones, |a
cristalizacién de los azicares protectores estG naturalmente retrasada/inhibida
por la presencia de polimeros, otros azucares, proteinas, etc. (Koster, 1991;
Williams, 1994; Sun y Leopold, 1997; Buitink y col., 2000). El retraso/inhibicién de
la cristalizacion de azucares en sistemas sobreenfriados, permitiria extender el
rango de aplicacidén de los mismos como agentes protectores. En particular,
en el presente trabgjo se estudiaron propiedades especificas de los sistemas
amorfos, el impacto de la cristalizacion sobre la estabilidad enzimdtica y se
analizaron estrategias, diferentes a la vitrificacidén, para retrasar/inhibir la

cristalizacion de azUcares en sistemas sobreenfriados.

IV.B.1. EMPLEO DE MATRICES COMBINADAS POLIMERO/AZUCAR.

En la Figura IV.B.1 se compard la estabilidad de la enzima lactasa en

trehalosa (matriz cristalizable) y en maltodextrinas de diferentes masas molares
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(matrices no cristalizables) que fueron liofilizadas, humidificadas a distintas
humedades relativas y luego almacenadas 24 horas a 57°C. Si bien en sistemas
deshidratados se observa que la estabilidad de la enzima en las maltodextrinas
fue buena, la proteccidén ofrecida por la matriz de trehalosa fue superior,
recuperandose mas del 95% de actividad enzimdtica luego del tratamiento
térmico. En los sistemas humidificados a 33% H.R. la proteccidn fue similar en las
maltodextrinas y en trehalosa observéndose (como se mostrd también en las
Figs. IV.A. 10 y 11) que el aumento de la masa molar de las maltodextrinas (y
en consecuencia de la Tg de la matriz) no tuvo un efecto importante sobre la
resistencia térmica de la enzima como podria esperarse en base al aspecto
fisico (vitreo o sobreenfriado) de los diferentes sistemas. A 75% H.R. si bien todos
los sistemas estaban colapsados, la estabilidad de lactasa fue mayor en las

maltodextrinas que en trehalosa.

= sistemas_ | i
e . e
80} R : 3 MD 900
: C—IMD 720
i r = Trehalosa
|
|

Actividad remanente, %

33%H.R. 75%H.R.

Figura IV.B.1: Actividad remanente de lactasa en maltodextrinas de diferentes
masas molares en comparacion con la estabilizaciéon de la enzima en
frehalosa. Los sistemas se liofilizaron, se deshidrataron sobre un agente
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desecanre (“0" % H.R.) o se humidificaron a distintas H.R., y posteriormente se
almacenaron 24 horas a 57°C.

En la Figura IV.B.2 se compard también la estabilidad de la enzima en
matrices de maltodextrina (MD 1800) y de trehalosa humidificadas a distintas
humedades relativas pero aimacenadas en este caso a menor temperatura
(45°C). Esta temperatura tuvo poco efecto sobre la estabilidad de la enzima
en MD 1800 pero fue suficiente para que se produzca inactivacion en la matriz
de trehalosa a partir de 43% H.R. (T-Tg > 30). Se observa claramente que 43%
H.R. es una humedad relativa critica para la estabilidad de la enzma en
trehalosa, ya que corresponde, como se menciond anteriormente (ver Fig
IV.A.20 y Tabla IV.A.7), a un contenido de agua de la matriz (W= 0.1) que
favorece la cristalizacion del azucar. En una matriz no cristalizable como la
maltodextrina, la estabilidad de la enzima disminuye gradualmente al
aumentar la humedad relativa a la cual se humidifican los sistemas, no
observandose una caida brusca en la estabilidad como en trehalosa. En la Fig.
IV.B.1, las diferencias de estabilidad a 75% H.R. en matrices de maltodextrina y
trehalosa fueron menos evidentes porque hubo mayor inactivacién en las
maltodextrinas por efecto de la mayor temperatura de almacenamiento.
Cardona y col. (1997) andlizando la estabilidad de la enzima invertasa en
matrices liofilizadas de maltodexirina y de trehalosa observaron el mismo

patrén de estabilidad que el observado en el presente trabajo para lactasa.
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Figura IV.B.2: Actividad remanente de lactasa en matrices de maltodextrina
(MD 1800) (matriz no cristalizable) y en trehalosa (cristalizable) humidificadas a
distintas humedades relativas y almacenadas 24 horas a 45°C.

Lodato y col. (1999) analizaron en forma comparativa la estabilidad de
levaduras deshidratadas en matrices de maltodextrina y trehalosa equilibradas
a distintas humedades relativas. En los sistemas deshidratados el patron de
estabilidad de las levaduras en maltodextrina y en trehalosa fue similar al
observado para la enzima lactasa. Sin embargo, a humedades relativas
mayores que 22% las levaduras fueron poco estables en maltodextring,
perdiéndose completamente la viabilidad, en ambas matrices, a 57% H.R..
Estos autores tampoco encontraron una relacién directa entre el grado de
colapso de la matriz externa y la estabilidad de las levaduras. La estabilidad de
los microorganismos estd relacionada con la integridad tanto de las proteinas

como de la membrana celular. La menor capacidad de las maltodextrinas, en
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comparacion con la matriz de trehalosa o maltosa, para proteger células de
levadura se asocié con el hecho de gque las maltodextrinas por ser polimeros
de alta masa molar, tienen limitaciones para atravesar la pared celular y
acceder a la membrana y proteinas de la célula (Lodato y col., 1999). Crowe y
col. (1987) mostraron que algunos polimeros (como dextrano y almiddn) no
interactuan con los grupos polares de los fosfolipidos de las membranas, no
disminuyen la temparatura de fusion de las mismas y no protegen liposomas o
vesiculas durante el secado. La presencia de disacdridos o trisacdridos
amorfos durante el secado y almacenamiento de las levaduras parece ser un
factor critico en la proteccién.

El efecto protector de trehalosa sobre la enzima lactasa se observd en
sistemas con bajo contenido acuoso y se relaciond inversamente con el grado
de cristalizacion del azucar, las maltodextrinas al ser sistemas no cristalizables
resultaron ser mejores agentes estabilizantes que trehalosa cuando el
contenido de agua de la matriz fue mayor que W= 0.1. En la practica, resulta
dificil reunir en un Unico compuesto propiedades como estabilidad fisica
(determinada por el valor de Tg y por el tipo de matriz) y capacidad para
formar uniones puente de hidrégeno con grupos polares de la biomolécula a
estabilizar. Si bien el valor de Tg aumenta con la masa molar de la matriz, la
capacidad para interactuar con otras biomoléculas y el grado de
empaquetamiento del sistema disminuyen (Prestrelskiy col, 1995; Tanakay col.,
1991). La combinacién de disacdridos con polimeros de alto peso molecular
permitiria incrementar la T de la formulacién, comparada con la Tg del
disacdrido solo, manteniendo las propiedades estabilizantes del azicar. El

desarrollo de matrices combinadas es particularmente importante en la
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proteccidn de microorganismos, donde la estabilizacién depende en gran
medida de la presencia de azUcares en estado amorfo. El retraso del proceso
de cristalizacion por adicion de compuestos de alto peso molecular ha sido
demostrado por Berlin y col. (1973) para lactosa y por Iglesias y Chirife (1978)
para sacarosa. Karmas y col (1992), observaron que la cristalizacién de lactosa
se puede retrasar incorporando al sistema amioca (almiddén de alta amilosa) o
carboximetilcelulosa. Tsourouflis y col. (1976) lograron retrasar el colapso en
jugo de naranja deshidratado agregando maltodextrinas y gomas al sistema.

Teniendo en cuenta las evidencias mencionadas se realizaron
experimentos empleando mezclas de maltodextrina (MD 1800) con trehalosa y
se andlizé la estabilidad de lactasa en relacion con las caracteristicas fisicas
del sistema.

En la Tabla IV.B.1. se muestra el contenido de agua, el valor de Tg y la
fraccion de azdcar que cristalizd en sistemas liofilizados de trehalosa, MD 1800y
mezclas MD/T (80:20) que fueron humidificadas a 22, 44 y 75% H.R. a 25°C. Las
mezclas MD/T presentaron un Unico valor de Tg que fue intermedio entre los
valores obtenidos para las matrices puras de trehalosa o maltodextrina
humidificadas a la misma humedad relativa. La observacién de un valor Unico
de Tq en los sistemas combinados indica que los componentes son miscibles

entre si en las condiciones analizadas.
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Tabla IV.B.1. Contenido de agua, Tq y fraccién cristalina en matrices de
maltodextrina, trehalosa y MD/T (80:20) liofilizadas y humidificadas a distintas
humedades relativas.

Matriz H.R. % W Tg (°C) Fraccién
cristalina
22 0.03% 81 _
MD 1800 43 0.065 42
75 0.099 13 _
22 0.057 50 _
Trehalosa 43 0.102 13 0.68
75 0.110 _ 1
22 0.046 63 _
MD/T (80:20) 43 0.100 44
75 0.120 -20 _

En los sistemas mezcla MD/T (80:20) el azOcar no cristalizd durante la
humidificacién a 25°C (Tabla IV.B.1). En mezclas MD/T (50:50) se observd que la
cristalizacién se inhibié a 43% H.R. pero a 75% H.R. la fraccidn cristalina fue de
0.32. En sistemas MD/T humidificados a 43% H.R. el retraso/inhibicion de la
cristalizacién podria deberse tanto al incremento del valor de Tg en presencia
de la maltodextrina que permite que el sistema se mantenga en estado vitreo
durante la humidificacién, o bien a efectos relacionados con la modificacion
del ambiente y las condiciones que favorecen la cristalizacién del azucar
(posible hidratacion preferencial de la maltodextrina, interacciones polimero-
azucar probablemente restringen la orientacién espacial de las moléculas de
azicar). Sin embargo a humedades mayores (75% H.R.) el valor de Tg de la

mezcla es muy bagjo y la maltodextrina probablemente inhiba o retrase la
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cristalizacién por mecanismos no relacionados con la Tg, ya que a esta
humedad tan alta y a 25°C, Ia matriz se encuentra claramente en estado
sobreenfriado.

En la Figura IV.B.3 se compard la estabilidad térmica de lactasa en los
sistemas  descriptos en la Tabla IV.B.1 en funcién del tiempo de
almacenamiento a 45°C. Se observa que en los sistemas humidificados a 22%
H.R., en los cuales la trehalosa no estaba cristalizada (Tabla IV.B.1), la
estabilidad de la enzima fue similar en mattodextrina o trehalosa, siendo algo
mayor la proteccidn en la mezcla MD/T. En los sistemas de trehalosa
humidificados a 43 y 75% H.R. el azUcar habia cristalizado (parcial o totalmente
dependiendo de la H.R.) durante la humidificacién y por lo tanto la enzima se
inactivdé rdpidamente durante el tratamiento térmico. La presencia de
maitodextrina retrasd/inhibié la cristalizacion de trehalosa en los sistemas
combinados (Tabla IV.B.1) y permitié extender el efecto protector de trehalosa

a humedades relativamente altas (43y 75% H.R.).
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Figura IV.B.3: Actividad remanente de lactasa en matrices de maltodextrina
(MD 1800), trehalosa (T) y mezclas MD/T liofilizadas y humidificadas a (a) 22). (b)
43y (c) 75% H.R. en funcidn del tiempo de alimacenamiento a 45°C.
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En la Figura IV.B.4 se muestra el efecto de la temperatura de
almacenamiento sobre el tiempo de vida media de la enzma en
maltodextrina (MD 1800), trehalosa y sistemas combinados MD/T (50:50)
humidificados a 75% H.R. Almacenando a 45°C, la estabilidad de la enzima en
maltodextrina fue buena en comparacidn con la matriz de trehalosa,
observandose un efecto sinérgico importante en la mezcla MD/T. Si bien la
estabilidad en cualquiera de los sistemas disminuyéd marcadamente con el
aumento de la temperatura de almacenamiento (57°C), el ti2 en la matirz
combinada MD/T siguid siendo aproximadamente diez veces mayor que en los
sistemas puros.

La proteccidn diferencial observada en sistemas combinados MD/T, sin
embargo, no se puede generdlizar a la estabilizacidon de otros biomateriales ya
que, por ejemplo Lodato y col. (1999) observaron que en sistemas MD/T (80:20)
humidificados a 33% H.R. la presencia de maltodextrina afectd negativamente
la estabilidad de levaduras respecto de aquellas en trehalosa pura. No sdélo la
presencia sino también, una concentracién critica de disacaridos (trehalosa o

maltosa) en la matriz externa fueron factores determinantes de la viabilidad.
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Figura IV.B.4: Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre el tiempo de
vida media de lactasa en MD 1800, frehalosa y mezclas MD/T (50:50) liofilizadas

y humidificadas a 75% H.R..
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IV.B.2. EMPLEO DE MATRICES COMBINADAS FORMADAS POR DOS

AZUCARES.

IV.B.2.1. Matrices de sacarosa co-liofilizadas con rafinosa o trehalosa.

Disacdaridos como trehalosa o sacarosa y oligosacdridos como rafinosa,
estaquiosa y verbascosa cumplen un papel importante en la tolerancia de
levaduras, esporas, crustdceos, nematodos y cierta variedad de semillas a la
deshidrataciéon (Aguilera y Karel, 1997). En particular, la presencia de varios
azucares en semillas, embriones y tejidos de ciertas plantas se relaciond con la
necesidad de mantener una estructura vitrea para preservar la viabilidad en
condiciones extremas. Algunos autores (Roos y Karel, 1991b; Karmas y col.,
1992; Saleki-Gerhardt y Zografi, 1994) observaron que la cristalizaciéon de un
dado azicar se puede retrasar por incorporacion de diferentes azicares en la
matriz. En este sentido se analizd la eficiencia de matrices formadas por
mezclas de azucares (sacarosa/rafinosa, sacarosa/trehalosa,) para su uso
potencial como agentes protectores de enzimas en relacion con las
caracteristicas fisicas del sistema. Se realizaron estudios de cristalizacion por
DSC y se andlizaron los posibles mecanismos involucrados en el
retraso/inhibicidn de la cristalizacion de sacarosa en presencia de otro azicar.

En la Figura IV.B.5 se muestra el efecto de matrices combinadas (S/R y
S/T) y de la concentracién de sélidos (en las soluciones previo a la liofilizacién)

sobre la estabilidad de lactasa a 70°C en sistemas humidificados a 33% H.R. y
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25°C. En todos los sistemas estudiados (tanto sistemas puros como sistemas
mezcla), la estabilidad de la enzima aumentd al aumentar la proporcion de
sOlidos en la matriz. Por ofro lado, las mezclas de sacarosa con rafinosa o
trehalosa, mejoraron la estabilidad de la enzima con respecto a la obtenida
en la matriz pura de sacarosa.

En la Figura IV.B.6 se compararon distintos tiempos de aimacenamiento
a 70°C sobre la estabilidad de la enzima en las matrices constituidas por
azucares puros o mezclas, humidificadas a 33% H.R. A tiempos cortos (3 horas),
se podria predecir que las mezclas S/T y S/R protegen tanto o mds que los
sistemas de trehalosa o rafinosa puros. Sin embargo, luego de almacenar 13.5
horas, se observd una disminucion importante de la estabilidad enzimdatica en
todas las matrices. Las mezclas fueron menos efectivas que trehalosa o
rafinosa siendo la proteccidon en sacarosa casi nula. La matriz de sacarosa
mostré un color amarillento luego de 13.5 horas a 70°C que indica hidrdlisis, al
menos parcial del azicar con el consecuente desarrollo de la reaccidén de
Maillard. En las mezclas no se observd pardeamiento.

La cristalizacion de azUcares amorfos es un fendmeno dependiente del
tiempo, sujeto a variables dindmicas. Las diferencias de estabilidad
observadas entre matrices puras o combinadas y en el patron de estabilidad a
distintos tiempos de almacenamiento, se realaciond con una cristalizacion
diferencial y dependiente del tiempo de sacarosa en las mezclas, y con un
menor efecto de la reaccién de Maillard en estos sistemas. En este sentido se
evaluaron propiedades fisicas de los sistemas como Tg y grado de cristalizacion

utilizando calorimetria diferencial de barrido.
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Figura IV.B.5: Efecto del contenido de sdlidos previo a la liofilizacién de la
matriz, sobre la estabilidad de lactasa en sistemas humidificados a 33% H.R. y
almacenados 3 horas a 70°C. Los sistemas se obtuvieron por liofilizacion de
soluciones conteniendo 20 o 30% de sdlidos. Las mezclas S/T o S/R al 20% se
prepararon en proporcién 50:50, las mezclas conteniendo 30% de sdlidos se
prepararon en proporcion (35:65).
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Figura IV.B.6: Efecto del tiempo de almacenamiento a 70°C sobre la
estabilidad de lactasa en matrices constituidas por azucares puros 0 mezclas,
humidificadas a 33% H.R. Los sistemas combinados se prepararon en
proporcién 35:65 (tienen igual cantidad de sacarosa que el sistema puro, la
cantidad de sdlidos totales se modificd por el agregado de rafinosa o
trehalosq).
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En la Tabla IV.B.2 se muestran los valores de Tg determinados para
sistemas liofilizados de sacarosa, trehalosa, rafinosa y mezcias S/R y S/T (en
distintas proporciones) que fueron expuestos a distintas humedades relativas.
Se observa que a cualquiera de las H.R. estudiadas los valores de Tg obtenidos
para trehalosa o rafinosa son similares, y mayores en ambos casos que la Tg
determinada para sacarosa. A 33% H.R. no se observd Tg en sacarosa pura lo
cual indica que el azicar cristalizé en una alta proporcidn durante la
humidificacion 25°C. Los valores obtenidos estdn de acuerdo con los
informados por otros autores (Roos, 1993; Saleki-Gerhardt y col., 1995; Gabarra
y Hartel, 1998; Kedward y col, 1998). Las mezclas S/R y S/T a 33% H.R.
presentaron una Ty, que si bien fue menor que la de rafinosa o trehalosa pura,
indica que estos sistemas, a diferencia de la sacarosa, se encontraban en
estado amorfo luego de la humidificacién. La Tg en las mezclas S/R aumentd

muy poco al aumentar la proporcién de rafinosa en la matriz.
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Tabla 1V.B.2: Valores de Tg determinados por DSC para sistemas de sacarosa,
rafinosa, trehalosa y mezclas S/R o S/T que contenian la enzima y fueron
expuestos durante una semana a distintas humedades relativas o sobre

desecante.

Tg, °C

Matriz “0" % H.R. 22% H.R. 33% H.R.
Sacarosa 61.6°C 24 _
Rafinosa 87 43 32
Trehalosa 90 50 37.8
S/R  (90:10) 63.7 22 16.5

(80:20) 63 229 17.8

(60:40) 68 25.4 22.5

(50:50) 67 26 24
S/T (50:50) 65 26.3 25

Como se observd en la Tabla IV.B.2, la incorporacién de rafinosa o
trehalosa a la matriz de sacarosa no modificd practicamente la Tg del sistema
respecto a la matriz de sacarosa pura. Se evaludé entonces en qué medida
dichos azUcares afectaron la cristalizacidon de la sacarosa en diferentes
condiciones de humedad y temperatura. Los andlisis se realizaron empleando
DSC y microscopia éptica, para esta Ultima técnica se usd un microscopio con
luz polarizada anexado a una platina con control de temperatura y de
velocidad de calentamiento.

La Figura IV.B.7 muestra los termogramas dindmicos obtenidos por DSC

para sistemas liofilizados de sacarosa y mezclas de sacarosa con rafinosa
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deshidratados y humidificados a 22% H.R.. A humedades relativas mayores
(33% H.R.) la sacarosa cristalizé durante Ia humidificacion a 25°C (no se observd
Tg ni cristalizacidon del azucar en el termograma luego de la humidificacion). En
los sistemas de la Fig. IV.B.7, la rafinosa no puede cristalizar debido ala falta de
agua y los eventos exotérmicos observados corresponden a la cristalizacién de
sacarosa. Los termogramas muestran que la adicién de un 10% (p/p) de
rafinosa, retrasd significativamente la temperatura de cristalizacion de la
sacarosa (Fig. IV.B.7 a y b). En sistemas con mas de un 10% (p/p) de rafinosa la
cristalizaciéon de sacarosa no ocurridé en el rango de 0 a 220°C (la muestra
estaba amarronada luego del calentamiento ya que a estas temperaturas tan
altas se aceleran recciones de pardeamiento y descomposicidon que
interfieren para evaluar cristalizacion/fusion de azucares). En presencia de
rafinosa no sélo se retrasd la cristalizacién de sacarosa sino que el azicar
cristalizd en menor proporcién durante el calentamiento dindmico (el AHc
calculado para sacarosa fue de 91 y 85 J/g para sistemas expuestos a “0" y
22% H.R., respectivamente, mientras que en la mezcla S/R (?0:10) las entalpias
de cristalizacién fueron 47.1 y 45.6 J/g). Es importante destacar que tanto en
los sistemas deshidratados como humidificados, la cristalizacién se

retrasd/inhibidé en muestras que tienen el mismo valor de T,.
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Figura 1IV.B.7: Termogramas dindmicos obtenidos por DSC para sistemas
liofilizados (a) deshidratados o (b} humidificados a 22% H.R., de sacarosa y
mezclas de sacarosa con rafinosa en distintas proporciones.
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El estudio de cinéticas de cristalizacidn a través de mediciones
isotérmicas en el DSC es una técnica ampliamente usada en la ciencia de
polimeros (Auver y col., 1994; Chan e Isayev, 1994; Chan y col., 1995) pero que
ha sido empleada con menor frecuencia para estudiar compuestos de bajo
peso molecular como por ejemplo disacdridos (Roos y Karel, 1990; Elamin y
col., 19995).

En la Figura IV.B.8 se muestran los termogramas isotérmicos obtenidos
por DSC a 95°C para sistemas dehidratados de sacarosa y mezclas S/R (90:10).
Se observa que el pico exotérmico de cristalizacion obtenido para el azicar
puro es mucho mas alto y angosto que el pico obtenido para la mezcla.

Una aproximacioén al entendimiento de los mecanismos de cristalizacion
involucrados, en particular en los sistemas mezcla estudiados, puede obtenerse
calculando el exponente n de la ecuacion llamada de Avrami o Johnson-
Mehl-Avrami Kolmogorov (JMAK) (seccién 1.B.5.2, Eq. 1.4). La ecuacidn JMAK es
vdlida no sélo para crecimiento lineal (por ejemplo para tasa de crecimiento
constante) sino tambien para las etapas iniciales del crecimiento controlado
por difusidon. Esta ecuacidn permitid describir adecuadamente las
transformaciones que ocurren en una gran variedad de procesos en estado
sélido (Graydon y col., 1994). El pardmetro n de la ecuacién JMAK es funcion
del nUmero de dimensiones en que se produce el crecimiento del cristal, y
refleja el tipo de nucleacién (heterogenea u homogenea) y el mecanismo de
crecimiento (fibrillas, esferas, etc) (Graydon y col., 1994). Para realizar el andlisis
cinético se tomdé como tiempo cero el final del periodo de induccidn vy se
graficod para los sistemas deshidratados de sacarosa y S/R (90:10) la fraccion

cristalina (o) (calculada a partir de laintegracion de los
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picos isotérmicos de cristalizacién(seccién I111.3)) en funcién del tiempo de
calentamiento a 95°C (Figura IV.B.9). La forma doble logaritmica o lineal de la
ecuacién JMAK (seccidn 1.B.5.2, Eq. |.5) (grdfico inserto Fig. IV.B.9) se usd para
calcular los pardmetros Kc y n asociados a la cinética de cristalizacion a 95°C
de los sistemas de sacarosa y mezclas S/R (90:10) deshidratados. Los
pardmetros n y Ke se calcularon a partir de los valores de pendiente y
ordenada al origen respectivamente, obtenidos del grdfico. La ecuaciéon
JMAK describié adecuadamente (r2>0.98) los valores experimentales. Los
valores de entalpia calculados para la cristalizacion total de sacarosa en los
distintos sistemas fueron del orden de 70-90 J/g. Se observa que la sacarosa
pura cristalizd completamente antes de los 10 min de calentamiento, mientras
que en la mezcla S/R (90:10) la cristalizacion se completd luego de 2 horas. Los
andlisis isotérmicos demostraron también que la rafinosa modifica de algun

modo la cinética de cristalizacidon de sacarosa.
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Figura IV.B.8: Termogramas isotérmicos obtenidos por DSC a 95°C para sistemas
deshidratados de (a) sacarosa y (b) mezcias S/R (90:10).
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Figura IV.B.9: Fraccidn cristalina determinada por DSC en funcién del tiempo
de calentamiento a 95°C para sistemas anhidros de sacarosa y S/R (90:10). En
el grdfico inserto se empled la ecuacién lineal de JMAK para calcular los
pardmetros Ke y n asociados a la cinética de cristalizacion a 95°C. Las curvas
sigmoideas se modelaron con la ecuacion JMAK, los puntos corresponden a
los datos experimentales.
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En la Fig. IV.B.9 (grdfico inserto) se observa que tanto el valor del indice
de Avrami como el de la constante de cristalizaciéon fueron mayores en
sacarosa que en la mezcla. Kedward y col. (1998) informaron también un n= 4
para la cristalizacion de sacarosa anhidra a 97°C.

Graydon y col. {1994) observd una dependencia importante del
exponente n tanto con la altura como con el ancho del pico exotérmico. En el
presente trabagjo, un n mayor (como lo es el n obtenido para sacrosa pura
respecto a la mezcla) se relaciond con una mayor altura y menor ancho del
pico (Fig. IV.B.8). Estos resultados coinciden con las observaciones realizadas
por Graydon y col. (1994) estudiando aleaciones metdlicas amorfas.

Distintos autores encontraron que los valores del exponente n son
mayores al aumentar el nimero de dimensiones en que se produce el
crecimiento del cristal. Para varias condiciones de transformacion, se observd
gue cuando el crecimiento estd controlado por difusidon, el valor de n se
reduce en un factor de 0.5 respecto al valor obtenido para el caso de
crecimiento libre (Avrami, 1940; Doremus, 1985; Chvoj y col., 1991). Los valores
de n= 4, obtenidos en este trabajo para sacarosa, indican nucleacion
heterogénea y desarrollo de cristales en forma de esfera a partir de nucleos
aislados. Para la mezcla S/R (90:10) se obtuvo un n menor (n= 2.5) que indica
una tasa de nuclecién mas elevada al comienzo que disminuye con el tiempo.

Gabarra y Hartel, (1998) estudiaron el efecto de la incorporacién de
polimeros de glucosa de distinta masa molar obtenidos de jarabe de maiz
sobre la Tg y cristalizacidn de sacarosa liofilizada. Observaron que el agregado
de cualquiera de las fracciones en un 10-20% (p/p) interfirid con la

cristalizacidén de la sacarosa amorfa sin un efecto considerable sobre la Tg de la
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mezcla. Las fracciones que tenian una combinacidon de azicares de aita masa
molar promedio resultaron mas efectivas para retrasar/inhibir la cristalizacién
de sacarosa que las fracciones con mayor masa molar pero menor proporciéon
de azicares.

Se han propuesto dos mecanismos de cristalizacion para sacarosa
amorfa a temperaturas mayores que Tg: a) Nucleacion primaria heterogénea
seguida de crecimiento del cristal (Saleki-Gerhardt y Zoografi, 1994); b)
Crecimiento de nucleos pre-existentes (sin formacion de nuevos nucleos). Este
ultimo mecanismo fue propuesto por varios autores ya que la liofilizacién
generalmente produce un sélido con un mayor grado de pequenas zonas de
orden, comparada con el enfriamiento rdpido del fundido (Mathlouthi y col.,
1986). Mathlouthi (1995) observd usando microscopia electrénica la presencia
de nucleos cristalinos o microcristales en la matriz de sacarosa amorfa. Hay dos
eventos que serian importantes en la cristalizacién de sacarosa amorfa:
difusion en la superficie de la molécula de aziUcar y la incorporacion de la
unidad de crecimiento a la estructura cristalina. Los compuestos de alto peso
molecular aumentan la viscosidad y seguramente afectan la incorporacion de
la molécula de azucar en la superficie del cristal. Los azicares pequenos
afectarian este Ultimo proceso en mayor medida ya que pueden encajar mas
facilmente en la superficie cristalina que los azicares mds grandes.

La cinética de cristalizacién de sacarosa en la mezcla S/R (90:10) se
analizé a temperaturas entre 95y 110°C (Figura IV.B.10). El andlisis de cinéticas
de cristalizacion por DSC resulta practico cuando el proceso tiene lugar en
periodos cortos (segundos minutos). A temperaturas menores que 95°C Ia

cristalizacién es demasiado lenta y se obtienen picos exotérmicos muy
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aplastados, mientras que a temperaturas mayores que 110°C, la cristalizaciéon
es instantdnea y conduce a errores en la determinacion por DSC. Se
calcularon los pardmetros de JMAK para cada temperatura y se compararon
con los obtenidos por Kedward y col. (1998) para sacarosa a distintas
temperaturas, trabagjando en las mismas condiciones que en el presente
estudio (Tabla IV.B.3). Para la constante de cristalizaciéon en S/R (90:10) se

determind un error relativo del 8-15%.

104 110°C _ 100/98°C
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Figura IV.B.10: Fraccidn cristalina determinada por DSC en funcion del tiempo
de calentamiento a varias temperaturas para mezclas anhidras S/R (90:10). En

el grdfico inserto se aplicé la ecuacion lineal de JMAK para calcular los
pardmetros Ke y n.
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Tabla IV.B.3: Pardmetros de Avrami para sistemas anhidros de sacarosa y S/R

(?0:10) a diferentes temperaturas de calentamiento.

$/R (90:10) @ Sacarosa b

T(°C) n Kc (minn) | T(°C) n Kc (min™)
95 2.4+0.02 4.88x10 95 3.7¢ 3.8x103a
98 2.4+0.15 2.75x104 97 4 2.77x102
100 2.5¢0.15 9.11x104 102 3.1 6.15x10"
110 2.5+0.08 3.93x103 107 3.3 2.85x10°!

112 3.1 1.44

117 3.2 1.8

122 2.8 2.84

a Presente trabgjo, ® Kedward y col., 1998.

Se observa que en los sistemas mezcla los valores de n no variaron con

la temperatura en el rango analizado mientras que para sacarosa se observo

una disminucion del valor de n al aumentar la temperatura de calentamiento.

Kedward y col. (1998) sugirieron un cambio del mecanismo de cristalizacién de

sacarosa a altas temperaturas. La constante de cristalizacion Ke fue de uno a

dos érdenes menor en la mezcla respecto al azucar puro.

Para la mezcla S/R (90:10), si bien la cinética de cristalizacién se analizd

a cuatro temperaturas, se estimaron los coeficientes de Arrhenius, WLF y VTF

(Eqgs. (1.8), (1.11) y (1.17), seccidn 1.B.7) para tener un valor orientativo (el error

relativo estimado fue del

13 al 20%). Para sacarosa se calcularon los

coeficientes a partir de los datos experimentales obtenidos por Kedward y col.



IV. RESULTADOS

(1998). Los coeficientes obtenidos para cada sistema se muestran en la Tabla

IV.A.4.

Tabla 1V.B.4: Coeficientes de Arrhenius, WLF y VIF, estimados para la

cristalizacién de sacarosa en matrices anhidras de sacarosa y mezclas S/R
(90:10).

Sistema Arrhenius WLF VTF
Sacarosa Ea: 161.5KJ/mol Cr::5.55 B: 2632+348
C5::50
S/R (90:10) Eq: 272 KJ/mol C1-8.48 | B: 4315:800
C2: 50

Para WLF el valor del coeficiente Cz2 (50K) fue cercano al
valor"universal” (51.6K) para cualquiera de los sistemas debido a las premisas y
aproximaciones del método de variables reducidas empleado (Peleg, 1992).
Los valores obtenidos para C, fueron un orden de magnitud menores que el
valor “universal” 17.44 y similares a los valores determinados para inactivacion
enzimdtica (Tabla IV.A.4). Los valores de Eq indicaron que la cristalizacién de
sacarosa en la mezcla fue mas dependiente de la temperatura. En la
Bibliografia no se encontré informacién en relaciéon con los valores de Ea
asociados a la cinética de cristalizacién de azicares.

El grado de cristalizacion de los sistemas se analizé también en forma

comparativa empleando microscopia optica con luz polarizada (M.O.).
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lluminando con luz polarizada, los cristales tienen la caracteristica de ser
birrefringentes y de colores brillantes. La preparacion de las muestras se llevd a
cabo como se describid en la seccion lil.J). En la Figura XX se muestran
imagenes de cristales de rafinosa obtenidos a partir de una solucién
sobresaturada del azicar o a partir de una matrizamorfa.

En la Figura IV.B.11 se muestra una secuencia de fotos obtenida para
sistemas liofilizados de sacarosa y mezclas S/R (50:50) humidificados a 33% H.R.
y calentados en una platina térmica a 75°C. La sacarosa, antes del
tratamiento, se encontraba claramente en estado sobreenfriado, mientras que
la mezcla S/R estaba en estado vitreo. El calentamiento en la platina condujo
a la cristalizacion completa de sacarosa, mientras que en el mismo lapso de
tiempo (30 minutos) la mezcla S/R se mantuvo sin cristalizar. Como se observd
anteriormente, este efecto no pudo atribuirse a un aumento de la temperatura
de transicion vitrea de los sistemas combinados, ya que el valor de Tq obtenido
para la mezcla S/R (50:50) a 33% H.R. (Tg= 24°C) fue bagjo. y por lo tanto a 75°C
el sistema estaria claramente en condiciones en las que la cristalizacion
deberia ser rapida (T-Tg > 50°C).

En la Figura IV.B.12 se muestran fotos obtenidas para sistemas liofilizados
de sacarosa, rafinosa y mezclas S/R (50:50) humidificados a 52% H.R. y
calentados a 75°C. Se observa que la sacarosa cristalizd completamente
durante la humidificacion y la rafinosa mostré cristalizacién incipiente. Durante
el tratamiento térmico posterior se observé un aumento del nUmero, tamaro y
definicidon de los cristales de rafinosa. Sin embargo, en la mezcla S/R (50:50)
solo se observaron algunos cristales aislados cuyo numero y tamano no varidé

durante el tiempo de calentamiento. La cristalizacién también se vio
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retardada/inhibida en mezclas de S/T equilibradas a 43% H.R. y calentadas a
80°C (Figura IV.B.13).

Estos resultados mostraron que el ratraso/inhibicién de la cristalizacion
en mezclas de azicares, pudo verificarse tanto por DSC como por microscopia
Sptica con luz polarizada.

El efecto de rafinosa o trehalosa sobre la cristalizacidn de sacarosa, no
estuvo relacionado con un aumento de Tg, con la consecuente reduccién de
la movilidad molecular del medio, sino mdas bien con interferencias causadas

por interacciones entre moléculas en la superficie del cristal en crecimiento.
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b) SIR (50:50)
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Figura IV.B.11: Microscopia éptica con luz polarizada de azicares (a) sacarosa,
(b) S/R (50:50) liofilizados y humidificados 24 horas a 33% H.R. Calentamiento:

10°C/min hasta 75°C.

Sacarosa
a) Inicial

S/R (50:50)

Rafinosa

Figura IV.B.12: Microscopia éptica con luz polarizada de azdcares (a) sacarosa,
(b) S/R (50:50) y (c) rafinosa, liofilizados y humidificados 24 horas a 52% H.R.
Calentamiento: 10°C/min hasta 75°C.
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a) Trehalosa b) S/T (50:50)

Figura IV.B.13: Microscopia éptica con luz polarizada de azicares (a) trehalosa
y (b) $/T (50:50) liofilizados y humidificados 24 horas a 52% H.R. Calentamiento:
10°C/min hasta 80°C.
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IV.B.2.2. Matrices de lactosa co-liofilizadas con trehalosa.

La lactosa es un disacdrido de gran importancia practica en la industria
tanto de alimentos como de productos farmacéuticos. Por lo tanto el
entendimiento de sus transiciones de fase es de gran utilidad para poder
predecir la estabilidad en diferentes condiciones (temperatura, contenido de
agua del producto, tiempo de almacenamiento). La cristalizacion del azicar
en sistemas amorfos es un punto importante ya que puede afectar
significativamente la vida Util del producto. Es necesario conocer no sélo los
factores que afectan la cristalizacion, sino también la cinética del proceso en
distintas condiciones. Los alimentos y preparados farmacéuticos que contienen
lactosa son generalmente sistemas muy complejos, por lo tanto el estudio de
sistemas modelo para evaluar la aplicabilidad de diferentes ecuaciones
tedricas permitiia predecir el comportamiento individual de cada
componente para luego tfratar de entender el proceso en el sistema completo.

En este trabajo se estudiaron transiciones de estado y de fase como Tg y
cristalizacion en sistemas modelo de lactosa y lactosa co-liofilizada con
trehalosa usando DSC. Los resultados se compararon con estudios realizados
por M.O. Como en las secciones IV.A.1.1.y IV.B.2.1, se aplicaron los modelos de
Arrthenius, WLF y VTF para describir la dependencia de la cinética de

cristalizacién en cada matriz con la temperatura.
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Enla Figura IV.B.14 se muestran los termogramas obtenidos por DSC para
sistemas liofilizados de lactosa y de lactosa en presencia de trehalosa que

fueron expuestos a 33% H.R..
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Figura IV.B.14: Termogramas obtenidos por DSC para sistemas de lactosa y
mezclas L/T (80:20) humidificados a 33% H.R. a) Termograma medido en forma
dindmica para lactosa y mezclas L/T (80:20). b) Termogramas obtenidos en
forma isotérmica para sistemas de lactosa.
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Las temperaturas de transicion vitrea (Tg) y las temperaturas de
cristalizacién (T¢) se determinaron a partir de los termogramas dindmicos (Fig.
IV.B.14 a). Las cinéticas de cristalizacion se determinaron por mediciones
isotérmicas (Fig. IV.B.14 b). Tanto para lactosa pura como para las mezclas se
observé en algunos termogramas isotérmicos un hombro u ondulacién en el
pico exotérmico de cristalizacién que no se observé en ninguna de las
determinaciones dindmicas. Esto se puede atribuir a que la lactosa tiene
distintas formas cristalinas (a-lactosa monohidrato y B-lactosa monohidrato). La
lactosa cristalizaria inicialmente como a-lactosa y luego como B-lactosa
(Kedward y col., 2000).

En la Figura 1IV.B.15 se graficaron los valores de Tq y temperaturas de
cristallizacién determinados por DSC para sistemas liofilizados de lactosa y
lactosa con distintas proporcinones de trehalosa que fueron expuestos a0, 33y
43% H.R.. Las temperaturas de transicién vitrea obtenidas para las muestras de
lactosa estdn de acuerdo con los valores informados previamente por otros
autores (Roos y Karel, 1991a, 1992; Kedward y col., 2000). En sistemas
deshidratados de trehalosa pura no se observé cristalizacion, debido a que la
trehalosa no cristaliza en ausencia de agua en el rango de temperaturas
analizado (0-130°C). Por lo tanto, los eventos de cristalizacion observados en
los termogramas para los sistemas anhidros lactosa/trehalosa, se atribuyeron a
la cristalizacién de lactosa. En los sistemas expuestos a humedades relativas de
43%, la trehalosa podria cristalizar como dihidrato, ya sea durante la
humidificacién a 25°C o durante el calentamiento dindmico en el DSC. Sin
embargo, en ningun caso se observé el pico endotérmico de fusidn

caracteristico del dihidrato a 100°C. Estos resultados indicaron que también a
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43% H.R. las cristalizaciones observadas en los termogramas corresponden al
disacdrido lactosa y ademdas que la cristalizacidon de trehalosa se vio
retrasada/inhibida en presencia de lactosa. En la Fig. IV.B.15 se observa, al
igual que en los sistemas S/R discutidos previamente, que para las distintas
humedades analizadas, los valores de Tg de las muestras de lactosa que
contenian hasta un 40% p/p de trehalosa fueron similares a los valores
obtenidos para lactosa pura. Las temperaturas de cristalizacion deteminadas
en forma dindmica para sistemas de lactosa anhidros o humidificados
aumentaron linealmente con la adicion de trehalosa. Se observa ademdas que
al aumentar la humedad relativa a la cual se expusieron cualquiera de las
mezclas, los valores de Tg y Te disminuyen. Los resultados de la Fig. IV.B.15
muestran que si bien la incorporacion de trehalosa no modificd los valores de
Tg de las muestras de lactosa, la temperatura a la cual se iniciod la cristalizacion
en las determinaciones dindmicas (que puede ser considerada como la
temperatura de cristalizacién instantdnea) aumento significativamente. Por lo
tanto, la trehalosa interfiere con el proceso de cristalizacion de lactosa a través
de mecanismos gue serian similares a los discutidos en la seccién previa IV.B.2.1

para las mezclas S/R .
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Figura IV.B.15: Temperaturas de transicion vitrea (Tg) y de cristalizacion (T
determinadas por DSC para sistemas liofilizados de lactosa y lactosa en
presencia de distintas proporciones de trehalosa que fueron expuestos a
(a)"0”, (b) 33y (c) 43% H.R..
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Como se menciond en la seccién IV.2.1, la ecuacién de Avrami o JMAK
permite una buena descripcidon de la cinética de transformaciones que
ocurren en condiciones isotérmicas. Las mediciones isotérmicas de los sistemas
estudiados presentaron diferentes tiempos de induccidn dependiendo de la
temperatura. Se tomd como tiempo cero para el andlisis cinético el final del
periodo de induccion y se graficé para los sistemas de lactosa y L/T {80:20)
humidificados a 33% H.R. la fraccién cristalina en funcién del tiempo (Figura
IV.B.16). Las matrices de lactosa se analizaron en un rango de temperaturas
comprendido entre 50 y 70°C, las mezclas L/T se analizaron entre 75y 95°C. En
los sistemas estudiados, a temperaturas menores que la temperatura inferior
seleccionada, los tiempos de cristalizacion serian demasiado largos, mientras
que a temperaturas mayores que el limite superior correspondiente, la
cristalizacién es instantdnea y no puede evaluarse por DSC. Los valores de
entalpia calculados para la cristalizacién total de lactosa en los distintos
sistemas en las condiciones estudiadas fueron del orden de 30-50 J/g y no

mostraron relacion con la temperatura.
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Figura IV.B.14: Cinética de cristalizacién, determinada a partir de mediciones
isotérmicas obtenidas por DSC, de sistemas de (a) lactosa y (b) L/T (80:20)
humidificados a 33% H.R. Las curvas se obtuvieron aplicando la ecuacion de
JMAK, los puntos corresponden a los datos experimentales.
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Para evaluar en qué medida el mecanismo de cristalizaciéon de lactosa
se modificaba en presencia de trehalosa se calcularon, utilizando la ecuacién
de Avrami linealizada (Eqg. 1.5, seccién 1.B.5.2), los pardmetros Kc y n que se
tomaron como valores iniciales para aplicar una correlacién no lineal
empleando la acuacién (Eq. 1.4, seccidn 1.B.5.2), los valores resultantes se
detallan en la Tabla IV.B.5. En la Fig. IV.B.16 se observa que las curvas tedricas
se gjustaron bien a los datos experimentales (r2>0.98) aun en los casos en los
que se observaron ondulaciones en los picos de cristalizacion isotérmicos. En
este Ultimo caso se realizd la integracion en el tiempo de la misma manera que

para las curvas simétricas.

Tabla |IV.B.5: Pardmetros de Avrami obtenidos a partir de los datos
esperimentales para sistemas de lactosa y mezclas L/T (80:20) humidificados a
33% H.R. y calentados a diferentes temperaturas.

Lactosa L/T (80:20)

T-Tg (°C) n Ke (1/min) | T-Tg (°C) n Kc (1/minn)
14,3 3.6 7,71E-05 39.3 3.2 9.07E-05
24,3 2,6 4,92E-03 44,3 3.4 9.10E-05
27.3 2,8 9,53E-03 49,3 3,2 4,84E-04
29.3 2,8 9,96E-03 54,3 32 3,18E-03
32,3 32 1,02E-02 59.3 34 3,98E-03
34,3 3.3 0,01612

Tanto para lactosa como para L/T (80:20), los valores de Kc aumentaron

al aumentar el pardmetro (T-Tg). En particular un n= 3, que es cercano al valor
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que se obtuvo para los sistemas analizados, indica un crecimiento esférico a
partir de nucleos aislados (Christian, 1975). En la tabla IV.B.5 se observa
también que los valores obtenidos para el indice de Avrami fueron
independientes tanto de la composicidn del sistema como de la temperatura
de cristalizacién isotérmica. El andlisis a través de los pardmetros JMAK se
realizé en estos sistemas sélo como una aproximacién ya que en los sistemas
con cristalizacion multiple o interconversién de formas cristalinas, como
pueden ser los de lactosa mostrados en la Fig. IV.B.14.b, su aplicacién no es del
todo adecuada pero permite obtener una evaluacion global del proceso
(Kedward y col., 2000).

En la Figura IV.B.17 se muestra el tiempo medio de cristalizacién (ti12)
(calculado utilizando la Ec. 1.6, seccidon 11.LB.5.2) vs la temperatura de
almacenamiento isotérmico para sistemas de lactosa y mezclas L/T (80:20)
humidificados a 33% H.R.. Se puede ver que para obtener un valor de 11,2
similar en ambos sistemas, la temperatura de calentamiento para Ila mezcla
debe ser agproximadamente 30°C mayor que para lactosa pura. Como se
observd en las mediciones dindmicas (Fig. IV.B.14.a y IV.B.15), la presencia de
trehalosa retrasé la cristalizacién isotérmica de lactosa sin modificar el valor de
Tg del sistema. Arvanitoyannis y Blanshard (1994) también observaron tiempos
medios de cristalizacién mayores en sistemas amorfos lactosa/sacarosa. Este
efecto fue interpretado por estos autores como consecuencia de un aumento
del valor de Tg (y por lo tanto una disminucién de movilidad) de los sistemas
mezcla respecto a sacarosa pura. Sin embargo, en este trabgjo el retraso de la
cristalizacién de lactosa observado en presencia de trehalosa no se relaciond

con un aumento del valor de Tg de las mezclas (Fig. IV.B.15.b). Esto indica que
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debe haber otros factores involucrados (termodindmicos, geométricos,
cinéticos) que modifican de algun modo el ambiente molecular en los sistemas
combinados y afectan en consecuencia la nucleacidon y/o el crecimiento de

los cristales.

33% H.R.

124 LT

0 I | I I 1
50 60 70 80 90 100

Temperatura, °C

Figura IV.B.17: Tiempo medio de cristalizacion (r2) vs la temperatura isotérmica
de calentamiento para sistemas de lactosa y L/T(80:20) humidificados a 33%
H.R..

La dependencia de los tiempos de cristalizacion con la temperatura se
analizé, como en las secciones previas, aplicando los modelos de Arrhenius,
WLF y VTF. En la Figura IV.B.18 se graficaron para lactosa y L/T (80:20) los datos
experimentales y los qjustes obtenidos a partir de la linealizacion de los
diferentes modelos. Se observa que en el rango de temperaturas analizado, los

tres modelos describieron adecuadamente los datos experimentales.
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Figura IV.B.18: Valores experimentales y ajustes obtenidos a partir de la
linelizacién de los modelos de a) Arrhenius, b) WLF, c) VIF, para sistemas

liofilizados de lactosa y L/T (80:20) humidificados a 33% H.R..
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En la Tabla IV.B.6 se muestran los coeficientes calculados para cada
modelo a partir de las ecuaciones linealizadas (el error relativo estimado fue

del 6 al 12%).

Tabla IV.B.é: Coeficientes calculados a partir de la representacion grafica de
las ecuaciones linealizadas de Arrhenius, WLF y VTF, para sistemas liofilizados de
lactosa y L/T (80:20) humidificados a 33% H.R..

Sistema Arrhenius WLF VTF
Ci: 3.09
Lactosa Ea: 61.1 KJ/mol C2: 50 B: 1465
Ci: 5.78
L/T (80:20) Eo: 74.3 KJ/mol C2: 50 B: 2105

Las energias de activacion, obtenidas a partir del modelo de Arrhenius,
fueron del orden de 60 a 75KJ/mol. El valor del pardmetro B obtenido para el
modelo VIF fue del orden del valor informado por Parker y Ring (1995) para
viscosidad de sacarosa a distintas temperaturas. El valor del coeficiente C2
(50K} fue cercano al valor'universal” (51.6K), como se menciond anteriormente
debido a las premisas y aproximaciones del método de variables reducidas
empleado (Peleg, 1992). Los valores obtenidos para Ci (aproximadamente 3y
6) fueron, como se observd también para el andlisis realizado en la seccion
IV.A.1.1 y IV.B.2.1 un orden de magnitud menores que el valor “universal” 17.44.

En la Figura IV.B.19 se graficaron los tres modelos estudiados y los datos

experimentales en funcidn del pardmetro (T-Tg).
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En los rangos de temperatura analizados cualquiera de los tres modelos
puede utilizarse para describir el comportamiento experimental. Sin embargo
no se pueden realizar extrapolaciones fuera del rango de temperaturas para el
cual se calcularon los coeficientes correspondientes. El modelo de Arrhenius
predice la menor dependencia con la temperatura, mientras que el modelo
de WLF (aun con el bajo valor de Ci respecto del valor “universal”) predice
mayor dependencia con la temperatura a valores cercanos a la Tg del
sistema. Las curvas descriptas por el modelo de VIF predicen valores
intermedios en comparacién con los modelos de WLF y Arrhenius. Teniendo en
cuenta estos resultados, VIF seria el modelo mds adecuado para predecir
tasas de cristalizacién si fuera necesario hacer alguna extrapolacion. Por otro
lado, este modelo describid bien los datos experimentales aun cuando el valor
de uno de los coeficientes utilizados para el gjuste (To) fue tomado del valor
obtenido por Parker y Ring (1995) para la dependencia de la viscosidad de
sacarosa con la temperatura. El modelo VIF fue mas adecuado que el modelo
WLF para describir la dependencia de la viscosidad con la temperatura en el
caso de liquidos no poliméricos (Angell y col., 1994). La ecuacidn VTF podria
entonces llegar a emplearse en azucares como un modelo de aplicacion mas
general para describir los procesos relacionados con la movilidad molecular
(viscosidad, difusion) como es el caso de la cristalizaciéon en sistemas amorfos.

Ademds de los modelos analizados, se han descripto otros que podrian
utilizarse también para describir la dependencia de tiempos de cristalizacion
con la temperatura. Taborek y col, (1986) encontraron que a temperaturas
mayores que 1.2 Tg, la dependencia de la viscosidad de muchos liguidos con

la temperatura puede describirse con mayor precision utilizando el modelo de
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la Ley de la Potencia que el modelo de WLF. En particular en este trabgjo, la
ecuacion de la potencia no se pudo aplicar ya que el rango de temperaturas
anadlizado fue menor que 1.2 Tq. El modelo de Lauritzen-Hoffman ha sido
empleado por Kedward y col., (2000) para analizar cinéticas de cristalizaciéon
de lactosa amorfa. Este modelo predice curvas con forma de campana
cuando se grafica la inversa del tiempo de cristalizacion vs temperatura. Sin
embargo, como también observaron estos autores, el agjuste a los datos
experimentales sélo pudo verificarse para la parte ascendente de la curva. A
temperaturas mayores, correspondientes a la parte descendente de la curva
predicha por el modelo, los termogramas presentaron comportamientos
iregulares que fueron atribuidos a las multiples formas cristalinas de la lactosa
(Kedward y col., 2000). Luego del calentamiento a esas altas temperaturas
(T>135°C) se observd descomposicion incipiente de la lactosa (las muestras
presentaban un color amarillo/pardo) que probablemente contribuye a las
irregularidades observadas en los termogramas.

En la Figura IV.B.19 se observa que la cinética de cristalizacion en sistemas
de lactosa y L/T (80:20) humidificados a 33% H.R. sélo se pudo analizar en un
rango de temperaturas limitado. De todos modos, las predicciones a mayores
temperaturas no serian de interés practico ya que en esa zona se producen
cambios fisico-quimicos que deterioran la muestra. A temperaturas cercanas al
valor de Tg podrian obtenerse datos experimentales. Sin embargo, utilizando
calorimetria diferencial de barrido surgen dificultades practicas debido a que
los tiempos de cristalizacién esperados para valores de (T-Tg) cercanos a cero

son demasiado largos.
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Paralelamente a los estudios de cristalizacion realizados por DSC se
realizaron observaciones isotérmicas de los sistemas por microscopia optica
con luz polarizada. Mientras el andilisis por DSC permite seguir el proceso global
de cristalizacién, el andlisis de imagenes por microscopia permitiria obtener
ademds de datos cinéticos, informacién importante acerca de la
homogeneidad/heterogeneidad de la muestra, como asi también de la
distribucion, tamano, calidad, forma, color, etc. de los cristales en funcion del
tiempo y la temperatura de calentamiento.

Enla seccidon IV.B.2.1 se mostraron imagenes obtenidas con microscopia
optica con luz polarizada para sistemas de sacarosa, rafinosa y mezclas
sacarosa/rafinosa que ilustraron los resultados obtenidos por DSC. En esta parte
del trabagjo se realizaron observaciones microscopicas para los sistemas amofos
de lactosa y lactosa en presencia de trehalosa en funcidn del tiempo de
tratamiento térmico y se evalué cuantitativamente el crecimiento de los
cristales usando técnicas de andilisis por imagen. Se analizé la utilidad de esta
metodologia para evaluar cinéticas de cristalizacién de azUcares y se
compard con los resultados obtenidos por DSC.

En La Figura IV.B.20 se muestra a modo de ejemplo una secuencia de
imagenes donde se observa la cristalizacién de lactosa a 70°C a partir del
azucar amorfo (liofilizado y humidificado a 33% H.R.) (la preparacién de las

muestras se llevé a cabo como se describe en la seccidn l11.J).
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Figura IV.B.20: Secuencia de imdgenes obtenidas por M.O. para la
cristalizaciéon de lactosa a 70°C a partir del azicar amorfo (liofilizado y
humidificado a 33% H.R.), calentamiento: 50°C/min hasta alcanzar la
temperatura isotérmica, a) 360's, b) 720's, ¢) 960, d) 1080's, e) 1140's, f) 1170.
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Utilizando la metodologia descripta en la seccién lll.J.1, se evalud la
cinética de cristalizacion de muestras de lactosa y mezclas L/T (80:20)
liofilizadas y humidificadas a 33% H.R. a varias temperaturas (40, 63, 5, 70 y
80°C para lactosa y 70, 80, 90 y 95°C para L/T (80:20)). Se hicieron al menos
triplicados para cada condicidn y se siguid el crecimiento de 1 a 5 cristales por
muestra. En las Figuras IV.B.21 y 22 se muestran los resultados obtenidos para
lactosa y para la mezcla L/T (80:20) para algunas de las temperaturas
estudiadas. En los andlisis por DSC, se calculd la fraccidn cristalina (a) refiriendo
la entalpia de cristalizacion determinada a diferentes tiempos con la entalpia
total de cristalizacién. Sin embargo en los estudios por microscopia se graficé el
area de los cristales en funcién del tiempo ya que surgieron dificultades para
definir el drea mdéxima de cristalizacion. Algunos autores (Aguilera y Soto, 2000)
definieron el drea maxima de crecimiento de un cristal como la mayor drea
que puede evaluarse dentro del campo de observacion, o bien el area a
partir de la cual los cambios de tamano en el tiempo se hacen muy lentos. Esta
ultima opcidn seria adecuada para analizar cinéticas iniciales de cristalizacion
pero estudiando azUcares amorfos esta condicidén sélo podria alcanzarse
trabajando a temperaturas cercanas al valor de Tg donde el proceso de
cristalizaciéon es excesivamente lento. Calentando a temperaturas medias
entre Tg y la temperatura de fusidon (Tm) se observd el crecimiento rdpido de
varios cristales a partir de la solucidn sobreenfriada que luego se fusionaban
unos con otros. Por otro lado es importante resaltar que en muchos casos la
cristalizacién se completaba en un sector de la muestra mientras que en otro
no habia comenzado o era muy lenta y no se completaba en el tiempo de

observacién.
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Figura IV.B.21: Velocidad de crecimiento de cristales individuales en sistemas
de lactosa liofilizados y humidificados a 33% H.R. en funcion del tiempo de
calentamiento a (a) 65 °C y (b} 75 °C. Las distintas muestras analizadas se
indican con simbolos diferentes, con simbolos iguales se indica el crecimiento
de diferentes cristales en una misma muestra.
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Figura 1V.B.22: Velocidad de crecimiento de cristales individuales en sistemas
mezcla L/T (80:20) liofilizados y humidificados a 33% H.R. en funcién del tiempo

de calentamiento a [(a) 90°C, (b) 95°C. Las distintas muestras analizadas se
indican con simbolos diferentes, con simbolos iguales se indica el crecimiento

de diferentes cristales en una misma muestra.
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Las curvas de variaciéon de tamano de los cristales en funcion del tiempo
(Figs. IV.B.21 y 22) mostraron gran dispersién de los datos tanto de crecimiento
como de los tiempos de induccion o inicio de la cristalizaciéon en los distintos
sistemas y temperaturas analizados. Estos resultados mostraron que la
cristalizaciéon de lactosa a partir de la matriz amorfa no ocurre de manera
uniforme en toda la muestra sino que varia en distintas regiones de la misma
muestra. Estas observaciones dan cuenta de heterogeneidades en el sistema
que podrian estar relacionadas por ejemplo con una distribucion diferencial
del agua o distinto grado de empaquetamiento o porosidad en diferentes
regiones de la muestra.

Los datos mostrados en las Figs. IV.B.21 y 22 se gjustaron al modelo de
regresién lineal (r2= 0.800-0.998) y se empled el valor de la pendiente para
describir la velocidad de crecimiento en cada caso. Se calculd una pendiente
o velocidad promedio para cada condicion y se graficaron en funcién de la
temperatura isotérmica de calentamiento y de la composicién (Figura IV .B.23),
para cada punto se indica el error estimado correspondiente. Si bien se
observé en ambos sistemas un aumento de la velocidad media de
cristalizacién con la temperatura, como el error en las determinaciones era
grande fue necesario realizar muchas mediciones para poder observar el
efecto. La velocidad de cristalizacidon de lactosa en la mezcla fue
significativamente menor que en el sistema puro a cualquiera de la

temperaturas estudiadas.
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Figuras 1V.B.23: Velocidad de crecimiento determinada por M.O. de cristales
de lactosa en sistemas liofilizados del azucar puro y en mezclas L/T (80:20)
humidificados a 33% H.R. en funcidon de la temperatura isotérmica de
calentamiento .

En la Figura IV.B.24 se muestran para lactosa y mezclas L/T (80:20) los
rangos de tiempo en los cuales se detectd, en distintas muestras o zonas de la
misma muestra, el inicio de la cristalizaciéon a diferentes temperaturas de
calentamiento. A temperaturas entre 70 y 100°C la cristalizacion comenzé
antes de los é minutos en cualquiera de los sistemas. Los tiempos de induccién
fueron muy variables (principalmente a temperaturas menores que 75°C) y en
consecuencia soélo efectos importantes como variaciones de temperatura de
por lo menos 10°C o la incorporacion de trehalosa al sistema modificaron el
inicio de la cristalizacidon en una magnitud que fue detectable a pesar de la

dispersion de los datos. Los tiempos de induccidén fueron mayores en ambos
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sistemas al bajar la temperatura y mayores en la mezcla (principalmente a

70°C) que en el sistema puro.
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Figura 1V.B.24: Rangos de tiempo en los cuales se detectd el inicio de la
cristalizacion por M.O. a diferentes temperaturas de calentamiento isotérmico
en muestras liofilizadas de lactosa y mezclas L/T (80:20) humidificadas a 33%
H.R..

Como en el caso de los resultados obtenidos por DSC, se evalud el
efecto de la temperatura sobre la pendiente o velocidad promedio de
crecimiento de los cristales usando los modelos de Arrhenius, WLF y VTF
(seccion 1.B.7). Se ajustaron los datos experimentales a la forma linealizada (r2=
0.80-0.98) y se estimaron los coeficientes correspondientes (Tabla IV.B.7), el error

relativo fue del 20 al 30%.
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Iabla IV.B.7: Coeficientes estimados a partir de las ecuaciones de Arrhenius,
WLF y VTF linealizadas, para sistemas de lactosa y L/T (80:20) humidificados a
33% H.R., donde se evalud la cristalizacién por M.O..

Sistema Arrhenius WLF VTF
C:88
Lactosa Eo: 126.2 KJ/mol C2: 50 B: 3097
Ci:7.35
L/T (80:20) Eo: 128.45KJ/mol Car 50 B 3336

Si bien la estimacidon de los coeficientes utilizando M.O. (Tabla 1V.B.7)
tiene un error grande (20-30%). se observaron diferencias con respecto a los
valores de los coeficientes obtenidos por DSC (Tabla IV.B.6). Se observd que
tanto las Ea como los valores de Ci (modelo WLF) y B (modelo VTF) fueron
mayores cuando se estimaron a partir del andlisis por microscopia. Esto indica
que la velocidad de cristalizacidon andlizada por microscopia fue mas
dependiente de la temperatura de calentamiento isotérmico.

En la Figura IV.B.25 se compararon los datos de tiempo de inicio de la
cristalizacién determinados por M.O. con los tiempos determinados para |os
mismos sistemas usando DSC. Si bien se trata de técnicas totalmente
diferentes, se observa que los valores obtenidos fueron del mismo orden vy

coincidieron incluso a algunas temperaturas.
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Figura 1V.B.25: Comparacion de los rangos de tiempos de induccion de la
cristalizacién determinados por M.O. y por DSC a diferentes temperaturas para
sistemas liofilizados de (a) lactosa y (b) mezclas L/T (80:20) humidificados a 33%
H.R..
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S —

Empleando DSC se obtuvieron resultados mucho mas precisos que por
M.O. (Fig. IV.B.25). Tanto en los sistemas de lactosa como en la mezcla, los
tiempos de induccion determinados por DSC fueron mayores que por M.O. a
bajas temperaturas y menores a altas temperaturas. Esto muestra que la
deteccién del inicio de la cristalizacidén por microscopia fue menos sensible a la
temperatura de calentamiento (menor pendiente en los grdficos de la Fig.
IV.B.25) que la deteccién por DSC, a la inversa de lo hallado para la
dependencia de la velocidad global de cristalizacion (para la cual se
obtuvieron valores de Ea mayores en las determinaciones realizadas por M.O.).
Probablemente a altas temperaturas se forman rapidamente muchos cristales
que serian suficientes para ser detectados por DSC, a bagjas temperaturas se
forman cristales mds aislados que crecen lentamente y en consecuencia el
DSC tal vez no puede detectarlos hasta que alcanzan un cierto nimero o
tamano.

En la Figura IV.B.26 se comparé el tiempo necesario para que la lactosa
amorfa cristalice completamente en sistemas puros y en sistemas L/T (80:20)
empleando DSC y M.O. (la metodologia se describe en la seccidn lll.J.1). Se
observa que por ambas metodologias se obtuvo un patrdén similar donde el
tiempo para alcanzar la cristalizacion completa disminuye al aumentar la
temperatura, y la cristalizacion a una temperatura dada se retrasa en
presencia de trehalosa.

Como el tiempo de induccién fue mas dependiente de la temperatura
para la deteccién por DSC que por M.O. (Fig. IV.B.25), e inversamente, la
velocidad de cristalizacion global fue mds dependiente de la temperatura

para M.O. que para DSC (se obtuvieron valores de Ea mayores por M.O. que

207



IV. RESULTADOS

por DSC), es probable que en las condiciones andlizadas el tiempo para
cristalizacion total determinado por ambos métodos sea parecido por
superposicion de fendmenos que guardan dependencia opuesta con la

temperatura.
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Figura IV.B.2é: Tiempo necesario para que la lactosa amorfa cristalice
completamente a diferentes temperaturas en sistemas puros y en mezclas L/T
(80:20) humidificados a 33% H.R. empleando DSC y M.O..

Los andlisis por DSC resultaron Utiles para estudiar cinéticas de
cristalizacién de azucares ya que se obtienen datos precisos de temperaturas
de cristalizacion, entalpias de cristalizacidon en el tiempo a diferentes
temperaturas, tiempos de inducciéon, Tg. Sin embargo, con esta técnica se
obtiene informacién acerca del comportamiento global del sistema y no de

fendbmenos locales o heterogeneidades en la muestra. Los andlisis por

208



IV. RESULTADOS

microscopia optica y andlisis de imagen constituyen una herramienta Util para
estudiar cristalizacion u otros fendmenos que pueden ocurir en forma
diferencial en regiones distintas de la muestra. En particular se observd que la
cristalizacién de lactosa en sistemas amorfos no fue uniforme observandose en
diferentes zonas de la misma muestra distintos tiempos de induccién y distinto
grado de cristalizacion. Esta técnica permite observar el fendmeno
directamente y no indirectamente a través de cambios en propiedades
mecanicas o térmicas. Como se observd en los resultados presentados en este
trabajo las dificultades de la microscopia residen en la gran dispersidon de los
datos que se obtienen, en los inconvenientes para definir el mdximo de
cristalizacién en las evaluaciones cinéticas y en la necesidad de realizar
muchas determinaciones para minimizar errores cuando el objetivo es
determinar pardmetros representativos del proceso global.

La calorimetria diferencial de barrido y el andlisis de imdagenes por
microscopia serian técnicas complementarias que proveen informacion del
fendmeno en estudio a diferentes niveles permitiendo de esta manera

alcanzar una comprension mas integral del proceso.
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IV.B.3. EMPLEO DE MATRICES COMBINADAS AZUCAR/SAL.

Existen evidencias que indican que ciertas propiedades fisicas de los
azucares se modifican en presencia de sales (Millery col., 1997, 1998). El efecto
de los electrolitos tiene un interés especial debido a que estdn presentes en
todos los sistemas bioldgicos, afectan la estructura del agua y posiblemente
son capaces de interactuar con moléculas bioldgicas. Por otro lado,
Carpenter y col. (1987) demostraron que la incorporacién de zinc a mezclas
que contenian la enzima fosfofructoquinasa y diferentes azicares mejord la
estabilizacion provista por los azucares durante la liofilizacion y el
almacenamiento. Encontraron que el efecto no era consecuencia sélo de la
suma de las capacidades protectoras individuales del azicar y de la sal ya
gue no se observd proteccion incorporando solamente zinc al sistema. Si bien
el efecto sinérgico de los azucares y cationes divalentes sobre la estabilizacion
de proteinas ha sido informado (Carpenter y col., 1987) aun no ha sido
explicado. Distintos autores observaron, empleando métodos fisicos, la
existencia de complejos aziucar-metal en solucidn y aislaron también
complejos de azicar con derivados de azUcar tanto en estado sélido como
cristalino (Cook y Bugg, 1973, Morel-Desrosier y col., 1991, Rongere y col., 1995).
Sin embargo todavia no se han realizado estudios acerca del efecto de las
sales sobre propiedades fisicas en sistemas vitreos o sobreenfriados en relacion

con la estabilizacién de biomoléculas.
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En esta seccidon del trabgjo se investigd el efecto del agregado de
varias sales sobre la eficiencia de matrices sobreenfriadas de trehalosa para
preservar la enzima B-galactosidasa y el efecto sobre propiedades ligadas a la
estabilidad de materiales bioldgicos como temperatura de transicion vitrea,

isotermas de sorcién, cristalizacién de azicar o agua en el sistema.

IV.B.3.1. Estabilidad enzimdtica en sistemas liofilizados azicar/sal.

En la Figura IV.B.27 se muestra el diagrama de estado de sistemas
trehalosa-agua vy las regiones en las cuales se estudid el efecto de las sales
sobre la cristalizaciéon de azicar o de agua y las propiedades de sorcion de la
matriz. Se indica también la zona en la cual otros autores (Miller y col., 2000)
estudiaron el efecto de distintas sales sobre la conductividad de soluciones de

azicar en estado sobreenfriado.

3 Cristalizacion
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] idnica
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Figura IV.B.27: Diagrama de estado de ftrehalosa donde se muestran las
regiones en las cuales se investigd el efecto de las sales.
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