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L INTRODUCCION

Las enzimas son ideales para generar cambios claves en las propiedades funcionales de
los alimentos (Kristjansson y Kinsella, 1991), eliminar componentes tdxicos y producir
nuevos ingredientes (Fennema, 2000). Existen numerosos usos actuales y potenciales de
enzimas a escala industrial con distintos fines: por ejemplo, la eliminacion de antinutrientes
en materias primas alimentarias puede ser realizada a través de ellas, la sintesis de aromas
puede realizarse enzimaticamente y, mediante la accion de enzimas especificas, muchas
plantas podrian ser utilizadas como fuente de alimentos. Aunque muchas veces no son la
causa de la pérdida de calidad de un cierto producto, sus actividades se correlacionan con la
estabilidad de alimentos almacenados.

La variacion de la actividad enzimética es considerada en numerosos estudios como una
evidencia indirecta de las alteraciones en la estructura nativa de las proteinas ante diferentes
condiciones de estrés (osmatico, térmico, etc.) (Burg y col. 1996, 1999; Fields y col., 2001).
Se emplean entonces como indicadores, en procesos tales como congelacion,

descongelacion o tratamiento térmico.

I.LA. ESTABILIDAD ENZIMATICA

La estabilidad térmica de las proteinas estd relacionada con el contenido y la
actividad de agua (Mozhaev y Martinek, 1982; Chen y col, 1999; Mazzobre y col, 2003).

Desde un punto de vista fisico, la cinética de inactivacion depende de la movilidad
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molecular de las mismas y de los otros componentes del medio; estd gobernada por las
transiciones de fase (congelacion, fusion) y estado (transiciones vitreas) a que se somete el
sistema. Por eso se puede mejorar la estabilidad de muchas proteinas que son inestables en
solucion restringiendo el contenido de agua de los sistemas (por secado, congelacion o
liofilizacion) en presencia de agentes adecuados (Franks, 1994).

La liofilizacion es el proceso de eleccion para preservar biomoléculas deshidratadas,
pero el proceso en si m.ismo puede inactivar ciertas proteinas (Carpenter y col., 1987; Izutsu
y col., 1995) y no garantiza una estabilidad adecuada a largo plazo a temperatura ambiente.
La investigacion de la estabilidad de enzimas en sistemas secos, semihiimedos y/o
congelados tiene gran importancia practica en biotecnologia (Mozhaev, 1993), en el
desarrollo de proteinas con aplicaciones en el cuidado de la salud humana (Wang y
Pearlman, 1993; Thornton y Ballow, 1993) y en el procesémiento de alimentos
(Kristjansson y Kinsella, 1991; Romero y Barret, 1997; Espin e Islam, 1998). Es importante
evaluar en qué medida los cambios fisicos provocados por cambios de fase y estado afectan
la estabilidad de enzimas en sistemas de humedad reducida y/o crioconcentrados, al
provocar cambios en la movilidad molecular de las matrices y de las proteinas contenidas

en ellas.

I.LB. SOLIDOS AMORFOS Y TRANSICIONES DE FASE.

En los alimentos deshidratados o congelados se generan regiones amorfas, con un

orden molecular azaroso (sélidos no cristalinos o liquidos sobresaturados). Los solidos



L INTRODUCCION

amorfos y liquidos sobre-enfriados 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. Los biopolimeros, las proteinas y las
moléculas pequefias como los azlcares pueden existir en estado sélido amorfo (no
cristalino). Uno de los objetivos del procesado de alimentos consiste en mantener los
atributos de este estado amorfo (termodinamicamente inestable) de forma de conservar una
meta-estabilidad maxima. Un material amorfo estd en un estado de no equilibrio y puede
pasar de estado vitreo a liquido sobreenfriado dependiendo de la temperatura, el tiempo y
de la presencia de agua. Mantener el estado vitreo es importante porque la movilidad de las
moléculas se reduce enormemente (Sperling, 1986) y los cambios limitados por difusion
estan cinéticamente retrasados o impedidos. Muchos cambios quimicos y estructurales
ocurren muy lentamente en los sistemas vitreos, tal que estos cambios no se perciben en
marcos de tiempo précticos. Especificamente la obtencion de alimentos o sistemas en
estado amorfo vitreo se logran por la remocion rapida del agua mediante los siguientes
procesos: a) Congelacion rapida de una solucion; b) Concentracion rapida de una solucion
(o dispersion) seguida de enfriamiento rapido; ¢) Deshidratacion rapida de una solucién (o
dispersién): liofilizacién o secado por spray y d) Fusion térmica de azucares cristalizados y
enfriamiento rapido. Si la remocién de agua de la matriz inicial es lenta, las moléculas de
soluto o de agua pueden reordenarse para formar una estructura cristalina
termodindmicamente mas estable. Este estado es caracterizado por poseer extensas regiones
ordenadas, una baja movilidad molecular y muy poco espacio entre las moléculas. En la
Figura I.1. se esquematizan los posibles cambios de fase y generacion de matrices amorfas

durante el procesado y almacenamiento de enzimas.
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¢) Durante la liofilizacion

soluto
K
© “or
hielo
recristalizacion
: sublimacioén

matriz
amorfa

L gu L
Efn:r.%“ Aumento de la

Cristales de solutgd temperatura o

contenido de agua Producto
liofilizado

Figura L1 Esquema de la formacion de un solido amorfo o cristalino partir de una
solucion mostrando las posibles transiciones de fase y estado involucradas (adaptado de
Karmas, 1994.)

El cambio en el estado fisico que sufre un material amorfo vitreo al pasar al estado
de liquido sobreenfriado se conoce como transicion vitrea. Esta transformacion ocurre a
cierta temperatura, temperatura de transicion vitrea (Ty), que depende del contenido de agua
y de las caracteristicas de cada sistema. A temperaturas menores que T, el sdlido amorfo en
estado vitreo, tiene un desorden molecular parecido a un liquido, pero se puede considerar
un so6lido (capaz de soportar su propio peso) por su alta viscosidad, cuyo valor es mayor de
10" cP (Sperling. 1986). Los sistemas vitreos se pueden considerar estables a cambios
fisicos y quimicos (Levine y Slade, 1986; Slade y Levine, 1991; Jouppila, 1999). A

temperaturas mayores de T, el sistema o parte de €l se encuentra entre los estados liquido y
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vitreo en condiciones de sobre-enfriamiento, que definen su naturaleza viscoelastica o
“rubbery”, término utilizado en la ciencia de los polimeros sintéticos. Cuando se utilizan
matrices no poliméricas, como las formadas por azicares, el término liquido sobreenfriado
es el adecuado (Angell y col., 1994). En este estado el material adquiere propiedades mas
parecidas a las de un liquido, ocurre una disminucion importante de la viscosidad, aumenta
el volumen libre (volumen no ocupado por los sdlidos de la matriz), aumenta la movilidad
molecular y se producen cambios quimicos y fisicos importantes que afectan caracteristicas
sensoriales (encogimiento estructural o colapso de la matriz, apelmazamiento, liberacion de
aromas).

Muchos estudios han mostrado que las transiciones vitreas y los cambios de fases
afectan la cinética de las reacciones enzimaticas o la estabilidad de las proteinas (Paker y
Ring, 1995; Mazzobre y col., 2003; Burin y col., 2004; Buera y col., 2005; Acevedo y col.,
2006). Las proteinas también muestran una transicion dindmica “tipo vidrio” con
temperaturas de transicion vitrea que disminuye con la hidratacion (Gregory, 1998); el agua
plastifica la proteina dando lugar a cambios en su conformacion nativa o estado plegado

(Lehninger, 1973).

[B. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA.

La transicion vitrea es considerada como uno de los cambios mds importantes en el
estado fisico de los sistemas amorfos y la determinacion de T, de los alimentos o matrices

complejas seria muy atil para predecir y controlar su estabilidad (Levine y Slade, 1986,
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1988, 1989, 1990). La transicion vitrea tiene algunas de las caracteristicas de una transicion
termodindmica de segundo orden, por la forma en que produce cambios en propiedades
dieléctricas, mecénicas (viscosidad) y térmicas (entalpia, volumen libre, capacidad
calorifica, coeficiente de expansion térmica), pero es en realidad una transicion de
naturaleza cinética, y su origen e interpretacion estan en constante estudio. Diversos
métodos dinamicos permiten determinar T, midiendo una de las propiedades mencionadas,

cambiando la frecuencia, el tiempo o la temperatura (Roos, 1995).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es la técnica comunmente empleada
para el estudio de propiedades fisicas de los sistemas en el campo de la investigacion y en la
ciencia de los alimentos (Roos, 1987; Rubin y col., 1990; Lupano, 1997; Sallinen y Roos,
1998; Cordella y col., 2002). La transicion vitrea se determina a través del cambio en el
calor especifico (A Cp) del material al ocurrir la transicion. La muestra se calienta en una
capsula sellada a velocidad constante, utilizando una capsula vacia como referencia. Las
diferencias del flujo de calor entre ambas, en funcion del tiempo y la temperatura, son
registradas en forma de termogramas. Asi, el material amorfo puede ser caracterizado por
su temperatura de transicion vitrea (Tg). Este fenomeno es ampliamente conocido en
polimeros (Redfern, 1991), en azicares (Wang y Haymet, 1998; Carstensen y Van Scoik,
1990) y en diversos alimentos complejos (Kantor y col., 1999). En la Figura 1.2. se
observan los eventos térmicos tipicos producidos durante el calentamiento por DSC de un
azicar liofilizado que muestra los cambios de fase (cristalizacion, fusion) y estado (Tg)

(Roos, 1992).
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Sacarosa amorfa

—

a) TRANSICION VITREA :
b) CRISTALIZACION

Tg TC

Vitreo

Flujo de calor

Sobre-
enfriado

| T,
¢) FUSION DE CRISTALES

| | | I |

0 50 100 150 200
Temperatura’C __,

Figura 1.2. Termograma de sacarosa amorfa mostrando la tranmsicion vitrea,
cristalizacion y fusion tipicos de materiales amorfos cristalizables (adaptado de Roos,
1992).

El cambio en el ACp del s6lido 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 T,, el azicar se transforma en un liquido sobreenfriado. A medida que la
temperatura y la movilidad aumentan y la viscosidad disminuye, las moléculas de azucar
pueden reorientarse hasta alcanzar un estado termodindmicamente mas estable como lo es
la estructura cristalina. La cristalizacion se manifiesta como un pico exotérmico en el
termograma a una temperatura T.. Al incrementar aun mas la temperatura, el azicar funde
produciendo un pico endotérmico a la temperatura Ty,.. En los sistemas mas complejos

(como la mayoria de los alimentos) los valores de T, obtenidos por calorimetria diferencial
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de barrido dependen de las condiciones experimentales empleadas y deben ser interpretadas
adecuadamente en base a su historia térmica. Por ejemplo. los termogramas de la Figura 1.3
muestran los eventos térmicos ocurridos durante el barrido dindmico de temperatura de un
sistema binario simple de sacarosa/agua con distinta historia térmica (A: enfriamiento

rapido y B: condiciones de méaxima formacion de hielo).

Sacarosa 65% (p/p)

A a) TRANSICION VITREA
. b) CRISTALIZACION
Tg: -77°C DE HIELO

—

enfriado
- B
2 G
(]
- ¢) FUSION
=
sl ¢
El
=

I I | | 1

-100 -80 -60 -40 -20
Temperatura°’C ——

Figura 1.3.  Formacion de hielo en soluciones de 60% de azicares bajo distintas
condiciones de enfriamiento.. A: enfriamiento rdpido (50°C/min) donde la formacion de
hielo fue insignificante, el agua queda amorfa y puede cristalizar luego de Tg. B:
termograma obtenido luego de mantener la solucion durante 30 min. a -35°C (condiciones
de maxima formacion de hielo entre Tg y Tm) y enfriarlo luego a -100°C; Tq cercana a T,
por crio concentracion.
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En los termogramas de soluciones diluidas de azicares se pueden analizar las
transiciones entalpicas en relacion con la cristalizacion/fusion de hielo. Si la solucion es
enfriada rapidamente (Figura 1.3. A) la muestra sobreenfriada alcanza la temperatura de
transicion vitrea (Ty) sin la formacién de cristales de hielo debido a impedimentos cinéticos
y el agua inmovilizada en la fase amorfa luego cristaliza y funde durante el calentamiento
dindmico. Si se almacena a temperaturas entre T, y T, (Figura 1.3. B) la velocidad de
enfriamiento es lenta y se establecen equilibrios solido - liquido que posibilitan la
formacion de cristales de hielo en la solucién sobreenfriada. Al congelar agua, la
concentracion de solutos en la fase amorfa aumenta y durante el calentamiento dindmico la
transicion vitrea ocurre a una temperatura (Tg) mayor que si el sistema fuera enfriado
rapidamente porque tiene menos agua. A medida que se logra congelar mas hielo, el salto
en la linea de base que corresponde a la T, del sistema se va acercando a T,". T, es una T,
que se manifiesta en muestras que contienen hielo, cuando estdn en su maxima
crioconcentracion (C,"), valor constante para cada sustancia, independiente de su
concentracion inicial. (Tg', Cg") son puntos cuasi invariables, dificil de medir en el
diagrama de estado temperatura-composicion.

Para el estudio de transiciones de fases pueden aplicarse otros métodos, aparte de los
calorimétricos, con distinta sensibilidad. Ellos miden una propiedad (mecénica, dieléctrica)
que puede aportar distinta informacion, como cambios en los modulos dindmicos o
dieléctricos de materiales amorfos en funcion de la temperatura o del tiempo (Cocero y
Kokini, 1991; Le Meste y col., 1991; Kalichesky y col., 1992; de Graaf y col., 1993; Golf,
1995). Hay también técnicas espectroscopicas importantes, como la resonancia magnética

nuclear (NMR) y resonancia de espin electronico (ESR) que permiten detectar los cambios
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de movilidad molecular y de difusion asociados con la T, (Le Meste y col., 1991;
Kalichewsky y col., 1992; Le Meste, 1995). La resonancia magnética de imagen (MRI) o
resonancia magnética nuclear de imagen (NMRI) es una variante de la espectroscopia
NMR. La diferencia reside en que por MRI se obtiene informacion espacial acerca de los
protones presentes en la muestra. Esta técnica permite obtener “mapas de T,”, que serian
particularmente (tiles para el estudio de sistemas heterogéneos como los alimentos o
materiales biologicos. Para el estudio de la difusion 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 area (fotoblanqueado) y se detecta la difusion de las sondas no destruidas hacia el area
fotoblanqueada. Se puede relacionar entonces la difusion con los cambios de viscosidad del

medio en las cercanias de la transicion vitrea.

[.B.2. EFECTO PLASTIFICANTE DEL AGUA

Un agente plastificante es una sustancia que al ser agregada a un material, aumenta
su flexibilidad y extensibilidad. El agua es el agente plastificante por excelencia en los
alimentos; conduce a una mayor movilidad de las moléculas en las zonas amorfas de los
sistemas bioldgicos, por encima y por debajo de Ty. A medida que aumenta el contenido de

agua, disminuye la T, del sistema, aumenta el volumen libre y se reduce la viscosidad local.
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La Figura [.4. muestra la variacion de Ty en funcion del contenido de agua, para varios

vegetales deshidratados.

100
—— Repollo

—O— Zanahoria

50 —— Papa

AT T e .
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Contenido de agua, % (b.s.)

Figura 1.4.  Variacion de T, en funcion del contenido de agua para varios vegetales
deshidratados.
La determinacion de T, de los alimentos o matrices complejas seria entonces adecuada
g pi€j
para predecir su vida util en ambientes de humedad reducida, controlar sus propiedades y

determinar el efecto de distintos solutos sobre la curva de T, (ver seccion [.B.3 y 4.)
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[.B.3. RELACION ENTRE PESO MOLECULAR Y T,.

La T, de un sistema depende no solo del contenido de humedad sino también del
tipo de soluto presente en la matriz (Slade y Levine, 1991). Fox y Flory (1950), trabajando
con polimeros, observaron que el valor de T, aumentaba rapidamente al aumentar la masa
molar de los mismos. Pero en sistemas con suficiente cantidad de agua otras propiedades
del soluto podian tener influencia sobre la Ty. Por ejemplo, para azicares con la misma
masa molar, la diferencia de Ty puede ser hasta 10°C, e incluso puede variar si se hallan
presentes fracciones con distintas configuraciones anoméricas. En la Tabla I.1. figuran los
valores de Ty y T,," de los carbohidratos puros estudiados en el presente trabajo, y los pesos

moleculares correspondientes.

Tabla 1.2 Valores de transicion vitrea y peso molecular de azucares puros (Levine y
Slade, 1991)

T, °C Tg
(sistemas (sistemas
Carbohidratos PM deshidratados) congelados)
Glucosa 180.2 31-39 -47
Fructosa 180.2 7-17 —42
Sacarosa 3423 52-70 -32 a-46
Trehalosa 342.3 77-79 -27 a-30
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.B.4.  CAMBIOS RELACIONADOS CON LA TRANSICION VITREA.

Existen importantes evidencias que relacionan la T, y la movilidad molecular con la
estabilidad de los alimentos que contienen agua y cantidades importantes de moléculas
hidréfilas y amorfas (Levine y Slade, 1986, 1988, 1989, 1990). La movilidad molecular
(movimiento translacional o rotacional) es un concepto cinético que esta relacionado con la
viscosidad local y en la capacidad de difusion de sustancias quimicas de los alimentos
(Duckworth, 1981). En la Tabla A.2. se muestran algunas de las propiedades y cambios
importantes controlados por la movilidad molecular en alimentos.

Tabla A.2 Algunas propiedades y caracteristicas de los alimentos, gobernadas por

cambios que dependen de la difusion en los productos que contienen regiones amorfas
(Fennema, 2000).

Alimentos secos o semisecos Alimentos congelados

I. Textura de los alimentos secos y de humedad 1.
intermedia

Migracion  de  agua
(cristalizacion, formacion

2. Propiedades reoldgicas (de flujo y pegajosidad) de hielo en el interior del
3. Cristalizacion y recristalizacion paquete)
4. Aspecto del azucar en el chocolate . Cristalizacion de lactosa
5. Fragmentacion de los alimentos durante la (arenosidad en helados)
desecacion Retraccion en alimentos
6. Colapso estructural durante la fase secundaria congelados
(desercion) de la liofilizacion Colapso estructural
7. Perdida de volatiles encapsulados en una matriz durante la fase primaria
solida amorfa. - (sublimacion) de la
8. Envejecimiento de productos de panaderia liofilizacion
9. Inactivacion térmica de esporas microbianas Actividad enzimatica
10. Reaccién de Maillard

I1.

Actividad enzimatica
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Cuando se enfria un alimento y/o se reduce su contenido de humedad, se forma una
matriz amorfa (seccion [.B.), donde la movilidad molecular se reduce considerablemente y
las propiedades limitadas por difusion, como la velocidad de las reacciones de deterioro, se
estabilizan cuando son almacenados por debajo de su temperatura de transicion vitrea (Roos
y col., 1996a). Por lo tanto, la diferencia entre la temperatura de almacenamiento (T) y T,
(T-Tg) estaria inversamente relacionada con la estabilidad. En alimentos almacenados a
I>Tg, la estabilidad se reduce considerablemente porque se incrementa la movilidad
molecular (disminuye la viscosidad). Los efectos de la cantidad de agua estan involucrados
en el valor de T, (Karel y Saguy, 1991).

La aplicacion de los enfoques cinéticos, en lugar de los termodinamicos, para
evaluar las reacciones limitadas por difusién (reacciones catalizadas por enzimas,
pardeamiento no enzimatico y la estabilidad estructural) permiten predecir los cambios de
las propiedades de los alimentos con la temperatura (Roos y col., 1996 a; To y Flink, 1978
a,b y ¢). Se ha observado una dependencia anormalmente grande entre la temperatura y la
movilidad molecular del material amorfo en el intervalo de temperatura Ty a Ty, es decir
entre la transicion vitrea y la fusion del material, que no se ajusta a la ecuacion de Arrhenius
(Ec. 1.2). En este intervalo, la dependencia de la velocidad de muchos de los cambios fisicos
y quimicos con la temperatura se describe mejor con la ecuacion propuesta por de
Williams-Landel-Ferry (WLF) (Willams y col., 1955). En la ecuacion empirica de WLF
(Ec. I.1) la temperatura de referencia es la T, (que puede variar con los cambios en la
composicion del producto) cuando el hielo no esta presente y se ha aplicado en varios
sistemas (Levine y Slade, 1989: Lim y Reid, 1991). La ecuacién expresada en término de

viscosidad es:

15
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Log (mMmg)= -C\(T-Ty)/ Cy+ (T-Ty) (. 1)
Donde 1 y mg, son los valores de la viscosidad a la temperatura del producto T (K) y a la
temperatura de la transicion vitrea T, (K) respectivamente. C; (adimensional) y C; (K) son
constantes. En la Figura [.5. se muestran las relaciones cualitativas entre las propiedades de

los alimentos que dependen de la movilidad molecular y la temperatura.

Movilidad
Cinética | Viscosidad molecular y
aplicada volumen
libre 2x10'?
10°C Arrhenius | Liquido
} 5 4
Tm 1 Ix10'2 2 S
g_) Altamente b g
& viscosa 20°C E'E
= © 2
e a =} %
£ 100°C S s
2 WLF 22
£ S =
= S 2
v Elastica
Tg 1.0
T Arrhenius Vidrio
10°C
A 4 0.75

Figura 1.5. Relaciones esquemdticas entre temperatura, tipo de cinética esperada,
viscosidad, volumen libre y velocidades relativas de los cambios controlados por la
difusion (adaptado de Fennema, 2000).
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En sistemas liquidos (T>T,) la expresion mas utilizada para establecer la
dependencia de las velocidades de las reacciones quimicas, fisicas y de desnaturalizacion

con la temperatura es la ecuacion de Arrhenius (Ec. [.2):

K=K, exp. ﬁg (1. 2)
RT
Donde: K,, es la constante de Arrhenius, R la constante de los gases y E, la energia de
activacion. K es una propiedad que esta relacionada con aspectos cinéticos (p.e.
inactivacion de proteinas, cristalizacion, etc.) a la temperatura T (K).
Es importante sefialar que los sistemas en presencia de hielo no se ajustan a ninguno

de los modelos cinéticos de Arrhenius o de WLF, por los efectos de crioconcentracion.

I.C. ISOTERMAS DE SORCION DE AGUA Y ESTADO FiSICO

El agua es el componente mas abundante de los alimentos frescos, su presencia es
critica en ciertas cualidades deseables, determinante de la velocidad de muchas reacciones
quimicas y esta asociada a los componentes no acuosos en forma compleja. Se ha
observado que sistemas que tienen el mismo contenido de agua difieren significativamente
en su estabilidad. El concepto de actividad de agua (a,) define la disponibilidad de agua
para ciertas reacciones (hidroliticas, crecimiento de microorganismos, etc.) y caracteriza la
intensidad con la cual el agua se asocia con los distintos componentes no acuosos

(Fennema, 2000). La a,, se define segtin (Ec. [.3):
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Ay = (p / po) T
Donde:

ay, es la actividad de agua

p es la presion de vapor de agua en el producto a la temperatura T

Po €s la presion de vapor del agua pura a la temperatura T

En el equilibrio termodindmico, 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 sorcion de agua. En la Figura [.6. se observan las isotermas de los sistemas cristalino y

amorfo, los cuales son significativamente diferentes.

Amorfo Cristalino

Contenido de agua

Cristalino

Amorfo

A

Actividad de agua

Figura 1.6. Isotermas correspondientes a sistemas amorfos, cristalinos, y materiales
amorfos que cristalizan a medida que aumenta el contenido de agua y la a,, (Adaptado de

Mazzobre, 2001).
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En un sistema amorfo (Figura 1.6,A) las moléculas se encuentran en un
ordenamiento al azar, y estan relativamente mas libres para interactuar con el agua, por lo
tanto la adsorcion de agua a bajas a, es mayor en los sistemas amorfos que en los
cristalinos. Un sélido cristalino (Figura 1.6,B) adsorbe muy poca agua hasta una a,, dada, a
partir de la cual comienza la disolucion de cristales. Existen otros materiales (azucares, por
ejemplo) que a bajos contenidos de agua y bajas ay, son amorfos, pero cristalizan con la
adicion de agua (Figura 1.6,C). Las isotermas permiten obtener informacion sobre la

cristalizacion y la plastificacion de un sistema.

I.D. DIAGRAMAS DE ESTADO

Cuando se congela un alimento y/o se reduce su contenido de agua son de gran
utilidad los diagramas de fase suplementados que contienen informacion sobre los estados
de equilibrio termodinamicamente estables y metaestables e incluyen la nocion de tiempo
(Fennema, 2000). Cuando el agua se encuentra formando parte de una mezcla binaria con
un soluto es importante determinar cuales son las fases presentes en funcion de la
composicion, temperatura o de la presion. Dichas curvas, temperatura de transicion vitrea
(Ty), fusion de hielo (Ty) y solubilidad (T") definen regiones de estabilidad variable y
representan regiones de no equilibrio. La Figura 1.7. representa a un diagrama de fase
temperatura-composicion de una mezcla binaria, suplementado con las lineas discontinuas

que delimitan diversos estados metaestables.
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Figura 1.7. Diagrama de fases temperatura-composicion suplementado de una mezcla
binaria soluto/agua (Adaptado de Fennema, 2000).

El punto (Ty", Cg’) en el diagrama de estado definido por la interseccion de las
curvas de fusion (Ty,) y de T, corresponde a una concentracion de soluto/temperatura
particular (mencionada previamente en I.B.1) a la cual la cristalizacién de agua esta
inhibida cinéticamente. C,’ es la concentracién correspondiente a la matriz méaximamente
concentrada por formacién de hielo, es decir que a C;’ se alcanza la minima cantidad de
agua asociada a la fase amorfa que se puede alcanzar por crioconcentracion. Ty’ es la
temperatura de transicion vitrea correspondiente a esa matriz maximamente concentrada
(Simatos y Blond, 1991; Slade y Levine, 1991). Este valor es independiente de la
concentracion inicial, sélo depende de la composicion o tipo de soluto. Por lo tanto, cada
sistema tendra su diagrama de estado caracteristico que diferira cuantitativamente pero no

cualitativamente del diagrama mostrado en la Figura .7 y se determina generalmente por
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DSC a partir de soluciones que fueron almacenadas en condiciones de méaxima formacion
de hielo. La formacion de hielo se favorece congelando muy lentamente, y se hace maximo
a temperaturas entre Tg y T, (punto eutéctico). A temperaturas mayores de Ty, se produce la
fusion de hielo y a inferiores de Ty el sistema es altamente viscoso y la cristalizacion esta
impedida (Fennema, 2000). Conocer el valor de T,” es importante para evaluar la
estabilidad de productos congelados (los cuales a T, son estables, sin cristalizacion de agua
o soluto por largos periodos de tiempo).

Cuando el enfriamiento a temperaturas menores de T, es rapido (por ejemplo con
nitrégeno liquido) se obtienen sistemas en estado solido vitreo con escasa formacion de
hielo y con mayor contenido de agua en la fase amorfa, por lo tanto la T, del sistema
disminuye a temperaturas menores de Ty" (Luyet y Rasmussen, 1968, Hartel, 2001). En la
Figura 1.8. se observa la cinética de la formacion de hielo segin la velocidad de

enfriamiento, las cuales son significativamente diferentes.

- ——

7 Congelacion rdpida

Cantidad de hielo formado, %

Tiempo
Figura 1.8. Formacion de hielo segiin la velocidad de congelacion (Adaptado de Hartel,
2001)
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LE. ASPECTOS TECNOLOGICOS

Como vimos, una solucion préctica al problema de la estabilidad de los materiales
labiles es el almacenamiento a bajas temperaturas o la eliminacion del agua. La temperatura
de almacenamiento disponible en la practica para los alimentos congelados (-26°C) estéa
generalmente por encima de la temperatura de transicion vitrea de la matriz crioconcentrada
(Tg") de la mayoria de los alimentos, por lo tanto la movilidad molecular puede ser intensa.
Durante el almacenamiento, entonces, las biomoléculas no estarian protegidas por una
matriz vitrea y se tornarian inestables. La liofilizaciéon (congelamiento-secado) seria el
mejor proceso para preservar las proteinas (Pikal, 1999), pero no garantiza una estabilidad
adecuada a largo plazo a temperatura ambiente ya que durante el congelamiento y la
deshidratacion se producen dafios por mecanismos fundamentalmente diferentes (Crowe y

col., 1994).

IE. 1. CONGELACION

El congelamiento de soluciones bioldgicas puede ocasionar la agregacion irreversible de
las proteinas y en consecuencia la pérdida de la actividad catalitica de las enzimas (Franks,
1985). El dafio durante el congelamiento es producido por la baja temperatura y/o la
formacion de hielo.

La desnaturalizacion por frio ha sido documentada para muchas proteinas y la

susceptibilidad al congelamiento se debe a la disrupcion de interacciones hidrofébicas
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intramoleculares (Fennema, 2000). Estudios recientes observaron, usando mediciones de
fluorescencia, la alteracion de la estructura terciaria y cuaternaria durante el congelamiento
de numerosas proteinas como azurin, ribonucleasa, o amilasa, alcohol deshidrogenasa,
fosfatasa alcalina, fosfato deshidrogenasa, 3 gliceraldehido. y lactato deshidrogenasa
(Strambini y Gabellieri, 1996; Gabellieri y Strambini, 2006).

Por otra parte, la formacion de hielo aumenta la concentracion de solutos en la fase no
congelada donde se particiona la proteina y produce cambios drasticos de pH, causando
importantes dafios bioquimicos.

Finalmente, también se ha observado que ciertas proteinas en estado congelado pueden
presentar un comportamiento diferente, que no se manifiesta en la deshidratacion. Se ha
comprobado que cuando se incrementa la concentracion inicial de ciertas enzimas, se
detecta un efecto “auto;.)rotector” al congelamiento lo cual determina un aumento de la
estabilidad bioldgica (Tamiya y col. 1985; Izutsu y col., 1995; Miller y col., 1998). Esta
observacion esté relacionada con otras publicaciones donde los autores han interpretado que
el aumento de la interfase hielo-agua opera como estrés para la proteina durante el
congelamiento (Strambini y Gabellieri, 1996). Ellos concluyen que sdlo se deteriora la
proteina que rodea la superficie de hielo, por lo tanto cuando se supera esta cantidad inicial
de proteina se reduce el porcentaje del dafio. Estas deducciones estan fundamentadas por
experiencias donde la desestabilizacion de enzimas se logra con el aumento de la velocidad
de congelamiento, condicion que favorece la formacion de cristales de hielo mas pequerios.
Concluyeron que la perturbacion de la estructura terciaria de la proteina era casi dos veces
mayor enfriando a 100°C/min que para las muestras enfriadas a 1°C/min. Este efecto se

atribuyé a la formacion de un drea mayor de superficie de hielo producido por el
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muestran en la Figura [.9 . Este modelo propone que para recuperar estructura y funcion
después de la rehidratacion, las proteinas labiles deben retener la estructura nativa durante
el congelamiento y la deshidratacion posterior Durante la liofilizacion, los aditivos
estabilizadores deben ser efectivos para proteger durante el congelamiento previo y evitar la
pérdida de la conformacion en la deshidratacion posterior. Los azucares han demostrado

minimizar la pérdida de actividad en ambos procesos (Pikal, 1999).

D H,O.Irreversible
A
NH20
H,O
o o I
ki
O HO
Estabilizador i‘
N DESHIDRATADO N conGELADO D pESHIDRATADO
W
D CONGELADO

D CONGELADO Irreversible

Figura 1.9 Representacion esquemdtica del modelo de cambios conformacionales durante
el congelamiento, secado y rehidratacion. N, nativo; D, desnaturalizado, K; conformacion
de equilibrio en el congelamiento con direccion hacia el estado nativo en presencia de
crioprotectores, ki constante de renaturalizacion; k, constante de desnaturalizacion
irreversible (agregacion).
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LE.3. ESTRATEGIAS DE PROTECCION

Para minimizar el dafo de las enzimas durante la liofilizacion, es necesario que se
establezcan las condiciones especificas 6ptimas (Manning y col., 1989; Devi y Appu Rao,
1998) y que se agreguen los aditivos estabilizadores no especificos apropiados (aquellos
que generalmente estabilizan cualquier proteina). Como vimos, si una proteina no es
adecuadamente protegida durante el congelamiento, puede desnaturalizarse y estara
inactivadada en el sdlido seco final, no importa cuan efectiva sea la estabilizacion durante
el paso de deshidratacion (Carpenter y col., 1986). Por lo tanto, los agentes estabilizantes
deben ser efectivos en los dos pasos del proceso, prevenir los dafios por congelacion e
interactuar favorablemente con la proteina en la muestra seca. Para la proteccion durante la
liofilizacion tanto los disacdridos reductores como no reductores son efectivos. Sin
embargo, los azucares reductores (ej. lactosa y maltosa) pueden degradar las proteinas
durante el almacenamiento via la reaccion Maillard. Por lo tanto, la eleccion de los
disacédridos se limita a los azilcares no reductores, sacarosa y trehalosa. El empleo del
azlcar trehalosa ha resultado adecuado para la proteccion de la mayoria de las enzimas
durante la liofilizacion y ha demostrado ser uno de los azicares mas efectivos a largo
tiempo (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, 2000). Como se explicara
en la seccion siguiente, la proteccion al congelamiento mediante el agregado de un azicar
esta directamente relacionada con la concentracion inicial del aditivo, mientras que la
proteccion durante el. secado se relaciona principalmente con la relacion molar entre el

aditivo y la proteina.
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LE4. MECANISMOS DE PROTECCION

La accién protectora de numerosos compuestos (aztcares, polioles, aminoacidos,
metilaminas, sales y polimeros sintéticos) puede ser atribuida tanto a efectos especificos
como cinéticos. En base a observaciones experimentales se han postulado dos mecanismos
diferentes de estabilizacion de estructuras bioldgicas (Carpenter y col., 1986):

a. Crio- dehidroproteccion: cuando se favorece termodinamicamente la estructura
nativa de la proteina por la adicion de osmolitos compatibles y/o polioles
(compuestos como azucares de bajo peso molecular acumulados en células o
organismos como mecanismos de adaptacion)

b. Crio-dehidroestabilizacion: cuando se mantiene a la proteina en un vidrio, los
procesos de deterioro estan inhibidos por la adicion de polimetros de alto peso

molecular.

[LE4.a Adicion de Osmolitos

En soluciones congeladas la proteccion por presencia de osmolitos (crio-
dehidroproteccion) esta planteada en base al mecanismo universal definido por Arakawa y
Timasheff (1982a) como de “hidratacion preferencial por exclusion de soluto™. El proceso
de desnaturalizacion de una proteina en solucion; a temperatura ambiente, es un modelo de
dos estados en equilibrio. El estado nativo (N) es favorecido porque tiene menor energia
libre que el estado desnaturalizado (D). Cualquier alteracion en el sistema que disminuya

esta diferencia, reducira la estabilidad. Por el contrario, los osmolitos son preferentemente
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excluidos de la superficie de la proteina, lo cual aumenta el entorno del agua que la rodea y
provoca un cambio en la energia libre, favorable para la estructura nativa (Lee y TimashefT,
1981; Xie y Timasheff, 1997; Cioni y col., 2005). En la Figura I.10 se muestra un esquema

del mecanismo de “hidratacion preferencial”.

Soluto protector

Proteina nativa
hidratada por
exclusion de soluto

Hielo

Proteina protegida en una matriz amorfa
Crioconcentrada

Figura I.10. Representacion esquematica del mecanismo de proteccion de azicares de
bajo peso molecular y polioles durante el congelamiento ( MacDonald y Lanier, 1991).

La “exclusion preferencial”, en un sentido termodinamico, significa que existe un
aumento en la diferencia de energia libre entre los dos estados y que en soluciones de
azicar la desnaturalizacion de proteinas es menos favorable que en agua (G4 > AG,) (Figura

L11).
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AG;
—
en agua
- lAG:lAG
en solucion de azucares

AG; > AG; (dato experimental); AG;+AG; = AG3+AGy luego: AG4 > AG;

Figura I.11  Representacion esquemadtica de la conversion de una proteina en estado
nativo (N) al estado desnaturalizado (D) en agua o en solucion de azucar (osmolitos).
MacDonald y Lanier, 1991.

En condiciones de baja humedad, numerosos estudios avalan otro mecanismo, referido
como la “hipdtesis de reemplazo de agua”. De acuerdo con esta hipétesis, cuando el agua es
removida, los azlcares forman uniones por puentes de hidrogeno con los grupos cargados
de las proteinas evitando su desnaturalizacion (Tanaka y col., 1991; Prestelski y col. 1993;
Cioni y col., 2005). La estructura de las proteinas seria estabilizada por interacciones
especificas azucar-proteina y su efectividad estaria condicionada por el tamarfio del azucar
(Francois, M.; 2004). Tanaka y col. (1991) encontraron que el grado de estabilizacion
estaba basado en la relacion molar del azicar a la proteina. También se observd una
correlacion negativa entre la estabilizacion y el peso molecular del azicar, lo cual es
comprensible si la proteccion se efecttia por la interaccion del hidrégeno a la proteina en el

solido seco.
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[.LE.4. b Vitrificacion

El segundo mecanismo (crio-dehidroestabilizacion) implica el concepto de la formacion
de una matriz protectora modificando la estructura fisica del sistema, siendo definida por el
componente mayoritario y por su historia térmica. Numerosos estudios han mostrado que la
estabilizacion de una proteina durante la liofilizacion requiere la presencia de un compuesto
que quede parcialmente amorfo y que también forme una sola fase con la proteina (Pikal,
1999). Las propiedades del material amorfo en equilibrio metaestable deben ser
conservadas durante el proceso completo de la liofilizacion (congelamiento-secado) para
asegurar la recuperacion de la proteina nativa en el sélido seco y la rehidratacion (Suzuki y
col. 1997, Sun y Leopold, 1997; Mazzobre y Buera, 1999; Burin y col., 2004; Buera y col.,
2005; Acevedo y col., 2006). Esto se cumple cuando las biomoléculas estan cinéticamente
estabilizadas, aunque no estén bajo una condicion termodinamicamente estable. Desde este
punto de vista, la formacién de una matriz amorfa vitrea restringe severamente los
movimientos translacionales y rotacionales de las proteinas, retrasando su desnaturalizacion
(Burke, 1985; Green y Angell, 1989; Levine y Slade, 1992a). La inhibicién del
desplegamiento de la proteina se mantendria por la separacién espacial entre las moléculas
de proteinas impidiendo la agregacion. Entonces, la capacidad de un aditivo de proteger
especificamente durante la deshidratacion deberia depender de la relacion final entre
aditivo/proteina. Al incrementar esta relacion se favorecera la separacion espacial y la
inmovilizacion de la proteina en la matriz vitrea.

Muchos carbohidratos forman estructuras amorfas a partir de soluciones congeladas

y durante el secado (por ejemplo, sacarosa y trehalosa), pero algunos presentan separaciones
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eutécticas en las soluciones congeladas y pueden cristalizar en condiciones de humedad
reducidas en muestras deshidratadas. Por ejemplo, el manitol en estado amorfo, en un rango
de concentracion definida, es un buen protector de enzimas durante la liofilizacion pero
pierde esta capacidad cuando cristaliza. La Figura [.12. muestra un esquema del efecto que

tendria la cristalizacion del aztcar sobre la desnaturalizacion proteica.

Soluto
dehidroprotector

Cristales de
soluto

Proteina protegida en una matriz Proteina desnaturalizada en una matriz
amorfa cristalizada

Figura 1.12  Representacion esquemadtica de la cristalizacion del azucar sobre la
desnaturalizacion proteica (Adaptado de Levine y Slade, 2001a)

Es importante sefialar que otros estudios concluyen que la vitrificacion por si
misma, parece no ser suficiente para asegurar la estabilizacion de proteinas. Los polimeros
como los dextranos podrian proveer muchas propiedades deseables (ej: alto Ty’ o T,) pero
no protegen eficazmente a enzimas como PFK y LDH durante la liofilizacion, aunque las
muestras secas estaban amorfas (Zhang y col., 1994).

En las soluciones congeladas, la presencia de polimeros de alta masa molar estabiliza por

que aumenta rapidamente el valor de Ty (Fox y Flory, 1950). La combinacion de la alta
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reduccion de agua congelable. La distorsion de la estructura del agua mediante el agregado
de azlcares o sales a una solucion acuosa es bien conocida. Es generalmente aceptado que
la esfera de hidratacion de moléculas de agua envuelve los iones solvatados, con los atomos
de oxigeno orientados hacia los cationes, o los atomos de hidrégeno orientados a los
aniones. De esta manera, la auto-asociacion de moléculas de agua directamente adyacentes
al ion es interrumpida porque estan orientadas en el campo eléctrico al ion. Esta orientacion
modifica los diferentes tipos de estructuras de agua local dependiendo del tamafio de los
iones y de la extension de la hidratacion. Los iones conocidos como agentes de estructura o
cosmotropicos son los que imponen mayor orden local a las moléculas de agua que los
rodean (haciéndolas menos moviles) y fortalecen las uniones del hidrégeno entre ellos,
mientras que los iones caotropicos incrementan el desorden y debilitan las uniones del
hidrogeno entre moléculas de agua adyacentes, induciendo la desnaturalizacion de la
proteina. Debe notarse que las propiedades mas importantes para definir el efecto de un ion
dado son la carga, el tamafio y el poder polarizante (Leontidis, 2002). Los agentes de
estructura o cosmotrdpicos (citrato, acetato; Mg*?) son grandes, generan fuertes campos
eléctricos, son creadores de estructura neta, se espera que tengan una fuerte dispersion de
interacciones con interfaces y estabilizan proteinas. Por otro lado, los disruptores de la
estructura del agua (K"), interrumpen la coordinacién tetraédrica y reducen la cantidad de
agua congelable. Algunos iones, como Na" o CI' son considerados neutrales (Calligaris y
Nicoli, 2006). Las proteinas son generalmente estabilizadas por aniones fuertemente
cosmotropicos y desestabilizadas por cationes cosmotrdpicas fuertes. Por lo tanto, la
estabilizacién Optima es lograda a través del uso de sales que contienen aniones

cosmotrdpicos y cationes caotropicos (Zhao y col., 2006), las cuales juegan un rol
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importante para determinar la cantidad de agua congelable. La trehalosa actua como un
interruptor de la estructura pero provee la estabilizacion de la enzima mediante
interacciones de uniones fuertes de hidrogeno (Patist and Zoerb, 2005).

En relacion al efecto combinado de los azicares y las sales, se ha observado que la
presencia de ciertas sales, como cloruros o tetraborato de sodio modifica las propiedades
termofisicas de soluciones concentradas de trehalosa (Miller y col., 1997; Longinotti y col.,
2002). Varios métodos fisicos han confirmado, ademas, la existencia de complejos de
azucar-metal en la solucion, y muchos complejos de azicares y derivados del azicar con
sales inorganicas han sido aislados en solido y a menudo en formas cristalinas (Angyal,
1973; Morel-Desrosiers y col., 1991).

La Figura [.13 muestra el efecto de la adicion de electrolitos (lineas coloreadas) en
un diagrama de fase temperatura-composicion de una mezcla binaria, suplementado (con

las lineas discontinuas) delimitantes de los diversos estados metaestables.
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Temperatura,’C

Concentracion de soluto, %

Figura 1.12. Diagrama de fases temperatura-composicion suplementado de una
binaria soluto/agua, modificado por el agregado de electrolitos (lineas coloreadas).

Mazzobre y Buera, 2000

En general, la introduccion de distintas especies quimicas en la solucion produce el
descenso del punto de congelacion (T,,), (efecto esperado por ser una propiedad coligativa,
que depende del numero de moléculas presentes) y no afecta la curva de temperatura de
transicion vitrea (Fennema, 2000) pero influye sobre la cristalizacion del agua y sobre el
valor de T," en sistemas con el mismo contenido de agua inicial (Herr y col.; 1995; Miller y

col., 1998 y Mazzobre y col., 2001).
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LF. ENZIMAS COMO MARCADORES DE LA ESTABILIDAD DE LOS

SISTEMAS AMORFOS.

La estabilidad enzimética es usada en numerosos estudios de investigacion como un
indicador para evaluar la eficiencia de los solutos que pueden usarse como aditivos para
reducir los efectos desfavorables del procesamiento de los alimentos (Tamiya y col, 1985;
Carpenter y col., 1986; .Suzuki y col. 1997; Miller y col., 1998; Mazzobre y Buera, 1999;
Burin y col., 2004; Kajiwara y Imai, 2004; Santagapita y Buera., 2006).

Cada tipo de enzima tiene sus propias caracteristicas fisicoquimicas, con caminos de
degradacion quimica y fisica caracteristicos durante el tratamiento, procesado 'y
almacenamiento. Por lo tanto, es necesario el estudio de los mecanismos de proteccion de
los agentes estabilizantes no especificos y documentar, por medio de estudios de casos, la
aplicabilidad de las reglas generales a enzimas individuales.

Los experimentos de esta Tesis fueron conducidos para evaluar el perfil enzimatico de
soluciones bioldgicas de distintas fuentes con actividad catalitica cuantificable para
investigar las condiciones de estabilidad en situaciones extremas de humedad y
temperatura, como son las halladas en sistemas congelados y deshidratados.

También se estudio la preservacion con trehalosa y el efecto del agregado de varias sales en
sistemas expuestos a dos situaciones limites: por un lado crioconcentraciéon de soluciones
acuosas mantenidas a —-26°C, y por otro lado deshidratacion con almacenamiento en
condiciones de humedad reducida a 55°C. Por tltimo, se evaluaron las propiedades fisicas
de los sistemas en donde result6 eficaz la presencia de este hidrato de -carbono y el efecto

de la modificacion del entorno molecular por el agregado de sales.
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II. OBJETIVOS

Analizar la funcionalidad de enzimas de interés en Ciencia de
Alimentos en condiciones extremas (béja humedad, temperaturas
subcero) en funcién de la concentracién de agua, la temperatura, las
propiedades termofisicas del medio y el grado de cristalinidad de agua o

solutos.

Estudiar el efecto del agregado de sales sobre las propiedades fisicas de
sistemas de trehalosa liofilizados o congelados y su relacion con la

estabilidad enzimaética.
Generar diagramas de estado y localizar los sistemas y sus condiciones

para comprender o predecir los cambios fisicos y su relaciéon con la

funcionalidad enzimatica.
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III. MATERIALES Y METODOS

IIL.A

ELECCION DE ENZIMAS Y SISTEMAS MODELOS

Se seleccionaron como fuentes de enzimas: semillas (soja y cebada germinada) y
miel. En las semillas hay enzimas criticas para su viabilidad y longevidad como
amilasas, transferasas, etc. (Walters, 1998), que se inactivan con el tiempo y que en
general son susceptibles de degradacion durante el envejecimiento celular
(Wettlaufer y Leeopold, 1991; Zhang y col., 1994b; Sun y Leopold, 1994 ay b). En
el presente trabajo, se separaron los materiales insolubles de los tejidos vegetales y
se estudido in vitro el comportamiento de algunas enzimas de los extractos
enzimaticos de los granos. La miel es un alimento interesante a estudiar, ya que las
moléculas con actividad biolégica (por ejemplo enzimas, provenientes del aparato
digestivo de las abejas) estan protegidas por una matriz natural de aztcares (White y
col., 1964.). Se busco entonces, desestabilizar eéte sistema variando el contenido de
agua y la temperatura. |

En todas las fuentes se determind la actividad de la enzima amilasa. Ademas, en los
extractos vegetales se estudio la actividad de las enzimas ureasa y aspartato amino
transferasa (GOT/AST). Se evalué la estabilidad de las mismas en un sistema
modelo de azucar (trehalosa) y azlicar-sal, capaz de formar una matriz amorfa por
congelacion o deshidratacion. Los sistemas fueron almacenados en condiciones de
estrés hidrico y térmico: baja temperatura, deshidratacion y exposicion en ambientes

de humedad reducida
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* Una breve reseiia de las caracteristicas de las enzimas analizadas.

Las amilasas, enzimas que hidrolizan almidones, se encuentran en animales, en
plantas superiores y en microorganismos. Las [ amilasas hidrolizan los enlaces
glucosidicos a- 1-4 del almidén a partir del extremo no reductor para dar maltosa. La B
amilasa es una enzima con grupos sulfhidrilo y puede ser inhibida por reactivos que
reaccionan con estos grupos.

La miel tiene ambas amilasas (Duisbbbbeerg y Hardorn, 1966) pero se conoce poco
acerca de la cinética, modos de accion y el significado de su presencia ya que el néctar no
contiene almidén ni dextrinas.

En la malta, la 3 amilasa estd a menudo unida covalentemente, por medio de enlaces
disulfuro, a otros grupos sulthidrilo, por lo tanto un compuesto como la cisteina aumentaria
su actividad. Se utiliza para maximizar la fermentacion y disminuir la velocidad de
endurecimiento del pan.

La ureasa actla sobre la urea (producto final del metabolismo proteico) produciendo
CO, y NH;. La ureasa tiene aplicaciones tecnoldgicas y analiticas, por ejemplo se utiliza
para eliminar restos de carbamatos y urea en vinos, para la determinacion de urea
proveniente de fermentaciones (Kodama y Suzuki, 1995). También la actividad ureasa es
un marcador adecuado para detectar la inactivacion de antinutrientes en productos de
leguminosas, ya que es mas estable que los factores antitripticos y hemaglutininas.

La GOT/AST interviene en la degradacion oxidativa de los aminoéacidos
(asparagina): el aspartato experimenta transaminacion formandose acido oxalacético y
acido glutamico. Esta enzima tiene un papel importante durante la humectacion y

germinacion de las semillas en el proceso respiratorio. Los productos de su reaccion, de
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cuatro atomos de carbono pueden incorporarse al ciclo del 4cido tricarboxilico en forma de
oxalacetato, cetoacidos (a cetoglutarato, piruvato), los cuales son importantes
intermediarios en la cadena respiratoria, son quimicamente inestables y pueden estar
ausentes en la semilla seca (Bewley 1998). Durante la humectacion de las semillas,
inicialmente hay un incremento en el consumo de oxigeno atribuido a la activacion de las
enzimas mitocondriales involucradas en el ciclo del acido tricarboxilico del transporte de
electrones. En los primeros minutos después de que el agua entra en las células, ocurre un
rapido cambio metabdlico con la reformacion de aminodcidos por reacciones enzimaticas
de desaminacion y transaminacion. GOT/AST tiene aplicaciones en carnes para evaluar
efectos del congelado y descongelado. Puede emplearse como agente mejorador en
procesos de panificacion ya que produce entrecruzamientos en las proteinas del gluten y
una aplicacion potencial importante es la generacion de compuestos del flavor (Fenemma,

2000).

III.LB  MATERIALES

Fuentes biologicas:
» Semillas para la preparacion de los extractos vegetales:
*Poroto de Soja: certificado por Argencred- resol N° 423/92 IASCAV- 100% de
soja organica en paquete.
*Malta: granos de cebada germinada, cedida por Cerveceria Quilmes -afio 2000
> Miel: La miel utilizada en este estudio fue miel polifloral de la provincia de Chaco
(Argentina). La miel no fue pasteurizada y se mantuvo a -26°C hasta el momento

del ensayo.
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Equipos:

Espectrofotometro Shimadzu UV-1203 (empleando cubetas de cuarzo de caras
paralelas de 1 cm de espesor)

Agitador - De Calab

Bafio termostatico - Memmert

Freezer

Liofilizador. Heto loteen A/S, con una trampa de enfriamiento modelo CT 110
(Heto Lab equipment, Denmark)

Calorimetro de barrido diferencial. Mettler-Toledo modelo 822 (Mettler-Toledo

AG, Suiza)

Sistemas:

» Sistemas liquidos

Se prepararon soluciones o extractos de las fuentes bioldgicas para estudiar la

estabilidad de las enzimas presentes:

= Extracto acuoso de soja (E.A.S.): Se empled el método de Natelson y col. (1951)
modificado. Consiste en mezclar 30 g de harina de soja (recién molida) con 50 ml
de acido sulftrico N/1000. La mezcla se agita luego en un agitador de Khan durante
20 minutos. Se afiaden 150 ml de agua destilada y se continua la agitacion durante
15 minutos mas. Se filtra la mezcla y se preparan las diluciones adecuadas. Se

determing la actividad de las enzimas amilasa, ureasa y GOT/AST.

Malta: El extracto de malta fue preparado con 50 g de cebada germinada y 150ml

de agua destilada. Las enzimas fueron extraidas incubando a 55°C durante dos horas
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tras posterior filtracion (Analytica EBC, 1998). Se filtra la mezcla y se preparan las
diluciones adecuadas Se determind la actividad de las enzimas amilasa, ureasa y

GOT/AST.

*  Miel: se diluy6 al 1/2, 1/4 y al 1/8 (p/p) con agua destilada, se fracciond en alicuotas
de 1 ml, para su congelacion/liofilizacion y almacenamiento. Se determind la

actividad de la enzima amilasa.

» Sistemas modificados:

Los sistemas anteriores fueron modificados agregando trehalosa (Treh.)
(Hayashibara Co, Ltd., Shomoishii, Okasama, Japan/ Cargill Inc., Minneapolis, Minnesota,
U.S.A):

*E.A.S./Treh.: se agregé trehalosa (20% p/v) al extracto acuoso de soja preparado,
fraccion en masa de agua (W)=0.8.
*Miel/Treh.: se prepar6 diluyendo al 1/2, 1/4 y al 1/8 (p/p) la miel con solucion de

trehalosa 20% (p/v).

» Sistemas combinados o mezclas de Treh./sal
*[os sistemas anteriores, puros o modificados con trehalosa (T), fueron preparados
en presencia de diferentes sales (NaCl, CaCl,, MgC1,6H,0, Na;CsHs07.2HO7,
todos grados p.a Merck, Darmstadt, Germany,) en una proporcion molar azicar:sal

5:1.
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La composicion de los sistemas modelo se resume en la Tabla III. 1.

Tabla III.1 Composicion y contenido de solidos (% p/p) de los sistemas puros o
modificados con trehalosa.

Sistemas: Soélidos totales,
%:(p/p)
1. MIEL:
a) Miel- agua:
50% Miel ( 50:50 ) 41,5
25% Miel ( 25:75) 20,75
12.5% Miel (12.5:87.5) 10,4

b) Miel- sol. de Trehalosa (20% p/v):(Miel/Treh.)

50% Miel/Treh. ( 50:50 ) 51.5
25% Miel/Treh. ( 25:75) 35,75
12.5% Miel/Treh. (12.5:87.5) 27,9
2. SOJA:
a) Extracto acuoso de soja (E.A.S.) 0.1
b) E.A.S- sol. de Trehalosa (20% p/v):(E.A.S /Treh.) 20
3. MALTA (extracto enzimatico) 0.1
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III.C PREPARACION DE LOS SISTEMAS MODELO.

[II.C.1 SISTEMAS AMORFOS CONGELADOS.

Las soluciones que contenian el correspondiente extracto enzimatico (con o sin 20%
p/v de trehalosa o mezclas de azicar:sal) se distribuyeron en alicuotas de 1 ml que fueron

almacenadas en congelador a -26°C.

[II.C.2 SISTEMAS AMORFOS DESHIDRATADOS.

Los sistemas deshidratados amorfos fueron obtenidos mediante la liofilizacion de
las soluciones que contenian el correspondiente extracto enzimatico (con o sin trehalosa).
Ailicuotas de 1 ml de cada solucion fueron colocadas en viales de 3 ml, congelados 24 hs a
— 26°C e inmersos en aire liquido (temperatura — 200°C) antes de la liofilizaciéon en un
liofilizador que oper6 a una temperatura de placa condensadora de -110°C, a una
temperatura de camara de 25°C y una presion de 4.10” mbar. A fin de obtener muestras
con una fraccion de masa de agua (W) desde 0.05 a 0.15, las muestras liofilizadas fueron
transferidas a desecadores en vacio y expuestas durante una semana a 25 °C sobre las
siguientes soluciones salinas saturadas: LiCl; K;CO; y NaCl que permitieron obtener
humedades relativas (HR) de 11, 44 y 75% respectivamente, segun los requerimientos de

cada experimento (Greespan, 1977).
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[ILD DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AGUA EN SISTEMAS

DESHIDRATADOS

El contenido de agua total en los sistemas se determind colocando las muestras en
estufa de vacio durante 48 hs a 70°C (Cardona y col. 1997). Los resultados se expresaron en
fraccion en masa de agua (W) y corresponde a la diferencia de peso antes y después del
secado.

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

X+Y =1
W=X.0.1+Y.Wa
Y.Wa =W-(X.0.1)

Wa =(W -X.0.1) (1-X) (TI1.1)

donde X: fraccidn en masa de trehalosa cristalina; Y: fraccion en masa de trehalosa
amorfa; W: fraccion en masa de agua total; W,: fraccion en masa de la fase amorfa; 0.1:

fraccion en masa de agua del cristal dihidratado.

IIILE. CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Las soluciones para los estudios de crio-concentracion fueron almacenadas a — 26°C
hasta 60 dias. Los sistemas deshidratados se ajustaron al contenido de agua deseado, luego

los viales fueron herméticamente sellados y la estabilidad de las preparaciones de enzimas
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fue testeada a 55°C. A intervalos de tiempo adecuados, dos muestras fueron removidas del
freezer o estufa respectivamente, mantenidas 15 minutos a 25° C y la actividad remanente

fue determinada como se describe a continuacion.

IILF  DILUCION OPTIMA Y ACTIVIDAD ENZIMATICA REMANENTE.

IML.F.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

En cada caso se realizaron las mediciones en exceso de sustrato respecto a la enzima
(la dilucién adecuada de enzima se obtuvo por diluciones sucesivas de los extractos, para
hallar una respuesta lineal y corresponderia a una concentracion de sustrato equivalente a
10Ky, donde Ky es la constante de Michaelis-Menten, para obtener la maxima velocidad
catalitica. Se realizaron los blancos de muestra (enzima inactivada) y de reactivos. Se midio
la cantidad de productos de reaccion como indicador de actividad previo comprobaciones
discontinuas de que las mediciones se realizaron sobre una porcion significativa de la curva

de reaccion. Como referencia (100%) se usé la actividad de una alicuota a tiempo cero.

IILF.1.1. Amilasa:
El grado de hidrolisis fue empleado como medida de actividad de amilasa, segin el
método de Tietz (1999). Todos los reactivos provistos por Wiener Lab, Rosario, Argentina).
»  Fundamento del método: El sustrato (almidén) se incuba con la muestra,
produciéndose la hidrolisis enzimatica. Esta se detiene por el agregado de reactivo

de yodo, por su alto pH, y al mismo tiempo produce color con el remanente de
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almidén no hidrolizado. La disminucion de color respecto de un sustrato color (sin
muestra) es la medida de la actividad enzimatica, que se expresa en UA%.

Sustrato. Soluciéon de almidon 500mg/l, tamponado a pH 7 con buffer fosfatos 0.1
mol/l en NaCl 0.15mol/l. Wiener lab.

Reactivo de lodo: Solucion 0.01 eq./I de iodo en acido clorhidrico 0.02 mol/l.
Wiener lab.

Técnica: Se incubd Iml de sustrato atemperado a 37°, con 50ul del extracto diluido
muestra en bafo de agua a 37°C. A los 7 minutos y medio exactos, se agregd |1 ml
de Reactivo de Yodo. Se mezclé por agitacion suave y se retiraron los tubos del
bafio. Inmediatamente se agregé6 8 ml de agua destilada. Luego de mezclar por
inmersion, se leyo la absorbancia a 640 nm., llevando a cero con agua destilada

dentro de los 20 minutos.

IILF.1.2. Ureasa

La actividad enzimatica fue determinada mediante la medicion de la cantidad de urea

hidrolizada por el Método Faulkner and King (1970), con los reactivos provistos por Wiener

Lab, Rosario, Argentina.

Fundamento del método: la hidrolisis enzimatica (ureasa) de la urea origina
anhidrido carbdénico y amoniaco, que se hace reaccionar con fenol e hipoclorito
(reaccion de Berthelot), en presencia de nitroprusiato como catalizador. El color

desarrollado es proporcional a la cantidad de urea hidrolizada.

Sustrato: Solucion de urea. Concentracion: 60 mg%
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Reactivos:

-Reactivo 1 (reactivo fenodlico): fenol, nitroferricianuro de sodio y etilen-bis-
ditiocarbamato manganoso.

-Reactivo 2 (hipoclorito alcalino): hipoclorito de sodio y p-toluen sulfocloramida en

hidroxido de sodio.

Técnica: Se mezcld el extracto con 20 pl de solucion estandar de urea (0.6 g/l) por
agitacion suave y se incub6 a 37°C durante 5 minutos a 37°C. Luego se agreg6 | mL
del reactivo | y 1 mL del reactivo 2. Se mezcld por agitacion suave e incubd a 37°C
durante 5 minutos a 37°C y se agreg6 8 ml de agua destilada. Se mezclé por
inversion. Se leyo la absorbancia en espectrofotometro a 640 nm, dentro de los 20

minutos, llevando a cero el aparato con agua destilada.

HILF.1.3. Aspartato amino transferasa GOT (AST)

La determinacion de actividad enzimética se realizé segun el método de Amador y

Wacker (1962).

Fundamento del método: se utilizé un método cinético UV para la determinacion de
la actividad segin el consumo de NADH, basado en el siguiente esquema

reaccionante:

GOT/AST
L-aspartato + 2-oxoglutarato —» oxalacetato + L-glutamato
oxalacetato + NADH + —»  L-malato+NAD"
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Sustrato: 2-oxoglutarato, nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH), malato
deshidrogenasa (MDH) y lactato deshidrogenasa (LDH). Wienner lab. Buffer: solucion

de buffer TRIS pH 7.5 con L-aspartato.

» Técnica: La disminucion de absorbancia/min. (AA/min) dentro de 3 minutos de
registrada la reaccion a 340 nm multiplicada por un factor (1,740) es la medida de la

actividad enzimatica, que se expresa en UL

Para cada enzima contenida en el sistema, se tomaron dos muestras independientes,
a un tiempo seleccionado y se analizaron dos réplicas de cada muestra, informando el
promedio de cuatro medidas para cada tiempo de almacenaje. El error relativo (para un
intervalo de confianza de 95 %) fue de 5%.

La actividad de la enzima determinada después de un tratamiento dado (A) fue
relacionada a la actividad medida en condiciones iniciales (Ao) y la actividad remanente
(AR) calculada como:

AR.= 100 A/Ao. (111.2)
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[M1.G.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC):

Se utilizé6 un calorimetro diferencial de barrido (DSC) y el Sistema de analisis
térmico STARe version 3.1 (Mettler Toledo AG) para todas las mediciones. El instrumentO
fue calibrado con indio (punto de fusion 156.6°C) y zinc (punto de fusion 419.6°C).

Un analisis estadistico con varias réplicas indico que para las propiedades
termofisicas determinadas en los sistemas analizados, un minimo de dos réplicas deben ser
medidas para obtener valores oscilantes cercanos al 95% del intervalo de confianza. Los
analisis se realizaron por duplicado en recipientes de aluminio (Mettler, 40 pnl)
herméticamente sellados conteniendo las muestras (entre 10-15 mg). Un recipiente vacio

fue usado como referencia.

[11.G.2. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA

(Tg):

El método dinamico fue usado para determinar la temperatura de transicion vitrea
(Ty), en los sistemas modelos. Cada muestra fue calentada a una velocidad de 10°K/min.
Las temperaturas de las transiciones vitreas fueron determinadas a partir de las
discontinuidades detectadas en las curvas de flujo de calor versus temperatura de

calentamiento. La T, se consideré como la temperatura a la cual comienza el cambio en el
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calor especifico (valor “onset”) que se detecta en el termograma como un corrimiento

endotérmico de la linea de base.

II.G.3. DETERMINACION DEL GRADO DE CRISTALIZACION DE AZUCAR O
AGUA:

Se realizaron mediciones dindmicas para determinar las temperaturas de
cristalizacion de azicar (T.) o agua (T,.), entalpias de cristalizacion del azicar (AH.) o
fusion (AHy,) y calores de cristalizacion de agua (AHy.) o fusion (AHym). Las temperaturas
de cristalizacion informadas corresponden a la temperatura a la cual la linea de base
comienza a desviarse para dar el pico exotérmico de cristalizacion. Los valores de entalpia
de cristalizacion o fusion se obtuvieron calculado el area de la transicion exotérmica o
endotérmica respectivamente, en relacion a la masa de la muestra. El drea de los picos
endotérmicos obtenidos en los termogramas por DSC para muestras deshidratadas fue
usada para estimar el grado de cristalizacion de trehalosa, relacionandola con la entalpia de
fusion del cristal dihidrato puro de trehalosa, la cual fue de 139 J/g medida en las mismas
condiciones.

En las muestras congeladas, la cantidad de hielo formado después del almacenaje
bajo condiciones isotérmicas a -26°C fue calculado relacionando la diferencia entre los
picos endotérmicos obtenidos en los termogramas (AHp) y los picos exotérmicos
correspondientes al agua cristalizada durante el calentamiento dindmico (AH.), con la
entalpia de fusion de agua pura (330 J/g). El agua asociada a la fase amorfa se calculd
restando al agua inicial del sistema el agua congelada después del almacenaje, previo a la

corrida por DSC.
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IV.A. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.A. ESTABILIDAD DE LAS ENZIMAS EN MODELOS DE ALIMENTOS

CONGELADOS.

La preservacion de productos bioldgicos labiles tiene importantes aplicaciones en
los campos de la biologia, la bioquimica, la medicina y la ciencia de los alimentos. La
congelacion se considera el mejor método de conservacion a largo plazo de los alimentos,
pero la integridad de las proteinas puede verse afectada (Carpenter y col., 1986; Kerr y col.,
1993). Los alimentos o sistemas de alimentos congelados tienen regiones amorfas en
equilibrio metastable y, dependiendo de la temperatura de almacenamiento, la temperatura
y velocidad de congelacion, pueden contener una cantidad significativa de agua sin
congelar donde los solutos se concentran en una fase no congelada con propiedades (como
pH, fuerza idnica y viscosidad) significativamente diferentes respecto al sistema original.
La estabilidad de las biomoléculas en sistemas de alimentos congelados no sdlo se asocia
entonces con la temperatura, sino también con la transicion vitrea y la cantidad de agua no
congelada (Sallinen. y Ross, 1988). Las enzimas presentes en los alimentos constituyen un
sistema Gtil para estudiar los factores que afectan las reacciones de deterioro tipicas de los
alimentos congelados.

En esta seccion se estudio la estabilidad al congelado de las distintas enzimas de
alimentos como miel y semillas, seleccionadas como modelos de sistemas en matrices
naturales o modificadas por el agregado de trehalosa y el posible efecto sinérgico entre este
azicar y algunos iones. Las muestras fueron almacenadas isotérmicamente a —26°C para
evaluar el comportamiento de los sistemas a la temperatura de almacenamiento

recomendada para los alimentos congelados.
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IV.A.l ANALISIS COMPARATIVO DE LA ESTABILIDAD DE LAS DIFERENTES

ENZIMAS EN LOS SISTEMAS CONGELADOS.

En primer término, se analizé la estabilidad de distintas enzimas: amilasa, ureasa y
aspartato amino transferasa (GOT/AST) en sistemas naturales acuosos (fraccion en masa de
agua (W) igual o mayor a 0.9, ver seccion III.A.) en ausencia de aditivos que fueron
almacenados a -26 °C. La Figura IV.A.l muestra la actividad remanente de la enzima
amilasa de las diferentes fuentes estudiadas (miel, soja y malta) en funcién del tiempo de

congelamiento a —26°C.
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Figura IV.A.1. Actividad remanente de amilasa de distintas fuentes, en funcion del
tiempo de almacenamiento a -26°C. O Malta: extracto acuoso de cebada germinada;
A soja: extracto acuoso de soja; ® solucion de miel (12.5 % p/p).
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La Figura IV.A.2. muestra la actividad remanente de las enzimas de los extractos

vegetales: ureasa (soja y malta) y aspartato amino transferasa (GOT/AST) (soja) en funcién

del tiempo de almacenamiento a -26°C.
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Figura IV.A.2. Actividad remanente de las soluciones de enzimas de la fraccion soluble
de las semillas de soja y malta en funcion del tiempo de almacenamiento a -26°C. A
Ureasa (soja); ® Ureasa (malta) y O Aspartato amino transferasa (GOT/AST) (soja).

La pérdida de actividad de las enzimas estudiadas durante el almacenamiento isotérmico
mostrd una dependencia logaritmica en funcién del tiempo, que se ajust6 a una cinética de
primer orden (caracteristica de los procesos de desnaturalizacion de proteinas) segin la
ecuacion:

Ina/ag=-Kk; .t (IV.I)
donde t: tiempo de incubacion
ag: actividad de laenzimaat=0

a: actividad de la enzima al tiempo t
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ki: constante de velocidad de inactivacion enzimatica.

Aplicando este modelo cinético se calcularon las constantes de inactivacion y los
tiempos de vida media (tiempo para disminuir en un 50% la actividad inicial, #,,) a -26°C
para todas las enzimas estudiadas, excepto para la enzima GOT/AST de soja que mostré un
coeficiente de correlacion bajo y por lo tanto se estimo el #;,, a partir de la interpolacion de
los datos experimentales directamente. Los valores obtenidos y los coeficientes de
correlacion correspondientes se muestran en la Tabla [.V.A.l. La constante de inactivacion
para la enzima amilasa de malta no pudo ser calculada ya que los valores de actividad
fueron practicamente constantes a esa temperatura.

Tabla IV.A. 1. Constantes de inactivacion (k) y tiempos de vida media (1) para las
enzimas amilasa (soja y miel), ureasa (soja y malta) y GOT/AST (soja) calculadas con un

ajuste correspondiente a una cinética de orden 1 para los sistemas almacenados a -26°C.
Se muestra también el coeficiente de correlacion lineal () correspondiente.

ki r Temperatura ty
Enzimas (dias”") T (dias)
Amilasa:
¢ Soja 0,0113 0,9405 -26 61
e Miel solucién 12.5 % p/ p 0,0193 0,9629 -26 36
e Miel sin diluir * 0,0004214 np 2] 1650
Ureasa:
¢ Soja 0,0092 0,8485 -26 75
e Malta 0,0052 0,8415 -26 132
e Soja 0,0312 0,6472 -26 10/ **

np: no publicado

* Se incluyeron datos para miel sin diluir, medidos por White y col. (1964) como actividad
diastasica.

** Valor estimado por interpolacion de los datos experimentales
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IV. A.l.a. Amilasas (miel, soja, malta)

La enzima amilasa del extracto de malta fue la que se mantuvo mds estable durante el
almacenamiento a —26°C, con valores de actividad remanente practicamente constantes en
el periodo de tiempo estudiado (Figura [V.A.1). La actividad de la enzima del sistema de
miel fue la que mas disminuy6 con el tiempo de almacenamiento, el tiempo de vida media
fue de 36 dias, siendo este valor aproximadamente la mitad del t,, determinado para la
amilasa de soja.

Estudios previos comprobaron que la cinética de desnaturalizacion térmica de amilasa
de miel en un rango de -20 a 71°C se ajustaba al modelo de Arrhenius (White y col., 1964;
Babacan y col.; 2002). Estos autores calcularon el valor de la energia de inactivacion (E,)
para esta enzima encontrando una alta variabilidad debido a la diversidad de tipos de miel
y de los métodos de medicion. Los valores obtenidos en el presente trabajo para la
constante de inactivacion de amilasa en un sistema tan diluido como el ensayado, difieren
notablemente de los estimados por White y col. (1964) para miel pura (ver Tabla [V.A.1).
Sin embargo, estudios recientes mostraron que la enzima amilasa de miel en su forma
purificada fue menos resistente al tratamiento térmico que la enzima en su entorno original,
revelando el efecto protector de los componentes naturales sobre la enzima (Babacan y
Rand, 2007). Se sabe que la miel pura es un sistema sobresaturado de azicares (glucosa y
fructosa) que confieren alta viscosidad al medio y protegen a sus biomoléculas. Es de
esperar entonces un efecto desestabilizante por el agregado de agua al sistema de miel. Se
observd que la enzima amilasa en una solucion de 12,5 % de miel (W=0,9) fue

particularmente susceptible a la inactivacion por congelacion.
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IV. A.1.b. Ureasa (soja, malta)

Las enzimas ureasas de soja y malta fueron muy estables a -26°C. Los valores de
actividad remanente luego de 60 dias de almacenamiento fueron entre 60-70% respecto de

la actividad inicial, dependiendo de la variedad botanica estudiada (Figura [V.A.2.)

IV. A.l.c. Aspartato amino transferasa (GOT/AST) (soja)

Se observd que la estabilidad de la enzima GOT/AST de soja en el extracto acuoso se
perdi6 rapidamente al almacenarla a -26°C, siendo el tiempo de vida media
aproximadamente de 10 dias (Figura [V.A.2). Comparando los 7, (Tabla [V.A.1) se observa

que la GOT/AST de soja es la enzima mas labil de las enzimas analizadas.

Como la estabilizacion o inhibicion de la actividad enzimatica en sistemas congelados
depende de los efectos generales provocados por la congelacion (concentracion de sales,
cambios en el pH, transiciones de estado, etc.) y de la naturaleza de la enzima en particular
(Carpenter y col., 1986), en el presente trabajo, se seleccionaron las enzimas que fueron
mas labiles a las condiciones de almacenamiento (GOT/AST de soja y amilasa de miel)
como sistemas modelos para estudiar el efecto de las distintas variables (composicion,
estado fisico del medio) que permitirian aumentar in-vitro la estabilidad durante el
congelado. Se realizaron ensayos para estudiar conjuntamente la preservacion de las
enzimas y las propiedades fisicas de los sistemas modelos modificados por el agregado de

trehalosa y trehalosa con sales.
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IV.A2. ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR LA ESTABILIDAD ENZIMATICA EN
MODELOS DE ALIMENTOS CONGELADOS: EMPLEO DE AZUCARES

PROTECTORES.

Los azicares de bajo peso molecular y polioles son utilizados como agentes
crioprotectores en la industria alimentaria; por ejemplo la sacarosa y el sorbitol son usados
comunmente en la estabilizacion de proteinas miofibrilares de pescado (Noguchi y
Matsumoto, 1970; Noguchi, 1974). Se sabe que el azicar trehalosa (disacarido de glucosa)
es un buen agente estabilizante de materiales bioldgicos durante el congelamiento y tiene el
beneficio adicional de proteger a ciertas proteinas durante el secado posterior (Crowe y
col., 1996; Miller y col, 1997, 1998; Mazzobre, 2001; Mazzobre y col.; 2006). Este azicar
es un osmolito natural que se acumula en las células de organismos vivos como mecanismo
de adaptacion a ambientes con temperaturas extremadamente bajas (Montiel, 1998). In
vitro, no es posible generalizar estos efectos ya que esta proteccion depende también de la
naturaleza de las proteinas (Kaushik y Bhat, 2003). En los altimos afios la trehalosa fue
aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) como aditivo de uso alimentario.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se eligio a este disacarido
para evaluar su efecto sobre la estabilidad de los sistemas enzimdticos de los distintos
alimentos que fueron afectados por el congelado. Como la capacidad protectora de un
aditivo durante el congelamiento esta directamente relacionada con su concentracion inicial
y se necesitan concentraciones relativamente altas (mas de 0,3 M) para afectar la
estabilidad de la proteina (Arakawa y col, 1993), se estudid la proteccion de las enzimas

empleando una concentracion inicial de trehalosa de 20% (p/v).
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IV. A.2.1 Estabilidad de las enzimas de sistemas modelos de alimentos congelados en

presencia de trehalosa.

Se examinoé el efecto de la incorporacion de trehalosa sobre la estabilidad de los
sistemas enzimaticos conteniendo amilasa de miel y GOT/AST de soja, seleccionadas en la
seccion anterior.

En los sistemas modificados por el agregado del disacarido aumentd la cantidad de
solidos totales. Los sistemas de miel puros tenian 10,4% p/p de sdlidos de miel y los
modificados 27,8% p/p de sélidos totales (10,4% sélidos de miel y 17,4 % de trehalosa), el
sistema de la enzima GOT/AST (soja) modificado con el agregado de trehalosa
(E.A.S./Treh) tenia 20% de sdlidos (trehalosa) (W=0,8) (ver Tabla III.1.).

La Figura [V.A.3 muestra la actividad remanente de la enzima amilasa en el sistema
modificado miel-trehalosa (Miel/Treh.) y de la enzima GOT/AST de soja en el extracto
acuoso modificado con el agregado de trehalosa (E.A.S./Treh.) en funcion del tiempo de
almacenamiento a —26°C. Para cada sistema se indican los tiempos de vida media (t;z)
correspondientes. Ajustando los datos experimentales a una cinética de orden uno se obtuvo
la constante de inactivacion a -26°C de la enzima amilasa en el sistema Miel/Treh. (k =
0.0043 dias ") y de la enzima GOT/AST (soja) en el sistema E.A.S./Treh. (k= 0.0074 dias

1, los coeficientes de correlacion lineal fueron 0.9475 y 0.8482, respectivamente.
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Figura IV.A.3. Actividad remanente de las enzimas: ® amilasa (miel), en el sistema
maodificado miel-trehalosa (27.8% de solidos totales) y M GOT/AST (soja) en el sistema
modificado con el agregado de trehalosa (E.A.S/Treh.)(20% de solidos totales) en funcion
del tiempo de almacenamiento a —26°C. Para cada sistema se indican los tiempos de vida
media (1) correspondientes.

Se observo que en los sistemas modificados la k; disminuyd y por lo tanto los #;, a -
26°C de las enzimas aumentaron (respecto a los valores obtenidos para los sistemas puros
en la Tabla IV.A.1), alcanzando un valor de 161 dias y de 94 dias para la amilasa (miel) y la
enzima GOT/AST (soja) respectivamente, lo cual indica que en presencia de trehalosa la
estabilidad de las enzimas al congelado fue mayor.

Debe tenerse en cuenta que la adicion de trehalosa a la miel aumentd el contenido
de solidos y modifico el perfil de los azucares (mono y disacaridos) de la matriz. Por lo
tanto podrian haber dos efectos involucrados en el incremento de la estabilidad enzimética
observado: un efecto dado por el aumento en el contenido de sdlidos del sistema y otro

especifico del azucar trehalosa. La evaluacion del efecto crioprotector a nivel molecular

resulta entonces compleja ya que podria haber también interacciones especificas
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adicionales de la trehalosa con los azucares presentes en la miel. Sin embargo, es una
situacion interesante a examinar porque se sabe que la combinacion de varios azlcares es
una opcion a considerar para la crioproteccion de alimentos (MacDonald y Lanier, 1991).
Se ha observado que ciertos insectos (Eurosta solidaginis) acumulan mezclas de
carbohidratos, cuya sintesis esté inducida estacionalmente en climas extremadamente frios

(Wasylyk y col, 1988).
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IV. A.2.2. Efecto de la proporcién de solidos sobre la estabilidad al congelado de la

enzima amilasa del sistema de miel.

Los resultados obtenidos en la seccion anterior mostraron que el agregado del
azicar trehalosa al sistema de carbohidratos de miel mejord la estabilidad de la enzima
amilasa durante el congelamiento. Result interesante entonces analizar la relacion entre la
composicion y el contenido de sélidos iniciales con la conservacion de la actividad
enzimatica durante el almacenamiento isotérmico a -26°C en ambos sistemas (puros de
miel y modificados). Los sistemas se prepararon en las proporciones sefialadas en la Tabla
III.1., en los sistemas modificados la cantidad de sélidos totales cambi6 por el agregado de
trehalosa. En primer término se analizé la estabilidad de la enzima amilasa en el sistema de
carbohidratos de miel (solucion sobresaturada de glucosa y fructosa) con distintos

contenidos de agua en funcidn del tiempo de almacenamiento a -26°C (Figura [V.A.4).
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Figura IV.A4. Actividad remanente de la enzima amilasa en el sistema de carbohidratos
de miel/agua en funcion del tiempo de almacenamiento a -26°C. Sistemas: ® 50% miel, ©
25% miel, © 12.5 % de miel.
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Se observo que a tiempos cortos (15 dias) cualquiera de las diluciones de miel
analizadas protegié satisfactoriamente a la enzima amilasa, pero a tiempos de
almacenamientos mayores de 40 dias la actividad remanente se conservd sélo en los
sistemas con mayor cantidad de miel. Estos resultados estarian relacionados con dos
factores. Uno seria el desarrollo de un mecanismo de “auto-proteccion” de la enzima con el
aumento de su concentracion, por lo cual mejoraria su estabilidad en los sistemas con
mayor cantidad de miel. Este es un comportamiento que ya fue observado para otras
proteinas y s6lo se manifiesta en sistemas congelados (Tamiya y col. 1985; De Cordt y col.,
1992; Izutsu y col., 1994; Miller y col., 1998; Lecker y Khan, 1998). Por otro lado, la
diluciéon de la miel disminuiria el nimero de moléculas de azicares que naturalmente
brindan proteccién. Otros autores observaron también este efecto sobre las enzimas de la
miel pero almacenando los sistemas a otras temperaturas. Por ejemplo la enzima invertasa
resultdo ser alrededor de 24 veces menos resistente al tratamiento térmico a 50 y 60°C
cuando la miel fue diluida respecto a la enzima en la miel sin diluir (White y col. 1964) .
También se informé que la resistencia térmica de la enzima amilasa disminuyd
drasticamente cuando fue purificada; el valor de #,, a 40°C fue de 24 min, para la enzima
purificada y de 31 dias en la miel sin diluir (Babacan y Rand, 2007).

En el presente trabajo la estabilidad enzimatica a -26°C disminuyé marcadamente al

aumentar la dilucion de la miel.

En un segundo grupo de experimentos se compard la estabilidad de la enzima
amilasa en sistemas modificados con trehalosa. Las muestras de los sistemas modificados
tenian igual cantidad de miel (o igual cantidad de enzima) que las muestras de miel sola

(50, 25 y 12.5% de miel) pero distinta cantidad de sélidos. La cantidad de solidos totales
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aument6 por el agregado de trehalosa (ver Tabla III.1). En la Figura [V.A.5 se compara la
actividad remanente de la enzima amilasa en las muestras de los sistemas diluidos de miel y
miel modificada con trehalosa (Miel/Treh.) luego de 60 dias de almacenamiento a -26°C

(tiempo de maxima desestabilizacion, ver Figura [V.A.1).
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Figura IV.A.5. Actividad remanente de la enzima amilasa en sistemas miel/agua y
sistemas modificados miel/trehalosa (miel/Treh.) luego de 60 dias de almacenamiento a -
26°C. Los sistemas modificados tienen igual cantidad de miel que el sistema de miel sola,
la cantidad de sdlidos totales aumento por el agregado de trehalosa. Se indica en cada
barra el contenido de sélidos totales de la matriz (% p/p).

En todos los sistemas estudiados (tanto sistemas puros como sistemas mezcla), la
estabilidad de la enzima aument6 al aumentar la proporcion de miel en la matriz. En las
muestras con 50% de miel la actividad enzimatica inicial se mantuvo luego del tiempo de

congelamiento y no se observaron diferencias debidas a la incorporacion de trehalosa.
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Probablemente la cantidad de enzima en estos sistemas concentrados sea lo suficientemente
alta para “auto-protegerse” del deterioro provocado durante el congelamiento. Este efecto
“auto-protector” puede ser atribuido a la disminucion del porcentaje de proteina dafiada por
la interfase hielo-agua (ver IV A.2.1.3). Por otro lado, en los sistemas mas diluidos (12.5 y
25% de miel) la adicion de trehalosa mejoro la estabilidad de la enzima con respecto a la
obtenida en la matriz de miel sola, y el efecto crioprotector fue mayor al disminuir la
concentracion de miel.

En base a estas observaciones, se analizd si la mayor estabilidad de los sistemas
conteniendo trehalosa se debia a una accion crioprotectora especifica del azicar o fue
consecuencia del aumento del contenido de solidos en estas matrices modificadas. La
Figura IV.A.6. muestra la actividad remanente de la enzima amilasa luego de 60 dias de
congelamiento a —26°C en los dos sistemas: miel/agua y modificado miel/trehalosa en

funcién de la concentracion de solidos de la solucion inicial .
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Figura IV .A.6. Efecto del contenido de solidos sobre la actividad remanente de amilasa
almacenada durante 60 dias a -26°C en sistemas miel/agua y miel/trehalosa. Los datos de
contenido de sélidos se discriminaron en los aportados por la miel (O) y los aportados por
la miel y la trehalosa en los sistemas modificados (®).
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Se observo que la actividad enziméatica remanente a los 60 dias de congelado dependid
del contenido de sélidos iniciales de las muestras, hasta alcanzar la estabilidad maxima de
amilasa en los sistemas con una concentracion de 40% (p/p) de solidos. Este seria un valor
critico de concentracion a partir del cual se logra estabilizar los sistemas en las condiciones
analizadas. Ademas, los puntos correspondientes a los sistemas miel/trehalosa en la Figura
IV.A.6 siguen practicamente la misma tendencia que aquellos sin trehalosa, lo cual indica
que en estos sistemas no se observo un efecto especial del disacarido, mas que el de
incrementar el contenido de los azucares en la solucion. Otros autores también observaron
que la efectividad crioprotectora esta directamente relacionada con la concentracion inicial
de los azucares. Miller y col., (1998) trabajando con la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH, EC 1.1.1.27, Tipo II, musculo de conejo) y MacDonald y col., (1996) con la enzima
que hidroliza el adenosintrifosfato (Ca-ATPasa, actomiosina de Tilapia nilotica)
encontraron que la estabilidad enzimatica durante el congelamiento fue proporcional a la
concentracion de azilicares hasta alcanzar una cantidad Optima, a partir de la cual en algunos
casos podria disminuir incluso la proteccion. Este valor fue dependiente de la enzima y
varid con el azucar y la composicion del medio.

En el presente trabajo la adicion de trehalosa permitid mejorar la estabilidad de la
enzima amilasa de miel y de la enzima GOT/AST de soja en los sistemas conteniendo 40%
y 20% de sélidos iniciales respectivamente. Esta informacion podria resultar util si se desea
disefiar una formulacion que provea proteccion frente a la desnaturalizacion proteica en
sistemas congelados (Izutsu y col., 1995; Miller y col., 1998; Kaushik y Bhat, 2003).

El mecanismo de estabilizacién de la trehalosa ha sido ampliamente estudiado y se
relaciond con la capacidad de establecer interacciones especificas azlcar-proteina, por la

capacidad de formar un sdlido amorfo y por el efecto adicional observado a bajas
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temperaturas de disminuir la formacion de cristales de hielo (Carpenter y col., 1986; Crowe
y col., 1994; Miller y col., 1998, Fields y col., 2001). Desde el punto de vista
termodindmico, los azlcares favorecen la estructura nativa del biomaterial porque
estabilizan las interacciones hidrofébicas intramoleculares, incrementando la hidratacion
preferencial de la proteina con exclusion selectiva del azicar y aumento del agua que rodea
la superficie (Arakawa y Timasheff, 1982a; Kaushik y Bhat, 2003.). Desde el punto de vista
cinético, se observd que el agregado de azucares promueven la formacién de regiones
amorfas que se encuentran en equilibrio metaestable (o estado de no equilibrio), donde los
cambios son dependientes del tiempo (Crowe y col., 1996; Miller y col, 1997).

Ademas, el azlcar trehalosa ha demostrado tener un efecto caotrépico sobre la
estructura del agua que distorsiona la estructura tetraédrica de la molécula e inhibe la
formacion de cristales de hielo (Patist y Zoerb, 2005).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se estudiaron los cambios térmicos de las
matrices de carbohidratos de miel, carbohidratos de miel/trehalosa y solucion del extracto
de soja/trehalosa por DSC, para obtener informacion sobre los estados de equilibrio
termodinamicamente estables y metaestables, la cinética de cristalizacion del hielo en los
distintos sistemas y su relacion con la capacidad crioprotectora de los mismos (ver seccion

IV.A.3).
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IV.A3. ESTABILIDAD DE LAS ENZIMAS DE SISTEMAS MODELOS DE
ALIMENTOS CONGELADOS EN SOLUCIONES SALINAS O SOLUCIONES
SALINAS COMBINADAS CON TREHALOSA.

El efecto de los electrolitos tiene un interés especial debido a que estan presentes en
todos los sistemas biologicos, afectan la estructura del agua y serian capaces de interactuar
con moléculas bioldgicas. Existen evidencias que indican que ciertas sales pueden
estabilizar proteinas, en términos generales esta habilidad se deberia a un balance entre los
efectos especificos que se producen por la unién de los iones a la proteina y por la
modificacion del equilibrio fisicoquimico del medio (Arakawa y Timashelff, 1982 b;
Arakawa y col., 1993). Se ha comprobado un sinergismo entre cationes divalentes y
matrices de sacarosa para proteger ciertas enzimas en sistemas congelados (Okada: 1963;
Castell y col., 1970; Carpenter y col., 1987, Hazen y col., 1988). Sin embargo la
informacion del efecto de los iones sobre la funcionalidad/estabilidad en matrices de
trehalosa durante el congelamiento no es concluyente (Miller y col., 1998; Mazzobre, 2001;
Longinotti y col., 2002). El efecto de los iones sobre el entorno esta establecido por las
llamadas series liotropicas de Hofmeister, de acuerdo a esta teoria, los iones imponen un
orden local sobre el agua que los rodea, donde los agentes cosmotrdpicos refuerzan su
estructura y por el contrario los caotropicos aumentan el desorden molecular. Las
propiedades del agua son entonces profundamente modificadas y pueden afectarse también
las interacciones entre las macromoleculas, especialmente en los sistemas concentrados; sus
efectos son estudiados recientemente en sistemas bioldgicos y alimentos (Lo Nostro y col.,

2005; Calligaris y Nicoli, 2006)
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En base a estas observaciones, en esta seccion del trabajo se investigo el efecto del
agregado de varias sales sobre la estabilidad de las enzimas estudiadas (amilasa de miel y
aspartato amino transferasa (GOT/AST) de soja y sobre las propiedades fisicas de los
sistemas originales o modificados por el agregado de trehalosa. Se seleccionaron varios
cloruros (MgCl,6H,0O, NaCl, Ca,Cl) y citrato de sodio (Na3CsHsO;, 2H,0), sales
potencialmente importantes en el estudio de la ciencia de los alimentos. Las especies
ionicas tienen efecto cosmotrdpico (citrato, Mg"™), caotrdpicos (cloruros) y neutrales (Na*y

Ca™.

IV. A.3.1. Amilasas en sistemas de miel

El efecto especifico de ciertas sales sobre la actividad de amilasas en solucion ya fue
estudiado. Estudios previos establecieron que la mayoria de las enzimas o amilasas de
origen animal y algunas amilasas de origen bacteriano son estabilizadas por la presencia de
iones pequefios como cloruros. Levitzky y Steer (1971) demostraron que la unién
esteroespecifica de estos aniones con la enzima inhibe su desnaturalizacion al estabilizar la
union de la proteina con su cofactor, el i6n calcio. De acuerdo con esto, los aniones mas
grandes no podrian incorporarse a este sitio especial de union y no protegerian la enzima.
Sin embargo, ensayos posteriores informaron que los iones de citrato de sodio, en cierto
rango de concentracion, pueden formar un complejo con la enzima aumentando su
estabilidad (Lecker y Khan, 1998). En general, se podria suponer que cualquier factor que
altere termodinamicamente la estabilizacion de una proteina nativa en solucion tenderd a
tener el mismo efecto durante el congelamiento. Sin embargo, cuando un sistema de

multicomponentes (como la miel) es congelado se producen ademas cambios drasticos del
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entorno que podrian afectar las interacciones entre la enzima y estos componentes
(Carperter y col., 1987). Para analizar este efecto se evalud experimentalmente el
comportamiento de los aniones de diferente tamafio (cloruros y citrato) y de los distintos
cationes sobre la actividad de la enzima en sistemas sobreenfriados. La concentracion de

sales se mantuvo en valores constantes, (0.1M) en todos los casos.

En primer lugar, se analiz6 el efecto del agregado de las distintas sales sobre la
estabilidad de la enzima en el sistema de miel (12.5% miel). En la Figura IV.A.7 se
compard la actividad remanente de la enzima amilasa luego de 60 dias de almacenamiento
a -26°C (condiciones de tiempo y concentracion criticas para la estabilidad de la enzima
(ver Figura IV.A.4)) en los sistemas con 12.5% de miel y los sistemas combinados con las

sales (I11.B)

Amilasa (12,5% miel ) - Temp.:-26°C

[$,]
o

actividad remanente a los 60 dias, %

miel / NaCl mie/CaCl2 miel/MgCI2

Figura IV.A.7. Actividad remanente de la enzima amilasa en el sistema miel/agua
(12.5% miel) en presencia de distintos cloruros: MgCl,6H;0, NaCl, y Ca;Cl y citrato
de sodio (Na;CsHs0; 2H>0) luego de 60 dias de almacenamiento a -26°C.
Concentracion de sal: 0.1M en todos los casos.
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Se observo que el agregado de las sales de sodio (citrato y cloruro) al sistema de
carbohidratos de la miel antes del congelado mejor¢ la estabilidad de la enzima amilasa con
respecto a la observada en las muestras sin sal. El cloruro de calcio tuvo muy poco efecto y
en presencia de cloruro de magnesio la enzima se inactivé completamente. El efecto de los
distintos cloruros sobre la actividad remanente de la enzima dependié del tipo de cation
involucrado. El catiéon Na" brindé mayor estabilidad que los cationes divalentes, el efecto
de Ca™ fue muy débil, mientras que el Mg" inhibié a la enzima. Estudios recientes
mostraron resultados similares acerca de la influencia de estas sales sobre la actividad de la
enzima amilasa de miel. Babacan y Rand (2007), observaron que la enzima purificada es
inhibida por MgCl, (22.4%) mientras que el CaCl, (en una concentracion normalmente
presente en la miel, 0.4 mM) no tuvo ningln efecto. Se sabe que la mayoria de las
a—amilasas son metaloenzimas que necesitan iones calcio como cofactor para su actividad
(Thoma y col., 1971), pero segin se observd en el presente trabajo el agregado de Ca** no
aumentO la estabilidad de esta enzima en estado congelado. Otros autores ya habian
encontrado que la presencia de Ca** extrinseco no mejoraba la resistencia térmica de la
enzima amilasa en miel y amilasa en secrecion salival de abeja (Rinaudo y col., 1973). Por
otro lado, Lecker y Khan (1998), trabajando con amilasa de papa, comprobaron que la
asociacion de cationes fuertemente desestabilizantes (como es en este caso el ion magnesio)
con los cloruros, producia la pérdida del efecto positivo que estos tienen sobre la
estabilidad de la enzima. El empleo de sales que tienen el mismo cation, permitié examinar
el efecto de los aniones (Figura IV.A.7.). El citrato, con tres cargas negativas y mayor
tamafio tuvo un efecto estabilizante similar, e incluso algo mejor, que los iones cloruros que

tienen el tamafio adecuado para insertarse en el sitio de union de los aniones que consolidan
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la estructura de la enzima. Resultados similares observaron Lecker y Khan, (1998)
empleando concentraciones moderadas de sales de citrato para estabilizar en solucion la

estructura de la enzima a.—amilasa de origen microbiano.

Luego se analiz6 el efecto del agregado de las distintas sales sobre la estabilidad de
la enzima en el sistema miel/trehalosa (12.5%miel/Treh.) para evaluar el efecto de una
posible interaccion de los iones con la trehalosa. En la Figura IV.A.8 se compar6 la
actividad remanente de la enzima amilasa luego de 60 dias de almacenamiento a -26°C en
los sistemas con 12.5% de miel y los mismos sistemas de miel conteniendo trehalosa/sales
(R=5).
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Figura IV.A.8. Actividad remanente de la enzima amilasa en el sistema de miel
conteniendo trehalosa/sal (R=5) (12,5% miel/Treh.) luego de 60 dias a -26°C. Sales:
MgCl,, NaCl, Ca,Cl y Na3;C¢HsO, (NaCit.) concentracion 0,1M en todos los casos.
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Se puede ver que cuando la trehalosa estuvo presente, el agregado de las sales al
sistema tuvo un efecto negativo sobre la proteccion de la enzima con respecto a la
observada en las muestras con trehalosa sin sales (Figura IV.A.7). En presencia de citrato
de sodio este efecto fue menor. Nuevamente se observo el efecto negativo del cloruro de

magnesio que inactivo completamente la enzima.

Para lograr una mayor comprension del efecto de la presencia de estas sales y la
eficiencia crioprotectora de los sistemas, se analiz6 la influencia de las sales que
estabilizaron/desestabilizaron mayoritariamente al sistema sobre la estabilidad de la enzima
amilasa en las matrices con distinta concentracion de sélidos iniciales (ver Tabla III.1). La
Figura IV.A.9 muestra la actividad remanente de amilasa luego de 60 dias de
almacenamiento a -26 °C en los sistemas de miel sin sal (miel) y con el agregado de citrato
de sodio y cloruro de magnesio (miel/sal: linea discontinua) y miel modificados con
trehalosa sin sal (miel/Treh.) y con el agregado de citrato de sodio y cloruro de magnesio

(miel/Treh./sal: linea continua) en funcion de la cantidad de sélidos iniciales.
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Figura IV.A.9. Actividad remanente de la enzima amilasa en los sistemas miel/sales en
presencia/ausencia de trehalosa en funcion de la concentracion de solidos luego de 60 dias
de almacenamiento a -26°C . Sistemas miel/sal: ¢ MgCl, y A Na;CsHsO; (NaCit.)
Sistemas miel-Trhe/ sal(R=35). ® MgCl,y A Na;CsHs0; (NaCit.) Sistemas sin sal: ® miel
sin sal y ® miel/trehalosa sin sal

Se observd que la presencia de citrato de sodio o cloruro de magnesio afectd
negativamente la estabilidad de la enzima en todas las matrices de miel que fueron
congeladas con trehalosa. En los sistemas de miel/Treh/MgCl, la estabilidad fue buena
durante los primeros dias de ensayo (dato no mostrado) pero luego de 60 dias de
almacenamiento se observo una pérdida total de la actividad con respecto al sistema de miel
original. En las soluciones de miel sola la adicion de citrato de sodio mejor¢ la estabilidad

de amilasa principalmente en los sistemas mas diluidos.
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En la Figura IV.A.10 se compararon los valores de actividad remanente de amilasa
en ambos sistemas (miel pura y modificada con trehalosa) con distinto contenido de miel,

en presencia de citrato de sodio.

amilasa, miel-Temp.-26°C
miel/Treh./NaCitr.
miel/NaCit.

actividad remanente a los
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“miel/NaCit.

50,0 % miel miel/Treh./NaCitr.
' 25,0 % miel

12,5 % miel

Figura IV.A.10.  Actividad remanente de la enzima amilasa en los sistemas de
miel/NaCit. y miel/Treh./NaCit. luego de 60 dias de almacenamiento a -26°C.

Segin se pudo observar la presencia de citrato de sodio mantuvo la actividad
enzimatica en niveles constantes en ambos sistemas, independientemente de la dilucién de
los mismos. Este efecto dependeria exclusivamente de la cantidad de sal presente en la
matriz de azicar y se observd nuevamente el efecto negativo de la adicion de la sal sobre la
proteccion de la trehalosa en todos los sistemas. Al respecto se sabe que las sales pueden
interactuar con los componentes del medio modificando las interacciones

hidrofilicas/hidrofobicas establecidas entre las moléculas (Walstra, 2003). En general, la
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efectividad de aztcares o sales para preservar materiales bioldgicos ha sido relacionada con
el efecto que estos tienen sobre la estructura normal del agua (basada en una estructura
tetraédrica unida por enlaces hidrégeno) y sobre la cantidad de agua congelada (Patist y
Zoerb, 2005). En particular la trehalosa y el idn citrato (el cation Na que forma la sal tiene
un efecto neutral) influyen de modo diferente. El i6n citrato es un agente cosmotrdpico, que
refuerza la red estructural de agua que lo rodea y aumenta la cantidad de enlaces hidrogeno
entre las moléculas. Mientras que la adicion de trehalosa distorsiona la configuracion
tetraédrica (efecto caotropico) y disminuye la cantidad de agua congelada. Por la tanto
mientras la trehalosa altera la estructura del agua, el io6n citrato la refuerza. Esta situacion
tendria importancia en dos factores que afectan la estabilidad de los sistemas: en el agua
disponible que modifica la estructura y propiedades funcionales de las macromoléculas en

las matrices concentradas por congelacion y sobre la cantidad de agua congelada.
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IV. A.3.2. Aspartato amino transferasa (GOT/AST) (soja)

En primer término se analiz6 el efecto especifico de las sales sobre la estabilidad de
la enzima aspartato amino transferasa (GOT/AST) del extracto acuoso de soja congelado en
ausencia de trehalosa. La Figura IV.A.11 muestra los valores de tiempo de vida media (72,
expresados en dias, obtenidos para la enzima GOT/AST en el sistema acuoso (W=1)yenel

sistema acuoso en presencia de sales.

o e e————— S e - — \

GOT/AST ( soja, W=1) - Temp.:-26°C

1]
8
- |
5 | i
W 0L < o o i e AT B e
E |
: |
s |
>
Q
©
(o}
Q
E
2
-
T
. e
EAS/ NaCl EAS/CaCl2 EAS/MgCI2 EAS

Figura IV.A.11. Valores de tiempo de vida media (ty) a -26°C de la enzima GOT/AST
presente en la fraccion soluble de semilla de soja conservada en el extracto acuoso (EAS)
en presencia/ausencia de distintas sales. Concentracion EAS W= 1, concentracion de sal
0.1 M en todos los casos.

En este ensayo se observo que el agregado de las sales al EAS mejor¢ la estabilidad

de GOT/AST al congelado, la excepcion fue el cloruro de magnesio que no produjo
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cambios sobre la estabilidad de la enzima (el valor de ¢, fue aproximadamente de 10 dias,
similar al obtenido para el EAS solo). Si bien los cloruros de sodio y calcio duplicaron el
112 respecto al valor obtenido para el sistema sin sales, el efecto mas notorio se evidencio en
presencia de citrato de sodio. Los sistemas conteniendo el mismo cati6n, como EAS/NaCit
y EAS/NaCl, permitieron evaluar el efecto del anidn. El citrato mejord la estabilidad de la
enzima respecto a la observada en el extracto acuoso sin el agregado de sales, aumentando

el ty, a 50 dias.

En segundo término se analiz6 la influencia de las posibles interacciones aziicar/sal
sobre la proteccion de la enzima en las matrices que contenian el disacarido trehalosa. La
Figura IV.A.12 muestra: a) la actividad remanente de GOT/AST del extracto de soja en
matrices (W=0,8) conteniendo trehalosa sin sal y trehalosa con el agregado de sales
almacenados a -26°C en funcion del tiempo y b) los ¢, calculados para cada uno de los

sistemas.
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Figura IV.A.12.a). Actividad remanente de la enzima GOT/AST en la fraccion

soluble del extracto acuoso de semilla de soja en presencia de trehalosa (EAS/Treh.) y
trehalosa con el agregado de distintas sales (R=5) en funcion del tiempo de
almacenamiento a -26°C.. b). Tiempos de vida media calculados para los distintos
sistemas. Concentracion EAS W= 0.8, concentracion de sal 0.1M en todos los casos.

79



IV.A. RESULTADOS Y DISCUSION

Al igual que lo observado para amilasa (Figura IV.A.8) se puede ver que en
presencia de trehalosa, el agregado de cualquiera de las sales tuvo un efecto negativo sobre
la estabilidad de la enzima GOT/AST con respecto a la observada en las muestras
conteniendo el azicar sin sales. Las formulaciones que contenifan los cationes calcio y
magnesio fueron las mas afectadas. La pérdida de actividad enzimatica mostré una
dependencia logaritmica en funcion del tiempo para las mezclas que contenian trehalosa y
cationes sodio o magnesio, la muestra adicionada con calcio tuvo un comportamiento
diferente (Figura IV.A.12 a). Para una mejor visualizacion de los resultados, en la Figura
IV.A.12 b, se compararon los valores de tiempo de vida media (#,2) a -26°C calculados a

partir de los datos cinéticos de la Figura [V.A.12 a) en los sistemas analizados.

IV. A.3.3. Conclusiones de la seccion

En los sistemas ensayados conteniendo trehalosa la presencia de sales no mejord la
estabilidad al congelado de las enzimas amilasa (miel) y GOT/AST (soja) y todas las sales
tuvieron un efecto negativo sobre la proteccion del azicar. Resultados similares han
encontrado otros autores que estudiaron la influencia de la asociacidon azucar/sal sobre la
estabilidad de biomoléculas durante el congelamiento. Por ejemplo, la presencia de borato
de sodio fue perjudicial en la estabilizacion de la enzima lactatodehidrogrenasa (LDH) en
una matriz con trehalosa (Miller y col., 1998). MacDonald y col (1996) observaron también
que la adicion de sulfato de zinc desestabilizé al sistema crioprotector de sacarosa, y
disminuyd la estabilidad de la enzima adenosintrifosfato hidrolasa (Ca-ATPasa, miosina de
pescado). Sin embargo, en sistemas de trehalosa combinados con MgCl,, la estabilidad de

la enzima [B—galactosidasa (lactasa) a -26°C fue mayor que con trehalosa sola (Mazzobre y
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Buera, 2001). Los resultados disimiles encontrados en bibliografia indicarian que el tipo de
efecto (sinérgico o antagénico) de la adicion de sales dependeria en gran medida de la
enzima, ademas de la concentracion y tipo de iones y de azlcares presentes.

A partir de los resultados analizados en la seccion [V.A.3. puede proponerse el siguiente
orden de estabilizacion de la actividad de la enzima GOT/AST (soja) y amilasa (miel)
congeladas a -26°C en los sistemas con trehalosa.

Adicion de aniones:

(Orden de estabilizacion) ion citrato >>> CI”
Adicion de cationes:

(Orden de estabilizacion) Na">Ca™ > Mg™

Se sabe que el efecto de la adicion de iones sobre la estabilizacion de biomoléculas
en sistemas concentrados depende de un balance de interacciones entre las sales y las
proteinas, y entre las sales y los azlicares presentes (Arakawa y col., 1990). Por otro lado,
en estos sistemas diluidos, como se ha discutido anteriormente, son importantes los efectos
que los iones tienen sobre el agua y la formacion de cristales de hielo.

Por lo tanto se analizé también el efecto de los electrolitos sobre las propiedades

fisicas de las matrices durante el congelamiento.

81



IV.A. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.A.4. CARACTERISTICAS FISICAS DE LOS SISTEMAS
SOBRESTURADOS POR CONGELACION EN RELACION CON SU CAPACIDAD

PROTECTORA.

En las secciones anteriores (IV.A.1, 2 y 3) los resultados obtenidos mostraron que
existe una relacion entre la estabilidad de las enzimas estudiadas y la composicion de los
sistemas. Distintos autores asociaron la estabilidad enzimatica en sistemas congelados con
el estado fisico (amorfo/cristalino) de los componentes de los sistemas y encontraron que la
formacion de hielo podria afectar negativamente el efecto protector de la matriz (Sallinen y
Roos, 1988; Miller y col., 1998; Mazzobre y col, 2001). Recientemente se ha informado
que el contacto de los cristales de hielo con las proteinas provoca la desnaturalizacion y es
la causa de la pérdida de la funcionalidad de las biomoléculas durante el congelamiento
(Gabellieri y Strambini, 2006).

En esta seccion se analizd el efecto de la cantidad de hielo formado (dependiente del
tiempo, velocidad de congelacion y composicion) en los sistemas crioconcentrados durante
el almacenamiento a -26°C sobre la capacidad protectora de las distintas matrices (puras,
modificadas con trehalosa, combinadas trehalosa/sal). Para obtener informacion de las
propiedades termofisicas (T, cristalizacion y fusion de hielo) de los distintos sistemas, se

empleo calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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IV.A.4.1. Sistemas conteniendo miel. Efecto del agregado de agua y trehalosa en el

comportamiento térmico

El estudio de las propiedades fisicoquimicas y estructurales por DSC es una técnica
empleada para detectar adulteraciones con jarabes en muestras de miel (Kantor y col.,
1999; Cordella y col., 2002). En el presente trabajo, resulté interesante entonces comparar
los termogramas obtenidos para los sistemas de miel con los obtenidos para los sistemas
modificados con el agregado de trehalosa (ver Tabla III.1.). Los sistemas fueron congelados
30 dias a —26°C previo a la medicion por DSC. Se sabe que la formacion de hielo en el
sistema se favorece congelando lentamente, y se hace maxima a temperaturas entre la
temperatura de fusion del eutéctico (Tg) y T,'. Entre Tg y Ty’ el sistema es altamente
viscoso, la movilidad molecular esta muy reducida y hay limitaciones difusionales para que
ocurra la cristalizacion de agua (ver Figura 1.7.) (Fennema, 2000). Como las muestras
tenian un alto contenido de agua (W = 0,9 a 0,5), el enfriamiento lento a -26°C (templado)
favorecio la formacion de hielo en la solucion sobreenfriada.

En primer término se analizaron por DSC los sistemas de miel pura. En la Figura
IV.A.13 se muestran los termogramas obtenidos por DSC para los sistemas de miel que
fueron preparados con distinto contenido de agua inicial (W). En el grafico inserto de la
Figura IV.A.13 se realiz6 una ampliacion para poder visualizar mejor la temperatura de

transicion vitrea de los sistemas estudiados.
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Figura IV.A.13. Termogramas obtenidos por DSC para mezclas miel-agua en distintas

proporciones iniciales que fueron congelados 30 dias a -26°C previo a la determinacion
por DSC. En el grafico inserto se realizo una ampliacion para poder visualizar mejor la T,
de los sistemas. Para miel sin diluir (100% de miel) el dato se obtuvo de Cordella y col.,
2002).

Los cambios en la linea de base representan las temperaturas de transicion vitrea (T,) de
los sistemas sobreenfriados y los picos exotérmicos y endotérmicos corresponden a la
cristalizacion o fusion de agua respectivamente. Las temperaturas de cristalizacion (7,) y de
fusion de agua (7,,) corresponden a las temperaturas de inicio de la transicion. Los
termogramas obtenidos en la Figura IV.A.13 permitieron determinar los valores de Ty, la

temperatura de transicion vitrea de la matriz con méaxima crioconcentracion (T,") y las

entalpias de cristalizacion del agua (AH,) y de fusion del hielo (AH,,) (Tabla IV.A.3).
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En los termogramas se puede ver que la temperatura de fusion fue menor al aumentar la
proporcion de miel y en las muestras mas diluidas fue cercana a 0°C. Todos los sistemas
presentaron un pico exotérmico pequefio (T.) que estaria indicando que no toda el agua
cristalizo en las condiciones de tiempo/temperatura empleadas durante el almacenamiento
previo y por lo tanto una pequefia proporcion de agua cristalizé durante el calentamiento
dinamico en el DSC. En el termograma de miel sin diluir (100% miel, W= 0,2) no se
observo cristalizacion ni fusion de agua, ya que al ser un sistema muy concentrado el agua
interactiia fuertemente con la matriz amorfa de azucares y no tiene la movilidad suficiente
para cristalizar (Cordella y col., 2002).

Estos autores observaron que la temperatura de transicion vitrea de la miel pura fue de -
46°C y observaron otra transicion a menor temperatura (-61°C). Esta estructura de doble
paso ya habia sido detectada tanto a través de DSC (Kantor, Z. y col., 1999) como de RMN
(Rubin y col., 1990) y la transicion de menor temperatura fue relacionada con las distintas
formas anoméricas de la fructosa. En el presente trabajo, los valores de T, obtenidos para
los distintos sistemas fueron practicamente constantes (-61°C a -63°C) independientemente
de la concentracion inicial de miel (12, 25 o 50%). Esto indicaria que durante el
almacenamiento a -26°C previo a la corrida, en todas las muestras se separ6 gran parte del
agua en forma de hielo y en consecuencia se obtuvieron matrices crioconcentradas con
igual proporcion de sélidos y agua sin congelar (formando parte de la matriz amorfa) y por
lo tanto valores similares de 7. Los valores de 7, publicados para miel pura (Tg= -46.5°C)
son mayores que los obtenidos en este trabajo para los sistemas diluidos de miel, ya que
como se discutié anteriormente, el templado a —26°C no fue suficiente para alcanzar la
matriz maximamente concentrada y una pequefia proporcion de agua se encontraba

plastificando la matriz vitrea. Rubin y col. (1990) y Kantor y col. (1999) realizaron
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mediciones de T, de mieles diluidas utilizando un enfriamiento répido, sin almacenamiento
previo, que permitié la vitrificacion de la muestra sin formacién de hielo; realizaron las
mediciones en sistemas con diferente contenido de agua y observaron una disminucion
significativa de Tg, desde -48.2°C, -62.6°C, hasta -78.8°C para muestras con un contenido
de miel de 98, 90 y 80% p/p respectivamente. Cabe resaltar que para determinar la curva de
Ty en sistemas con alto contenido acuoso es importante establecer las condiciones
experimentales (temperatura, velocidad de enfriamiento/calentamiento) y evaluar
correctamente las transiciones obtenidas en el termograma (entalpia de cristalizacion de
agua) para poder calcular el contenido de agua de la matriz amorfa asociado al valor de T,

obtenido.

En segundo término se analizaron por DSC los sistemas de miel modificados por el
agregado de trehalosa. En la Figura IV.A.14 (a y b) se compararon los termogramas
obtenidos por DSC para los sistemas de miel/trehalosa con distinto contenido de agua
inicial a); 50% de miel/Treh.; b): 25-12.5% de miel/Treh. almacenados 30 dias a -26°C con

el obtenido en bibliografia para miel pura.
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Figura IV.A.14.  Termogramas obtenidos por DSC para sistemas mezcla miel/trehalosa
con distinto contenido de agua inicial ( W) que fueron almacenados 30 dias a -26°C previo
a la determinacion por DSC. a) W= 0.5, b) W = 0.7 y W = 0.65. Para miel sin diluir
(100% de miel) el dato se obtuvo de Cordella y col., (2002).
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En presencia de trehalosa se observaron algunas variaciones en los valores de T, y en el
ACp correspondiente, respecto a los valores determinados para miel sola. En el sistema
mezcla miel-trehalosa més concentrado (W = 0,5) se observo la presencia de dos eventos
térmicos correspondientes a transiciones vitreas, uno a -95°C (Tg;) y otro a —61°C (75»)
(Figura IV.A.14 a). Esto puede ocurrir en sistemas con alta concentracion de solutos,
cercanas a la concentracion de saturacion, porque el agua se encuentra inicialmente
inmovilizada en un medio de alta viscosidad. Durante el calentamiento dinamico el material
sufre la transicion vitrea (-95°C), el agua de la fase amorfa se moviliza y puede cristalizar,
la solucion remanente se concentra y sufre otra transicion a un valor de T, mayor (-61°C).
Esa situacion no se vid en los sistemas modificados que tenian menor proporcion de miel
(12,5% y 25% de miel) y la presencia de trehalosa modificé la T, de los mismos con
respecto a las preparaciones basadas solo en miel. En los sistemas diluidos la cantidad de
azucar es pequefia para observar la segunda Tg. Los resultados se resumen en la Tabla
[V.A.3, donde se muestran los valores de las transiciones térmicas obtenidas a partir de los
termogramas de las Figuras IV.A.13 y [V.A.14 para los sistemas de miel y modificados

miel/trehalosa respectivamente, con distinto contenido de agua.
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Tabla IV.A 3. Valores de temperatura de transicion vitrea (Tg), capacidad calorifica
(ACp), temperaturas de cristalizacion (T.) y fusion de hielo (T,) y entalpias de
cristalizacion (AH,) y fusion de hiel (AH,,) determinados por DSC para los sistemas miel-
agua y mezclas miel-trehalosa (20%) con distinto contenido de agua inicial que fueron
almacenados 60 dias a -26° (los termogramas correspondientes se muestran en las Figuras
IVA13yIV.A.14). ACp: JK'g' AH: J/g

Termogramas:

Cristalizacion de

Transicion vitrea Fusidn de hielo

agua
Ty
muestras: %n(:g A Cp, T.(°C) AHe Tm (°C) AHm
100% *miel -42,5 0,8 A A A A
a) Miel
50.0% miel -61,45 0,458 -4426 4,13 -17.25 97,73
25.0% miel -63,52 0,173 -43,37 141 -8.33 150,57
12.5% miel -63,8 0,134 -43,89 0,41 -5.08 217,11
b) Miel/Trehalosa
50.0% miel/Treh. -61,62 0,530 -84 0,15 -26.41 63,35
25.0% miel/Treh. -57,55 0,406 -40,27 2,32 -14.41  104,8
12.5% miel/Treh -53,18 0,252 -36,26 1.2 -8 146

*Dato: Cordella, y col., (2002). A=ausente

La variacion de los pardmetros térmicos y la formacion de hielo en los sistemas
miel-agua o combinados miel-trehalosa se analizé también en funcion de la concentracion
de solidos iniciales. La Figura IV.A.15 muestra los valores experimentales de los cambios

en el calor especifico de las transiciones vitreas medidas por DSC para los sistemas de miel
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y miel modificada con trehalosa en funcion de la cantidad de solidos iniciales de los

sistemas.
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® Dato: Cordella, C, and col., 2002

Figura IV.A.15.  Cambios en el calor especifico (ACp) de las transiciones vitreas
medidas por DSC en relacion al porcentaje de solidos iniciales de los distintos sistemas: O
miel-agua y m modificados (miel / trehalosa).

En el presente trabajo, los cambios observados en los valores de ACp asociados a la
transicion vitrea permitieron diferenciar mejor el efecto de dilucion de los sistemas que la
Ty, ya que el valor de 7, fue constante debido a la crioconcentracion. EI ACp fue
dependiente de la proporcion inicial de sélidos ya que en las matrices inicialmente mas
diluidas la cantidad de material que sufre la transicion es menor. Por lo tanto el valor de
ACp permitiria caracterizar sensiblemente sistemas con T, igual o parecida como en este

caso (alrededor de -61°C). Se encontrd una relacion directamente proporcional entre ambas

90



IV.A. RESULTADOS Y DISCUSION

variables en todas las preparaciones, incluyendo el valor informado para mieles sin diluir de
bibliografia.

Como se discutid anteriormente la cristalizacion de hielo (T.) luego de la transicion
vitrea y su fusion posterior (T,,) en ambos sistemas de miel, con o sin trehalosa, dependio
de la movilidad y del contenido de agua en los sistemas. El porcentaje de agua congelada se
estimd relacionando el area correspondiente a la entalpia de fusion (AH,,) y la cantidad de
agua total del sistema, segun se detalla en seccion III. G.3. En la Figura [V.A.16 se muestra
el porcentaje de agua congelada (%) en funcion del contenido de sélidos iniciales, luego del

templado de los sistemas de miel puros o modificados con adicion de trehalosa.

i o miel :

100 - - L

2 80 { S i ___ mmiel/trehalosa

s 1
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Figura IV.A.16: Porcentaje de agua congelada en los distintos sistemas de miel y
modificados con trehalosa (miel Treh.) luego del templado (30 dias a -26°C) en funcion del
contenido de solidos iniciales. La flecha indica la cantidad minima de sélidos necesarios
para mantener la estabilidad.

Se observo una relacion inversamente proporcional entre la cantidad de hielo formado y

la cantidad de sdlidos iniciales en los sistemas. El aporte de trehalosa como azucar
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adicional al sistema de carbohidratos de miel no influyo significativamente en la evolucion
de este parametro. La extrapolacion de los datos experimentales de AH, hacia
concentraciones mayores reveld que la formacion de hielo es bastante improbable en
mezclas con mas de 70 % de solidos (80% de contenido de miel en sistemas puros) en
cualquier circunstancia. Otros autores encontraron resultados similares utilizando otra
metodologia como resonancia magnética nuclear (RMN) y concluyeron que la
cristalizacion del agua sélo se puede observar a partir de diluciones con un contenido de
miel menor de 80 % (W = 0.3) (Rubin y col.; 1990). Es interesante destacar que el
contenido minimo de 40% de sélidos iniciales, que fue necesario para mantener la
estabilidad enzimatica luego de 60 dias de almacenamiento a -26°C (ver Figura IV.A.6)
corresponde a sistemas donde la cristalizacion del agua disponible fue menor del 30%. Se
podria plantear entonces que la cantidad de hielo formado, el cual aumenta en los sistemas
mas diluidos, afectaria negativamente la estabilidad de la enzima amilasa de miel. De
acuerdo a esta hipotesis, se sabe que no sélo la movilidad de los sistemas, definida por (T-
Tg’) afecta la estabilidad de las proteinas (Slade y Levine, 1991; Kerr y col., 1993) sino que
la presencia de superficies o interfaces tienen un efecto negativo importante (Privalov,
1990; Arakawa y col., 1993). Para analizar mejor este efecto se compar6 la cantidad de
agua congelada en los sistemas que contenian la misma cantidad de miel (o igual cantidad
de enzima) pero con distinta cantidad de sélidos. La Figura [V.A.17 muestra los valores en
porcentaje de agua congelada luego del templado de los sistemas que contenian las mismas
cantidades de miel pero con distinta cantidad de solidos (puro o modificada con la adicién

de trehalosa)
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Figura IV.A.17.  Porcentaje de agua congelada calculada por DSC en los sistemas con
miel y miel modificados por el agregado de trehalosa luego del templado

Para los sistemas que contenian igual cantidad de miel (e igual cantidad de enzima)
la formacion de hielo fue mayor en las matrices de miel sola con respecto a la observada en
las matrices de miel con trehalosa. En los sistemas que formaron mayor cantidad de hielo
(miel /agua) comparados con los modificados (miel/Treh.), la estabilidad de la enzima
amilasa fue menor (ver Figura IV.A.5). En este sentido, estudios recientes mostraron que la
cristalizacion del agua tendria un rol preponderante en la desnaturalizacion de enzimas en
sistemas congelados y observaron que la interfase hielo-agua altera la estructura terciaria de
las proteinas (Strambini y Gabellieri 1996; Gabellieri y Strambini, 2006). Estos autores
plantean que, dada una concentracion proteica, la superficie del cristal de hielo formado
(que depende de las condiciones de enfriamiento) dafia sélo al conjunto de proteinas en
contacto directo con el cristal y el resto mantendria su funcionalidad. Por otro lado, la
molécula de trehalosa tiene un efecto caotrépico sobre la estructura espacial de la molécula

de agua, distorsiona su configuracion y reduce su cristalizacion (Patist y Zoerb, 2005). Por

93



IV.A. RESULTADOS Y DISCUSION

lo tanto, la presencia de trehalosa protegeria la funcionalidad biolégica no sélo por su
habilidad de establecer enlaces de hidrégeno con las biomoléculas, sino también al reducir
la cantidad de hielo formado y este seria un factor importante a considerar como
responsable de la estabilizacion de la enzima amilasa en los sistemas congelados mas
diluidos (12.5 y 25% de miel). Sin embargo se requeririan mas estudios para lograr una
mayor comprension del rol de la interfase hielo-agua como vectbr de stress en estos
sistemas (Carpenter y col., 1986).

El mismo efecto que se logra disminuyendo la cantidad de cristales de hielo se
obtendria aumentando la cantidad de proteina. Superando el nivel de concentracion proteica
que puede estar en contacto con la interfase cristalina, el exceso de proteina ya no se veria
afectada por la superficie del cristal de hielo y seria menor en proporcion el porcentaje de
proteina dafiada. Esta hipétesis explicaria el efecto “auto-protector” observado al aumentar
la concentracion enzimatica en sistemas congelados por diferentes autores (Tamiya y col.
1985; Izutsu y col., 1995; Miller y col., 1998) y explicaria también los resultados
experimentales obtenidos en el presente trabajo donde se observd que las muestras que
tenian mayor concentracion de enzima (50% de miel) fueron las menos afectadas por las

condiciones extremas del almacenamiento (Figura IV.A.5).
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IV.A4.2 . Efecto del agregado de sales en los sistemas de miel y miel/trehalosa:

Transicion vitrea y cristalizacion de hielo.

Los termogramas dinamicos obtenidos por DSC permitieron analizar el efecto de las
sales sobre los parametros tales como Ty y cristalizacion/fusion de agua en los sistemas
estudiados. Se observé que la adicion de sales a la matriz de trehalosa disminuy6 el efecto
crioprotector de la matriz (Figura IV.A.8) y las sales que estabilizaron/desestabilizaron
principalmente a los sistemas de miel puros y modificados fueron el citrato de sodio y el
cloruro de magnesio (Figura IV.A. 9 y 10). En la Figura IV.A.18 a y b se muestran los
termogramas obtenidos para las muestras de miel/trehalosa con distinto contenido de agua
(W) adicionadas con MgCl, y citrato de sodio (0.1 M) que fueron congeladas 30 dias a —
26°C previo a la determinacion por DSC, a) W =0.5 y b) W=0.7).

En los sistemas mas concentrados (W= 0,5) (Figura [V.A.18 a) hay impedimentos
cinéticos para que cristalice el agua durante el almacenamiento y el termograma es més
complicado de interpretar. Se puede ver mas de una T, debido a multiples recristalizaciones
del agua en el calentamiento dinamico. La presencia de las sales diminuyo la entalpia de
fusién, lo cual indica que en estos sistemas se formé menos hielo durante el

almacenamiento que en el sistema sin el agregado de sales.
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Figura IV.A.18.  Termogramas obtenidos por DSC para sistemas de miel modificados

con el agregado de trehalosa (miel/Treh) y sal (miel/Treh/sal) con distinto contenido de
agua (W): a) W = 0.5 (50% de miel/Treh.), b) W = 0.7 (12.5% de mie/Treh.). Sales: Citrato
de sodio y Cloruro de magnesio 0.1M. Las transiciones de baja temperatura no se aprecian
en la escala del grafico pero si al ampliar la zona.
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En los sistemas mas diluidos (Figura IV.A.18 b) los efectos fueron los esperados de
acuerdo a las propiedades coligativas. En estos sistemas no hay practicamente
impedimentos cinéticos y el agua cristaliza casi completamente durante el almacenamiento
a -26°C (previo a la determinacion por DSC) lo cual puede verse en el termograma por los
mayores valores de AH;, obtenidos para los sistemas W= 0.7 en relacion a los observados
en sistemas W=0.5. La T, se aproxima a los valores de T," (Cordella y col., 2002). También
se observo que al diluir los sistemas aumentd la temperatura a la cual se produce la
cristalizacion de parte del agua (T.) que no habia cristalizado previamente (Figura [V.A.18
ayb).

La Figura IV.A.19 muestra el efecto de la presencia de citrato de sodio y cloruro de
magnesio sobre la formacion de hielo en los sistemas de miel (a) y miel/trehalosa (b) que

fueron congelados 60 dias a —26°C.
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Figura IV.A.19.  Efecto del agregado de sales sobre el porcentaje de agua congelada
en los distintos sistemas: a) miel y b) miel modificado por el agregado de trehalosa en
presencia/ausencia de citrato de sodio y cloruro de magnesio (. 1M.

La incorporacion de sales disminuy6é la cantidad de hielo formado durante el
enfriamiento tanto en los sistemas de miel como en los modificados por el agregado de
trehalosa. En todos los casos la cantidad de agua congelada aument6 con la dilucion del
sistema, excepto para las muestras que contenian citrato de sodio (Figura [V.A.19 a y b). Se
sabe que los iones imparten su caracter particular al entorno molecular y aunque el efecto
de los aniones y cationes pueden ser aditivos, los aniones son dominantes. Los iones
cloruros tienen un efecto neto demoledor de estructura (caotrépico), perturban las
interacciones puente de hidrégeno del agua disminuyendo la formacion de cristales de
hielo. El ion citrato pertenece a la serie de iones cosmotropicos que ejercen el efecto
opuesto, son formadores de estructuras (Patist y Zoerb, 2005). Estos comportamientos se
observan en la Figura IV.A.18 a y b donde la formacion de hielo fue menor en presencia de

cloruro de magnesio en ambos sistemas de miel (puros y modificados con trehalosa). Como
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se ha discutido anteriormente el hielo puede ser considerado un vector de estrés, sin
embargo la estabilidad enzimatica fue menor en las matrices adicionadas con MgCl, (en las
cuales la cristalizacion del agua fue menor) (Figura IV.A.7 y 8) debido a un efecto
inhibidor especifico de esta sal sobre la enzima amilasa de miel (Babacan y Rand., 2007).
Por otro lado, debe considerarse que en sistemas multicomponentes como los estudiados,
las sales pueden interactuar tanto con las enzimas como con los azicares modificando las
interacciones hidrofilicas/hidrofobicas entre las moléculas (Walstra, 2003). Esta
observacion podria explicar el efecto negativo que tuvo la adicion de sales a las matrices
con trehalosa sobre la estabilidad de la enzima amilasa; los iones modificarian la
flexibilidad de la molécula de trehalosa y disminuiria su capacidad protectora. Por lo tanto
la cristalizacion del agua como vector del dafio producido durante el congelamiento no

seria el unico factor a considerar cuando las sales estan presentes en los sistemas de miel.
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IV. A.4.3. Efecto del agregado de sales en el sistema enzimatico de soja con trehalosa

sobresaturado por congelacion: Transicion vitrea y cristalizacion de hielo.

Se sabe que el efecto de las sales sobre la temperatura de transicion vitrea y la
cristalizacion de agua en sistemas binarios de trehalosa sobresaturados por congelacion
depende de condiciones cinéticas. En sistemas con limitaciones difusionales importantes
(W de 0 a 0.1), se observd que la adicion de sales no afectaba la curva de temperatura de
transicion vitrea en funcion del contenido acuoso. Pero en sistemas en los que la formacion
de hielo esté facilitada (W de 0.6 a 0.8), se observo que la concentracion salina en sistemas
conteniendo trehalosa influia sobre la cristalizacion del agua, y variaba el valor de T, en
sistemas con el mismo contenido de agua inicial (Her y col.; 1995; Miller y col., 1998 y
Mazzobre y col., 2001).

En esta seccion se analizd el efecto de las sales sobre la cristalizacion/fusion de
hielo en los sistemas diluidos que contenian el extracto acuoso de soja (E.A.S.) en
presencia de trehalosa. El contenido de agua inicial (W = 0.8) y la relaciéon molar trehalosa
/sal (R=5) fue constante para todos los casos. La Figura IV.A.20 muestra los termogramas
de las soluciones de soja con trehalosa/sales que fueron almacenadas 60 dias a —26°C. En el
cuadro superior de la Figura IV.A.20 se realizé una ampliacion para poder visualizar mejor

la temperatura de transicion vitrea y la cristalizacion de los sistemas.
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Figura IV.A.20.  Termogramas dinamicos obtenidos por DSC para los extractos
acuosos de soja que contenian trehalosa (W= 0.8) o trehalosa en presencia de sales (R=3).
Sales: Na;CgHs07 NaCl, CaCl, y MgCl,. Los sistemas fueron almacenados a -26°C

durante 60 dias antes de la medicion.

En todos los casos se observd un pico exotérmico pequefio en el termograma,

indicando que no toda el agua habia cristalizado en las condiciones del ensayo. Los valores

obtenidos para la temperatura de transicion vitrea (Ty), entalpias de cristalizacion de hielo

(4H,) y entalpias de fusion de agua (4H;) se muestran en la Tabla [V.A 4.
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Tabla IV.A4.  Eventos térmicos (DSC) determinados para el sistema extracto acuoso de
soja adicionado con trehalosa (W=0.8) y en presencia de sdistintas sales (R=35) luego del
almacenamiento a —26°C. Sales: Na;CsHs07.2H,0, NaCl, CaCl, y (MgCl,6H50). E.A.S.=
extracto acuoso de soja.

Transicion vitrea Cristalizacion de Fusion de hielo
muestra/ sistemas Tg hielo
Ty (°C) onset  ACp4, J/IgK AH;, J/g Tm (°C) AHm, J/g

EAS/Treh. -47,7 0,213 1,37 -4,94 200
EAS /Treh./MgCl, -56,11 0,273 1,732 -6,24 191,6
EAS /Treh./ NaCit. -52,25 0,334 4,91 -5,09 177,2
EAS /Treh. / NaCl -53,32 0,237 1,54 -4,81 180,6
EAS /Treh. /CaCl, -56,41 2,86E-02 0,59 -5,72 192

Los valores de AH,,, fueron mas bajos para los sistemas de trehalosa/sal comparados a
aquellos sin sales, e indicaron una menor cantidad de hielo formado durante la
conservacion previa a -26°C , lo que causd una mayor cantidad de agua presente en la fase
amorfa (o agua no congelada) y por consecuencia valores de T, més bajos. Después de
almacenar los sistemas bajo condiciones de temperatura, tiempo y concentracion que son
favorables para la cristalizacion del agua, los valores de T, de los sistemas se acercaron a
los de T, (temperatura de la transicion vitrea de la matriz maximamente concentrada)
predichos en base a diagramas de fase/estado (-44°C para la trehalosa, -52.5°C para la
trehalosa en presencia de MgCl;) (Mazzobre y col., 2001). Se observé también que la
incorporacion de las distintas sales en la solucion produjo un descenso del punto de

congelacion (7,,), este efecto fue el esperado por ser una propiedad coligativa.
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La Figura IV.A.21 muestra el efecto de la adicion de las sales (R=5) sobre la formacion

de hielo en las soluciones E.A.S./ trehalosa (W=0.8) congeladas a —26°C.
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Figura IV.A.21.  Porcentaje de agua congelada en el sistema E.A.S. adicionado con
trehalosa (W=0.8) en ausencia/presencia de distintas sales (R=5) Iluego del
almacenamiento a —26°C.

Se observa que al igual que en los sistemas miel/treh, las sales disminuyeron la
cantidad de agua congelada de los sistemas y el efecto fue dependiente de la sal agregada.
La menor cantidad de hielo formado en los sistemas azucar/sal condujo a una mayor
cantidad de agua asociada a la matriz sobreenfriada (sin hielo), en consecuencia la T
decrece y aumenta el volumen libre. La plastificacion por el agua determina una mayor
movilidad de las moléculas en las zonas amorfas y el aumento de la velocidad de
reacciones de deterioro. Como se discutid anteriormente la formacion de hielo no seria el
Unico factor limitante para lograr la estabilizacion enzimatica ya que la presencia de iones
modificé también el ambiente molecular del azicar protector y tuvo un efecto negativo

sobre su capacidad protectora (Figura [V.A.12)
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IV.A.5. DIAGRAMA DE ESTADO Y ESTABILIDAD ENZIMATICA

IV .A.5.1. Sistemas de miel

El diagrama de estado es un mapa que permite identificar los diferentes estados y
los cambios de fases y estado que puede sufrir un alimento en funcién del contenido de
sélidos y la temperatura (Rahman, 2006). La Figura IV.A.22 muestra en el diagrama de
fases para un sistema de miel publicado por Kantor y col. (1999) y los valores

experimentales obtenidos en el presente trabajo.
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Figura IV.A.22. Diagrama de estado del sistema miel / agua obtenido por DSC: O Curvas
de T, y O T, publicados por Kantor, Z. y col., (1999). M Valores experimentales de T,

obtenidos en el presente trabajo para los sistemas de miel A y sistemas de miel con
agregado de trehalosa en el presente trabajo.
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En la zona gris se ubicarian inicialmente los sistemas ensayados (soluciones con alto
contenido en agua: 12.5, 25 y 50% de miel que se almacenaron a temperatura constante (—
26°C)), los sistemas se encontraban en estado sobreenfriado en equilibrio metaestable.

Para determinar la transicion vitrea, tal como fue discutido en secciones previas, se realizé
el recorrido de temperaturas indicado por las flechas 1-2 (desde la temperatura de
almacenamiento a -26°C hasta la vitrificacion a -150°C) y luego se llevd a un estado
sobreenfriado incrementando la temperatura (flecha 2-3 del area punteada de la Figura
IV.A.22). En los sistemas que no congela nada de agua, se obtiene el valor de T.. Si se
congela parte del agua se obtiene un valor indicado en el grafico como T,"". Se se congela
toda el agua se obtiene la matriz maximamente crioncentrada con una temperatura de
transicion vitrea T,’, con una minima cantidad de agua no congelada asociada a la fase
amorfa (W’). Varios autores (Rubin y col., 1990; Simatos y Blond, 1993; Shalaev y
Frank,(1995); Abblet y col., 1993) informaron una estructura de doble paso en sistemas de
azicar con dos Ty, ya que luego de la Ty, mas baja congela parte del agua y se obtiene otra
T, del sistema mas concentrado, tal como se ha discutido en la seccion 1.A.4.2. Se observa
que los valores experimentales de Ty son cercanos T, indicando que los sistemas estaban
crioconcentrados luego del almacenamiento a -26°C. Si bien pueden requerirse varios
ciclos de congelacion — calentamiento (templado o “annealing™) para alcanzar sistemas con
la maxima concentracion por cristalizacion del agua (Levine y Slade, 1989; Roos y Karel,
1991e, f), en el presente trabajo, el enfriamiento lento de las soluciones y el
almacenamiento a temperaturas donde la movilidad molecular favorece la formacion de
hielo permitieron obtener sistemas crioconcentrados. La gran cantidad de hielo formado
disminuy6 la cantidad de agua asociada a la fase amorfa y aumentd la temperatura de

transicion vitrea (Tg) de la solucién a un nivel casi constante cercano a los valores de T’
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obtenidos en bibliografia. Ambas variables (Ty’ y W’) son importantes al analizar la
estabilidad de los sistemas congelados (Slade y Levine, 1991, Simatos y Blond, 1991; Kerr
y Reid, 1994).

Dependiendo de la temperatura y el tiempo, los alimentos congelados entonces pueden
tener una cantidad significativa de agua congelada que disminuye la proteccion de las
matrices amorfas y aumenta el deterioro de biomoléculas y estructuras biologicas. Como se
ha discutido anteriormente los niveles de recuperacion de la actividad de la enzima amilasa
almacenada isotérmicamente dependié del tiempo, en un sistema en equilibrio metaestable
donde la cantidad de agua congelada no seria el tnico factor que afectaria la estabilidad. La
estabilidad enzimatica en sistemas de miel almacenados a -26°C dependié de la
concentracion de la matriz (proporcion de azicares / agua minima del sistema) detectada en
este caso en base al cambio en la capacidad calorifica, de la cantidad de agua congelada, y

de la presencia de sales.
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IV.A5.2. Sistema E.A.S./Treh. (W=0.8)

Los resultados obtenidos en relacion con el efecto de las sales sobre los parametros
fisicos de los sistemas adicionados con trehalosa que contenian la enzima GOT/AST(Tabla
IV.A.4.), se compararon con datos tedricos publicados en bibliografia (Miller y col, 1997,
Corti, 2001). Los resultados obtenidos por estos autores para soluciones de trehalosa y
trehalosa en presencia de MgCl, se muestran en la Figura IV.A.23, donde se observa la
curva de transicion vitrea (T,) y la curva de fusion (T,,), esta ultima calculada para distintas

relaciones molares trehalosa/sal (se incluyen R=1y 5).
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Figura IV .A.23. Curvas de fusion de hielo (T,) para soluciones de trehalosa pura
(Treh) (Miller y col, 1997) y de trehalosa en presencia de MgCl, (R= 1- 5) (Corti, 2001) y
la curva de transicion vitrea para trehalosa. Fuente: Mazzobre y col.,2001.
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El punto de interseccion de ambas curvas define las condiciones de temperatura
(Tg") y fraccion en masa de agua (W’) de la fase amorfa en las cuales la cristalizacion de
agua estd cinéticamente inhibida. Se observa que en presencia de MgCl; disminuye la Ty, y
disminuyen los valores de T," (interseccion de la curva de T, con la curva de T,) mientras
que los valores de W" aumentan respecto a los valores correspondientes al azicar puro.
Este efecto es mayor al aumentar la proporcion de sal (R= 1).

La Tabla IV.A.5 muestra los valores de agua asociada a la fase amorfa (W) y T,
obtenidos en el presente trabajo para los sistemas enzimaticos crioconcentrados de

trehalosa y trehalosa / sales (R=5) (W inicial=0.8). (I1I.G.3)

Tabla IV.A.5  Valores experimentales de W y T, para los sistemas enzimdticos
crioconcentrados de trehalosa y trehalosa sales (R=3) (W=0.8). Sales. Cloruros de Mg, Ca
y Na y citrato de Na.

Sistemas R T, (°C) W

EAS/T -44 0.238
EAS /T /IMgCl, 5 -55 0.283
EAS /T /CaCl, S -56 0.281
EAS /T / NaCl 5 -53 0.324
EAS /T/ NaCit. 5 -54 0.387

Se observo que los valores de T, y W de las muestras obtenidos en las condiciones

del ensayo son cercanos a los T," y W’ teéricos obtenidos por extrapolacion del diagrama
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de fases para sistemas binarios de trehalosa (Ty'= -31°C, W'= 0.215) y trehalosa con
cloruro de Mg (T,'= -42°C, W™= 0.225)

El aumento del valor de T,  del sistema (por ejemplo por incorporacion de
biopolimeros) ha sido una estrategia utilizada para evitar la formacion de hielo en aquellas
preparaciones que requieren almacenamiento a bajas temperaturas (Levine y Slade, 1989;
Slade y Levine, 1991). En este trabajo la inhibicion/retraso de la cristalizacion de hielo en
sistemas acuosos con trehalosa (W=0,8) mostraron que el efecto de las sales no fue distinto
del esperado en base a las propiedades coligativas; disminucién del punto de fusién vy
disminucion de T," con el correspondiente aumento de la cantidad de agua no congelada.
Como la movilidad molecular varia directamente con el valor de W’ e inversamente con la
estabilidad del sistema, los incrementos del contenido de agua (W) hicieron que la
estabilidad de la enzima aspartato amino transferasa disminuyera en los sistemas

combinados de trehalosa y sales (ver Figura IC.A.12).

109



IV.B. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. B. ESTABILIDAD TERMICA DE LAS ENZIMAS EN MODELOS DE

ALIMENTOS DESHIDRATADOS.

En esta seccion se analizo la estabilidad de las enzimas amilasa, ureasa y aspartato
amino transferasa (GOT/AST) de distintas fuentes vegetales (extracto de soja y malta) y
amilasa de miel, en los sistemas liofilizados. Se evalud en particular la capacidad protectora
del azucar trehalosa en relacion al estado fisico-quimico y la temperatura de transicion
vitrea de las matrices deshidratadas. Para ello se seleccionaron distintas condiciones de
humedad y la temperatura del almacenamiento. Se eligié una temperatura de incubacion de
55 °C como un limite superior al cual un producto bioldgico labil podria estar expuesto
durante un almacenamiento tdrrido (Slade y Levine, 1991; 1993). Schebor y col. (1996);
Terebiznik y col. (1998) y Mazzobre y col. (2003) encontraron que a temperaturas mayores
(60-80°C) el dafio térmico determiné la inactivacion de otras enzimas y no se puede evaluar
el efecto del estado fisico del medio sobre la funcionalidad de las mismas. Por ello el
almacenamiento isotérmico en sistemas semihimedos a temperaturas intermedias (55°C),
ligeramente superiores a las temperaturas de transicion vitrea (Tg), permitiria evaluar los
cambios que ocurren con el tiempo de almacenamiento cuando el sistema se halla en estado

de liquido sobreenfriado ((T-Tg) > 0).
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Como estudio preliminar, se analizo la estabilidad de las enzimas de los sistemas
preparados segun II1.B, liofilizados en ausencia de aditivos (III.C.2). La Figura IV.B.I

muestra la actividad remanente de las enzimas de las distintas fuentes, liofilizadas y

tratadas a 55°C en funcion del tiempo.
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Figura IV.B.1. Actividad remanente de las distintas enzimas (fuentes: malia, soja,
miel) en los extractos liofilizados en ausencia de aditivos y humidificados a 11% de HR. en
funcion del tiempo de almacenamiento a 55°C

La enzima amilasa de las preparaciones liofilizadas de miel mostré mayor velocidad

de inactivacion térmica que las de origen vegetal. En los extractos vegetales liofilizados
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(malta y soja) las enzimas ureasa y amilasa fueron mas estables que la enzima GOT/AST.
La GOT/AST de soja y amilasa de miel fueron las mas labiles en las condiciones
analizadas. La pérdida de actividad enzimética se ajustd a una cinética de primer orden, la
pendiente de la recta (ki) corresponde a la constante de velocidad de inactivacion de la
enzima. Los valores de k; (calculados seglin Ec. IV.I). para amilasa de miel y aspartato
amino transferasa (GOT/AST) de soja fueron 0.1155 y 0.073 dias™ respectivamente.

La estabilidad de las enzimas se analiz6 también en los sistemas liofilizados
con distinto contenido de agua. Para ello los extractos fueron equilibrados también a 44 y
75% H.R. e incubados a 55°C. Los resultados obtenidos luego de 7 dias de almacenamiento
se muestran en la Figura [V.B.2 a y b. Se observo que la actividad de la enzima amilasa, de
los sistemas expuestos hasta 44% H.R. e independientemente de la fuente, se conservo por
encima del 50% de su valor inicial. A 75% H.R el aumento del contenido de agua fue
critico para la amilasa de miel que perdi6 totalmente su actividad (Figura 1V.B.2a). La
enzima amilasa del extracto de malta fue la mas resistente durante el almacenamiento a
55°C, aun a tiempos prolongados (datos no mostrados).
La enzima ureasa, tanto de soja como de malta, fue muy estable en la condicion ensayada y
poco sensible a los cambios del contenido de agua de la matriz. La actividad remanente de
la enzima GOT/AST fue menor al 50% del valor inicial para todas las H.R. estudiadas

(Figura IV.B.2b).

112



IV.B. RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura IV.B.2. Actividad remanente de las distintas enzimas de diferentes fuentes en

los extractos liofilizados y humidificados a distintas humedades relativas (HR.) luego de 7
dias de almacenamiento a 55°C: a) Enzima amilasa de diferentes fuentes (miel, malta y
soja), b) Ureasas (soja, malta) y GOT/AST (soja).
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IV.B.I. ANALISIS COMPARATIVO DE LA ESTABILIDAD DE LAS
DIFERENTES ENZIMAS EN LOS SISTEMAS SOBREENFRIADOS CON EL

AGREGADO DE TREHALOSA.

Como vimos en la seccion [V.A el azucar trehalosa resulté un agente crioprotector
adecuado para estabilizar las enzimas, por lo tanto fue ensayado también en los sistemas
liofilizados. Existen numerosas evidencias que indican que este azlicar es muy efectivo para
preservar las biomoléculas en sistemas amorfos durante la deshidratacion y el
almacenamiento (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, 2000). En la seccion
IV.B se observo que las enzimas amilasa de miel y aspartato amino transferasa de soja en
los sistemas liofilizados fueron las mas sensibles a las condiciones del almacenamiento
ensayadas (Figura [V.B.2 a y b). Por lo tanto se seleccionaron estas enzimas como sistemas
modelo para analizar el efecto protector del disacarido en funcion del contenido acuoso y

de las caracteristicas fisicas de la matriz.

IV.B.1.1. Efectos del contenido de agua.

En la Figura [V.B. 3 y 4 se compararon las constantes de inactivacion (k;) obtenidas
para la enzima amilasa de miel y la enzima GOT/AST de soja en sistemas liofilizados (miel
y el extracto acuoso de soja: E.A.S.) con o sin el agregado previo de trehalosa expuestos a

distintas H.R. (11, 44 y 75% de H.R.) que fueron almacenados a 55°C..
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Figura IV.B.3. Constante de inactivacion (k) de la enzima amilasa de miel en

sistemas liofilizados sin aditivos (miel) y con trehalosa (miel/Treh) humidificadas a
distintas HR. (11, 44y 75% ) almacenadas a 55°C.
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Figura IV.B.4. Constante de inactivacion (ki) de la GOT/AST (soja) en sistemas
liofilizados sin trehalosa (E.A.S.) y con trehalosa (E.A.S./Treh.) humidificadas a distintas
HR. (11, 44y 75% ) almacenadas a 55°C.
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El efecto protector de la trehalosa se observé en los sistemas expuestos a humedades
bajas (11% H.R.) tanto para amilasa (miel) como para la enzima GOT/AST (soja) (Figura
[V.B. 3 y 4). Al aumentar el contenido de agua de los sistemas (44 y 75 % H.R.) las
constantes de inactivacion en presencia de trehalosa se incrementaron marcadamente (la
estabilidad disminuyd) para las dos enzimas estudiadas en comparacion con los valores
observados en la matriz de menor humedad (11% de H.R.) y los valores para la GOT/AST
con trehalosa fueron similares a los observados en el E.A.S. solo.

La observacion visual macroscopica del estado fisico de los sistemas analizados en
las Figura IV.B.3 y 4 coincidio con lo esperado a partir de sus valores de T,. En el presente
trabajo las muestras equilibradas a H.R. mayores a 44% mostraron un colapso estructural
propio del estado liquido sobreenfriado, lo cual es una manifestacion del hecho de que el
valor de T, de las formulaciones era menor que la temperatura de almacenamiento (Roos,
1995). En la Figura IV.B.5 se muestra la diferencia en el aspecto fisico de una matriz

amorfa en estado vitreo y en estado de liquido sobreenfriado (Mazzobre, 2001).

Vitreo liquido sobreenfriado

Figura IV.B.5. Aspecto fisico de una matriz amorfa en estado vitreo y en estado de
liquido sobreenfriado. Fuente: Mazzobre (2001).
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IV.B.1.2. Efecto de la cristalizacion del disacarido trehalosa sobre la capacidad

protectora del azicar.

Segun lo observado en la seccidon previa, la estabilidad térmica de los extractos
enziméticos estudiados en presencia de trehalosa fue afectada por el contenido acuoso de
los sistemas. La cristalizacion de azucares amorfos es un proceso dependiente del tiempo
que ocurre a temperaturas mayores que el valor de Ty, siendo la velocidad de cristalizacion
funcion del pardmetro (T-Tg). Se ha observado que el tiempo de cristalizacion aumenta al
disminuir el valor de (T-Ty) (Roos y Karel, 1991a) y depende por lo tanto del contenido
acuoso del sistema y de la tempertura de almacenamiento (Roos y Karel, 1992). La a. a-
trehalosa, empleada en el presente trabajo, forma cristales estables anhidros o dihidratados
Fue observado por calorimetria diferencial de barrido (DSC) que para obtener la forma
cristalina anhidra a partir del azicar amorfo se requiere una temperatura cercana a los
160°C (Sussich y col., 1998; Taylor y York, 1998; Mazzobre, 2001). Para cristalizar como
dihidrato, la o, a-trehalosa requiere (ademés de una cierta movilidad determinada por T >
Ty ) de una fraccion en masa de agua minima de 0.1 (W= 0.1 es la cantidad de agua
asociada al cristal dihidrato). Las diferencias de estabilidad observadas durante el
almacenamiento de las enzimas en trehalosa a distintas humedades relativas (Figura
[V.B.4) se relaciond entonces con el proceso de cristalizacion del azicar en las marices
amorfas. En este sentido se evaluaron propiedades fisicas como Ty y grado de
cristalizacion, del sistema mas simple que contenia un solo aztcar (E.A.S. / Treh.), usando

calorimetria diferencial de barrido.
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En la Figura IV.B.6. se comparan los termogramas obtenidos por DSC para los

sistemas que contenian el extracto de soja liofilizado con trehalosa y expuestos a 11 y 45 %

H.R. con el termograma obtenido para el cristal dihidrato puro de trehalosa (linea punteada)

(Mazzobre y Buera, 1999).
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Figura IV.B.6.

Termogramas obtenidos por DSC para trehalosa cristalina dihidrato

(Mazzobre y Buera, 1999) y para los extractos enzimdticos de soja liofilizados con
trehalosa, humidificados a 11 y 44% H.R .en el presente trabajo.

Los sistemas expuestos a 11 y a 44% H.R. presentaron un cambio en la linea de

base correspondiente a la transicion vitrea. Los sistemas expuestos a 44% H.R mostraron

ademads un pico endotérmico a la misma temperatura que el observado para la fusion del

cristal de trehalosa dihidrato. Trabajos anteriores (Shafizadeh y Susott, 1973; Weast y col.,

1986; Green y Angell, 1989; Roos, 1993) relacionan concluyentemente este evento
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observado en los termogramas a 100 °C con la fusion de los cristales dihidratados de
trehalosa. Por lo tanto estos resultados indicaron que el azicar habia cristalizado durante la
humidificacion a 44% H.R. en las condiciones del ensayo. La cantidad de trehalosa
cristalina presente en cada muestra (fraccion cristalina) se estimo comparando el area del
pico endotérmico correspondiente con el area del pico (o entalpia) obtenida para el
dihidrato puro de trehalosa (139 J/g medido en las mismas condiciones)(I11.G.3). En la
Tabla IV.B 1 se muestran los valores de contenido de agua (IIL.D), T, 4rea del pico
endotérmico y fraccion de trehalosa cristalina obtenidos por DSC para de los distintos

sistemas expuestos a 11, 44 y 75% H.R..

Tabla IV.B.1. Temperaturas de transicion vitrea (Ty), contenido de agua, drea del
pico endotérmico y fraccion cristalina obtenidos para el E.A.S. en presencia de trehalosa y
para trehalosa dihidratada humidificados a distintas H.R.

H.R. Fraccibnen  Area del pico  Fraccion  Tgonset (T-Ty)

% masa de agua  endotérmico  cristalina (°C) (7€)
Matriz (W) J/g)
Trehalosa™ 22 0.031 - - 63 -8
44 0.10 95 0.49 48 7
75 0.11 139.5 | -
E.A.S./Treh 11 0.025 - - 48 7
44 0.1 64.2 0.46 23 32
75 0.1 114.5 0.82 -38 93

7 Mazzobre y Buera (2001)

Se observo que en los sistemas deshidratados con trehalosa (E.A.S./Treh.)
humidificados a 44 y 75% H.R., la cantidad de agua y la temperatura favorecieron la

cristalizacion del dihidrato (fraccion cristalina 0.46 y 0.82, respectivamente). La
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cristalizacion del azucar sumado a la mayor movilidad molecular de los sistemas a 44 y
75% H.R. probablemente afecté negativamente la estabilidad de la enzima (Figura [V.B.4).

El mecanismo de proteccion de las proteinas por la trehalosa en sistemas liofilizados
puede ser explicado por dos efectos. Por un lado el rol que juega en el reemplazo del agua
de la interfase (Arakawa y col., 1982a). Al respecto se ha sefialado que la mayor efectividad
de la trehalosa en relacion a otros disacaridos esté relacionada con la mayor flexibilidad que
posee entre sus monomeros, comparada con la molécula de sacarosa o maltosa (Crowe y
Crowe, 1983). Esta propiedad favorece las interacciones especificas entre la trehalosa con
las proteinas “reemplazando” al agua perdida alrededor de los grupos polares de las
macromoléculas y la conservacion de las estructuras bioldgicas (Patist y Zoerb, 2005). Otro
efecto a considerar seria el relacionado con el estado fisico ya que la trehalosa en estado
vitreo o sobreenfriado inmoviliza a las moléculas proteicas. En un sistema vitreo, altamente
viscoso, estarian inhibidos los cambios fisicos y quimicos que dependen de la difusion de
los reactivos involucrados (Franks, 1993) vy estarién limitados los cambios
conformacionales que dan lugar a la desnaturalizacion proteica como asi también las
reacciones intra e intermoleculares que afectan su funcionalidad. En particular, la trehalosa
anhidra tiene mayor temperatura de transicion vitrea (T,=115°C) que otros disacaridos con
el mismo peso molecular (84°C para maltosa y 60°C para sacarosa). Esta propiedad
favorece la proteccion de biomateriales ya que el parametro (T-Ty) condiciona la velocidad
de reacciones de deterioro (Roos y Karel, 1991a, 1992).

Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con el
comportamiento esperado: mayor estabilidad de la enzima en las matrices en estado vitreo
donde la movilidad molecular esté restringida ((T-Ty) cercanos a cero) y una inactivacion

drastica en el estado sobreenfriado donde la movilidad del sistema aumenta marcadamente
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y si el contenido de agua es suficiente, la trehalosa puede cristalizar perdiendo su capacidad

de interactuar con las proteinas.

IVB.2 EMPLEO DE MATRICES COMBINADAS TREHALOSA/SAL.

El estudio del efecto de la incorporacion de electrolitos a la matriz es importante ya
que estan presentes en todos los sistemas bioldgicos y son utilizados con diversos fines en
la formulacion de alimentos, ingredientes o preparados farmacéuticos. Como se observo en
la seccion anterior el aumento del contenido de agua y la cristalizacion del azucar
perjudicaron la estabilidad de las enzimas. Algunos autores proponen mantener el estado
amorfo de la trehalosa para estabilizar enzimas en sistemas sobreenfriados durante el
almacenamiento (Cardona y col., 1997; Suzuki y col., 1997; Sun y Davinson, 1998;
Mazzobre y Buera; 1999). El retraso o inhibicion de la cristalizacion en sistemas
sobreenfriados por la adicion de sales seria una estrategia para mejorar la eficiencia de los
azucares como protectores de biomoléculas (Izutsu y col, 1995; Pikal y col., 1999). Las
sales modifican ciertas propiedades fisicas de los azucares (Miller y col., 1998, 1999,
2000), pueden exhibir un efecto sinérgico sobre la estabilizacion de ciertas proteinas
(Carpenter y col., 1987) y pueden afectar la cinética de las reacciones quimicas que ocurren
en los alimentos (Calligaris y Nicoli, 2006).

En esta seccion se analizd el efecto del agregado de las sales sobre la estabilidad
enzimatica en relacion con la temperatura de transicion vitrea y cristalizacion del azucar en

los sistemas conteniendo los electrolitos en ambientes de baja disponibilidad de agua
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IV. B.2.1. Analisis comparativo de la estabilidad de las diferentes enzimas en

sistemas liofilizados trehalosa/sal.

En la Figura IV.B.7 se muestra en el diagrama de estado/fases del sistema trehalosa-
agua la region en la cual se investigd el efecto de las sales sobre la cristalizacion de azticar
0 agua (4rea sombreada). Este diagrama nos indica que un sistema en estado vitreo (punto
1) considerado “estable”, puede ser llevado a un estado de liquido sobreenfriado (SE)
aumentado la temperatura (segmento 1-2 de la Figura IV.B.7) y/o aumentando el contenido

de agua (segmento 1-3 de la Figura [V.B.7).
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Figura IV.B.7. Diagrama de fase complementado del sistema trehalosa-agua, el

darea sombreada corresponde a la region donde los efectos de las sales sobre la
cristalizacion de agua o azicar fueron investigados. S, curva de solubilidad; Tm, curva de
fusion; T, curva de transicion vitrea; SE, liquido sobreenfriado.
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En el presente trabajo la estabilidad térmica de las enzimas de diferentes fuentes
(extracto de soja y miel) y el efecto de los electrolitos sobre la cristalizacion del azicar se
analizé en sistemas sobreenfriados, marcados como SE en la Figura IV.B.7. En estado
sobreenfriado, puede ocurrir la cristalizacion del azicar, resultando la pérdida del efecto
protector de las matrices amorfas y el consecuente deterioro de biomoléculas y estructuras
bioldgicas (Suzuki y col., 1997; Sun y Leopold, 1997; Mazzobre, 2001).

Las sales (MgCl,, NaCl, Ca;Cl, y Na3;CsHs07,) y la concentracion empleada
(relacion molar inicial trehalosa/ sal de 5) fueron las mismas que se ensayaron en los
estudios de los sistemas sobresaturados por congelacion (seccion IV.A). Se sabe que en los
sistemas combinados la presencia de sales podria retrasar o inhibir la cristalizacion del
azicar en ambientes de humedad intermedia (Mazzobre y Buera; 1999) o podrian tener
efectos especificos (inactivacion o activacion) sobre la actividad de la enzima (Fennema,
2000). Para verificar estas posibilidades se evalud la estabilidad de las enzimas amilasa de
miel y GOT/AST de soja en condiciones de baja disponibilidad de agua, para que no se
formara el dihidrato de trehalosa y observar las interacciones especificas de los iones con
cada enzima. En las Figuras [V.B.8 y 9 se muestran la actividad remanente de la enzima
amilasa (miel) y de la GOT/AST (E.A.S.) en sistemas con trehalosa y combinados

trehalos/sal humidificados a 11% H.R. en funcién del tiempo de almacenamiento a 55°C.
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Figura IV.B.8. Actividad remanente de la enzima amilasa en sistemas liofilizados

miel/ trehalosa o miel/trehalosa en presencia de distintas sales (R= 5) humidificados a
11% H.R. Temperatura de almacenamiento.: 55°C. NaCit.: citrato de sodio
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Figura IV.B.9. Actividad remanente de la enzima GOT/AST en sistemas liofilizados

con trehalosa (E.A.S.) con trehalosa en presencia de distintas sales (R= 3) humidificados a
11% H.R. Temperatura de almacenamiento: 55°C. NaCit.: citrato de sodio.
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Se observo que en sistemas con bajo contenido de agua (11% H.R) la presencia de
los iones modificd la estabilidad de la enzima amilasa de miel, con respecto al
comportamiento observado en trehalosa sin sales (Figura IV.B.8). La presencia de MgCl,
afect6 negativamente la actividad de la enzima en forma irreversible, mientras que el CaCl,
tuvo un efecto positivo. Este efecto del calcio no se observo, en el presente trabajo, cuando
los sistemas fueron congelados (seccion IV.A.3.1) o con la enzima purificada en solucion
por otros autores (Babacan y Rand., 2007). Sin embargo, estudios previos informaron que
la presencia de CaCl, aumento la estabilidad térmica de amilasa de otras fuentes (Thoma y
col., 1971; Khan, 1989; Lecker y Khan., 1998).

En la Figura IV.B.9 se puede ver en cambio, que la presencia de sales afectd solo
ligeramente la estabilidad de la enzima GOT/AST de soja en los sistemas combinados
humidificados a 11% H.R con respecto a la estabilidad observada en trehalosa sin sal, lo
cual indica que no habria efectos especificos importantes de inactivacion o activacion de la
enzima en presencia de los iones analizados cuando la trehalosa estaba amorfa.

En la seccion [V.B.1.1 se observd que la adicion de trehalosa no mejoro la
estabilidad de la enzima GOT/AST cuando los sistemas fueron expuestos a 44% H:R. (los
sistemas con o sin azicar tienen valores de k; similares) (Figura [V.B.4) y esta situacion
podria ser atribuida a la cristalizacion de la trehalosa como dihidrato (ver Figura IV.B.7).
Por lo tanto se analizo el efecto de adicion de las sales en estas condiciones criticas de
humidificacion. La Figura IV.B.10 muestra la actividad remanente de la enzima GOT/AST
de soja en sistemas conteniendo trehalosa o trehalosa/sal humidificados a 44% H.R. en

funcion del tiempo de almacenamiento a 55°C.
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Figura IV.B.10. Actividad remanente de la enzima GOT/AST en el extracto acuoso

de soja (E.A.S.) liofilizado con trehalosa (linea remarcada) o con trehalosa en presencia
de las distintas sales (R= 5) humidificados a 44% H.R. Temperatura de almacenamiento:
55°C. NaCit.: citrato de sodio.

Los resultados indicaron que la adicion de citrato de sodio o cloruro de magnesio a
la matriz de trehalosa mejord la estabilidad de la enzima GOT/AST de soja en los sistemas
expuestos a 44% H.R en relacion con la estabilidad observada en trehalosa. Un efecto
negativo fue observado en presencia de cloruro de calcio y no se observaron diferencias en
presencia de cloruro de sodio en comparacion con trehalosa sin sales. En estas condiciones
criticas de humedad, la proteccion observada en presencia de citrato de sodio y cloruro de
magnesio estaria relacionada con el mantenimiento de la estructura amorfa de la matriz de
trehalosa ya que no fue observada una accion especifica de estas sales sobre la enzima
cuando la cristalizacion de trehalosa estaba impedida (Figura IV.B.9). Otros autores

notaron que la combinacion trehalosa y ciertas sales tenian un efecto protector mayor que el
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azucar solo. Por ejemplo, Miller y col. (1998) estudiando la estabilidad la enzima lactato
dehidrogenasa (LDH) en matrices borato de sodio/trehalosa observaron un efecto sinérgico
similar en ambientes de alta humedad. Mazzobre y Buera (1999) observaron que la adicion
de KCI o MgCl, aument6 la resistencia térmica de la enzima [3-galactosidasa en sistemas
deshidratados con trehalosa. Ambos autores atribuyeron el aumento de la proteccion a la
disminucion de la cristalizacion del aziicar por el agregado de sales y concluyeron que el
aumento de la viscosidad de los sistemas trehalosa/sal retrasa el movimiento que conduce a
la desnaturalizacion proteica.

Teniendo en cuenta estos conceptos, se analizaron las posibles modificaciones de
propiedades fisicas de los sistemas como la temperatura de transicion vitrea, propiedades de

sorcion y cristalizacion de tehalosa en presencia de las sales estudiadas.
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IV.B.3. ANALISIS DE PROPIEDADES FiSICAS EN SISTEMAS COMBINADOS

AZUCAR/SAL.

En la seccion anterior se observd que las matrices con trehalosa combinadas con
citrato de sodio o cloruro de magnesio resultaron mas efectivas que las matrices del azicar
sin sal para estabilizar la enzima GOT/AST de soja en los sistemas expuestos a 44% H.R.
mientras que en los sistemas expuestos a 11% H.R. la estabilidad de la enzima GOT/AST
no fue afectada por la presencia de sales (Figura [V.B.9). En la Figura I[V.B.11 se observan
los termogramas obtenidos por DSC de los sistemas combinados trehalosa/sal

humidificados a 11% H.R luego de 35 dias a 55°C.

11% H.R.
\\ E.A.S./Treh / MgCl,
BE \ E.A.S./ Treh /NaCit.
9 s
fe o EAS./Treh.
exo
O 20 40 60 80 100 120 140
Temp. °C
Figura IV.B.11. Termogramas obtenidos por DSC para los sistemas liofilizados

trehalosa (E.A.S./Treh.) y combinados trehalosa/sal (E.A.S./Treh/sal.) que contenian la
enzima de soja humidificados a 11% H.R. luego de 35 dias a 55°C.
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Se observa claramente que la trehalosa se encontraba en estado amorfo (no
cristalino). Solo se detecta un cambio en la linea de base correspondiente a la T, del

sistema.

IV.B.3.1 Cristalizacion del azicar en los sistemas liofilizados trehalosa/sal.

En la Figura IV.B.12 y 13 se comparan los termogramas obtenidos por DSC para
los sistemas que contenian la GOT/AST de soja con trehalosa (E.A.S./Treh.) y trehalosa/sal
(E.A.S./Treh./sal) humidificados a 44% y 75% H.R. luego de completado el ensayo (35
dias a 55°C). En estas condiciones la movilidad del sistema y la cantidad de agua son

suficientes para que ocurra la cristalizacion de trehalosa.

e 44% H.R

E.A.S./Treh.

\ E.A.S./Treh./NaCl

\A* E.A.S./Treh./CaCl, _
v

O E.A.S./Treh./NaCit.

m E.A.S./Treh./MgCl,

Aexo

0 50 100

Figura IV.B.12. Termogramas obtenidos por DSC para los sistemas (E.A.S.)
liofilizados con trehalosa y combinados trehalosa/sal humidificados a 44% H.R. luego de
35 dias a 55°C.
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Los picos endotérmicos observados para cada sistema (por razones de claridad las
curvas son desplazadas ligeramente en el eje vertical en la figura) coinciden con la
temperatura correspondiente a la fusion del cristal dihidratado de trehalosa mostrado en la
Figura [V.B.7. Las areas de los mismos fueron cuantitativamente diferentes segun la sal
analizada y un pico atipico se observo especialmente para las muestras con trehalosa y
CaCl,. La formacion de varios picos consecutivos de fusion ha sido observado en
materiales que cristalizan en fracciones con distinta estabilidad (Srimoanon y col., 2003).
La existencia de dos picos en presencia de cloruro de calcio podria indicar que hubo una
cristalizacion inicial de trehalosa y una parcial recristalizacion posterior.

A mayor grado de humidificacion de las muestras (75% de H.R.) se observaron
también diferentes grados de cristalizacion de trehalosa en los distintos sistemas

combinados (Figura [V.B.13).

\ 75% H.R.
\ E.A.S/ Treh./ MgCl,
E.A.S/ Treh./ CaCl,
E.A.S/ Treh./ NaCit.
= |
E E.A.S/ Treh./ NaCl
o
)
A
exo
200 o 20 40 60 80 100
Temp. °C

Figura IV.B.13. Termogramas obtenidos por DSC para los sistemas (E.A.S.)
liofilizados con trehalosa y combinados trehalosa/sal humidificados a 75% H.R.. luego de
35 dias a 55°C.
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IV.B.3.2. Adsorcion de agua en sistemas liofilizados trehalosa/sal.

Se analizo el efecto de la presencia de las distintas sales sobre el contenido de agua
final de los sistemas (III.D). En la Figura IV.B.14 se compara el contenido acuoso
(expresado en base seca) del sistema con trehalosa y de los combinados trehalosa/sal

expuestos a las humedades relativas ensayadas (11, 44 y 75% H.R.)

0,26 — . 1
|
0,2
E.A.S./Treh./MgCl,
% 0,15 -
i
3 - ! E.A.S./Treh./NaCit.
® 0.1 E.A.S./Treh./NaCl
3 E.A.S./Treh./ CaCl,
0,05 -
| 4:\. E.A.S./Treh.

humedad relativa, %

Figura IV.B.14. Adsorcion de agua a 20°C para los sistemas con trehalosa
(E.A.S/Treh.) y combinados trehalosa/sal en proporciones molares R=5 (E.A.S/Treh/sal.),
que contenian las enzimas de soja humidificados a 11, 44y 75% H.R.

Se observo que en los sistemas combinados trehalosa/sal la retencion de agua fue
mayor con respecto al sistema sin sal (excepto para el cloruro de calcio) para todas las
humedades relativas estudiadas. En los sistemas conteniendo trehalosa sola se puede ver

una curva chata porque a 45% de H.R. cristaliza como dihidrato y el contenido de agua se
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mantiene relativamente constante. Se sabe que las interacciones de los iones con las
moléculas de agua y/o con los azucares modifican los ambientes de baja disponibilidad de
agua (Santagapita y Buera, 2006; Elmonsef y Yrjo; 2004). Las curvas de las muestras con
trehalosa combinadas con cloruro de magnesio y citrato de sodio mostraron una relacion
directamente proporcional con la humedad ambiente y no se observa pérdida de contenido
de agua por cristalizacion masiva

Estos resultados coinciden con los eventos térmicos observados por DSC en el
presente trabajo (Figuras [V.B.12 y 13). Es interesante destacar que las sales que
proporcionaron mayor estabilidad a la enzima GOT/AST son las inhibieron o retrasaron la

cristalizacion del azicar y determinan la cantidad de agua del sistema.

La Tabla IV.B.2 resume los valores de temperatura de transicion vitrea, area del
pico endotérmico de fusion, fraccion de trehalosa cristalizada (calculada a partir de la
entalpia de fusion (AHf) para cada sistema) obtenidos a partir de los termogramas de las
Figuras IV.B.12 y 13 y fraccion de agua asociada a la fase amorfa (W,) calculada
empleando la ecuacion III.1 para los sistemas liofilizados con trehalosa y trehalosa/sal que

contenian las enzimas de soja humidificados a 44 y 75% H.R
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Tabla IV.B.2 . Valores experimentales de los eventos térmicos determinados por DSC
para los extractos liofilizados con trehalosa (E.A.S/Treh). y trehalosa/sal(E.A.S/Treh/sal).
que contenian las enzimas de soja humidificados a 44% y 75% H.R. Sales: Na;CsHsO3,
NaCl, CaCly y MgCl,. Treh. = Trehalosa 20%. (A Hf en J.g.-1). A = ausente.

Termogramas
Fraccion
Tg /(“C) Fusion cristalina
muestra HR. % onset A Hf , % T-Tg Wt Wa
EAS/Treh. 44 23 115,4 0,83 32 0,03 0
EAS/Treh/
MgCl, 44 A S o i 0,10 0,143
75 -23 65.29 0.46 78 0.15 0.240
EAS/Treh./
NaCit. 44 A 68,63 L ; 0,10 0,090
75 -22 99 0.71 77 0.10 0.089
EAS/Treh./
NaCl. 44 A 101 0,72 ) 0,10 0115
75 A 104 0.75 - 0.08 0.012
EAS /Treh. / 1.09
CaCl, 44 A 151,8 ? i 0,07 0,015
75 A 83.19 0.60 - 0.07 0.052

W 7. fraccion en masa de agua total
W, fraccion en masa de agua de la fase amorfa

Como se vio en estudios previos (Mazzobre y col., 2001; Longinotti y col., 2002,
Santagapita y Buera, 2006), el grado de cristalizacion de aztcar varié de acuerdo a la
presencia y/o tipo de sal empleada, y algunas sales como NaCit, MgCl,, NaCl retrasaron o
inhibieron la cristalizacion del azucar La inhibicion de la cristalizacion de trehalosa fue
mayor en presencia de MgCl, y se incrementd la retencion de agua en la fase amorfa

(Santagapita y Buera; 2006). La existencia de agua residual para las enzimas liofilizadas
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seria importante para hidratar la estructura proteica y estabilizar la actividad a largos
tiempos (Klyoshi y col.; 2004).

Para visualizar claramente los efectos de los cambios de la estabilidad fisica sobre la
estabilidad enzimatica, en la Figura IV.B.15 se muestra la relacién entre la actividad
remanente de la enzima GOT/AST de soja y la fraccion de trehalosa cristalizada en el
sistema con trehalosa y combinados trehalosa/sal, humidificados a 44 % H.R. luego de 35

dias de almacenamiento a 55°C.

60

i GOT/AST(soja/Treh.) aw:0,44-Temp:55°C |
50 x E.AS/Treh./MgCl,

E.AS./Treh./NaCit.

E.AS./Treh./NaCl
R E.AS./Treh

actividad remanente. %
w
o

E.AS/Treh./
CaCl,
0 S : . N ) R S —
0,45 0,64 0,72 0.83 1,00
Fraccion de trehalosa cristalizada
Figura IV.B.15. Relacion entre la fraccion de trehalosa cristalizada en los sistemas

liofilizados con trehalosa (E.A.S./Treh.) y combinados trehalosa/sales (R=3)
(E.A.S/Treh./sal) humidificados a 44% H.R..y la actividad remanente de GOT/AST luego de
35 dias de almacenamiento a 55°C..

Debe notarse que mientras la cristalizacion del azicar se incrementd, la actividad

enzimatica remanente decrecio. Este efecto fue mayor en la matriz adicionada con CaCl,

134



IV.B. RESULTADOS Y DISCUSION

donde la pérdida del efecto protector de la trehalosa (observada en la Figura IV.B.10) puede
ser atribuida a la cristalizacion total del azicar (Figura IV.B.12). La incorporacion de las
sales (NaCit y MgCl,,), que provocaron cambios estructurales en la matriz del sistema
(retrasaron o inhibieron la cristalizacion del azlcar) también afectd la estabilidad de la
enzima (retraso la inactivacion), cuando los sistemas fueron humidificados a 44% de H.R.

Por otro lado, la adicion las sales en sistemas biologicos y alimentos determinan
cambios en la estructura de las moléculas de agua que los rodean y en la esfera de
hidratacion de las proteinas. Como se ha discutido anteriormente, los iones citrato y Mg+2
conocidos como agentes de estructura o cosmotropicos imponen un orden local
fortaleciendo las uniones de hidrégeno entre las moléculas de agua, aumenta la viscosidad
de las soluciones acuosas, se espera que ocurra una fuerte dispersion de las interacciones
con interfaces y estabilizan proteinas (Nickolov y Miller, 2005).

Los resultados muestran que la capacidad protectora no solo dependié de las
propiedades de vitrificacion de la matriz sino también de la estabilidad quimica del azicar
(Murray y Liang, 2000, Allison y col., 1999) y de las interacciones que las sales puedan
establecer con el entorno molecular, cuando estas estan presentes como ingredientes o

aditivos. (Lo Nostro y col., 2005; Calligaris y Nicoli, 2006).
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V. CONCLUSIONES GENERALES

El conocimiento de la estabilidad de enzimas y alimentos con matrices amorfas,
tiene gran importancia practica en biotecnologia y procesamiento de alimentos. La
conservacion de las estructuras metaestables en sistemas deshidratados o congelados es un
factor critico para la recuperacion de la funcionalidad o actividad de las biomoléculas. En el
presente trabajo se analizo la dependencia de la actividad enzimatica con la formacion de
hielo en los sistemas congelados y la cristalizacion de azucares en sistemas deshidratados,

obteniéndose las siguientes conclusiones:

. Las enzimas amilasa en miel diluida y aspartato amino transferasa en el extracto de
la semilla de soja, se desnaturalizaron facilmente cuando fueron almacenadas en estado
congelado y deshidratado. Su naturaleza labil permitio evaluar el efecto del agregado de

trehalosa y de soluciones salinas.

. El disacarido trehalosa fue efectivo para preservar la actividad de ambas enzimas.

La estabilidad enzimatica se vio afectada por la cantidad de hielo formado y por la

cristalizacion del aztcar en los sistemas congelados y liofilizados respectivamente.
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. En sistemas congelados, la accion crioprotectora se relaciond con el contenido de
solidos del sistema. El agregado del azicar trehalosa estabilizaria la estructura de las
proteinas al disminuir la cantidad de agua congelada, cuya interfase actuaria como vector
de estrés. Se podria concluir que en sistemas congelados, se lograria una proteccion eficaz
de la enzima amilasa en miel con un nivel de 40% de sélidos, mientras que para la enzima

GOT/AST de la semilla de soja, seria con 20% de trehalosa.

La cantidad de agua congelada no serfa el Gnico factor a considerar en la estabilizacion
enzimatica cuando las sales estan presentes en las matrices con trehalosa. Los mecanismos
de estabilizacion por presencia de sales serian diferentes a los discutidos por el agregado de
trehalosa. En presencia de sales, las matrices que contenian sélo los azicares de la miel y
que tenian citrato de sodio mostraron una marcada estabilizacion de la actividad y sc ha
demostrado que esto seria independiente del contenido de sdlidos. En los sistemas
congelados no se encontrd una combinacion de concentracion de micel - trehalosa - sal que

produzca sinergismo en la capacidad para proteger las enzimas estudiadas.

[En el presente trabajo, la variacion de la temperatura de transicion vitrea (T,) no
resultd ser un buen parametro para evaluar la estabilidad enzimdtica en los sistemas de miel
puros o modificados, ya que no corrciacioné con los cambios de composicion y no
representd las interacciones intermoleculares. En cambio, los valores de capacidad
calorifica (AC,) mostraron una relacion proporcional con los sélidos del sistema, los cuales

fueron criticos para la conservacion de actividad enzimatica.
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e En los sistemas deshidratados re-humidificados, los resultados obtenidos
confirman que la capacidad protectora no depende sélo de las propiedades de vitrificacion
de la matriz sino también de la estabilidad quimica del azucar y de mecanismos de
proteccion dependientes del tipo de proteina y de las interacciones que ésta pueda

establecer con el azucar.

Es interesante destacar que en sistemas deshidratados las sales que proporcionaron
mayor estabilidad a la enzima GOT/AST son las que inhibieron o retrasaron la

cristalizacion del azicar.

En las muestras liofilizadas humidificadas a 44%H.R. se observéd un efecto
sinérgico entre el azicar y ciertas sales (citrato de sodio y cloruro de magnesio) que afecto
positivamente la estabilidad de la enzima GOT/AST (seccion IV.B.II). Este efecto no se

manifesto en las muestras congeladas a -26°C (seccion IV.ALIII).
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. El efecto de las sales sobre la cinética de cristalizacion de hielo en los
sistemas congelados o de azicar en los sistemas liofilizados en relacion con la actividad
enzimatica, parece depender de la magnitud con que las sales o los aziicares rompen la red
tetraédrica de enlaces por puente de hidrogeno del agua.

En ambientes de contenido de agua restringido, tales como los sistemas congelados
o deshidratados analizados en el presente trabajo, la cantidad de agua determina la cinética
de los cambios de fase y de la inactivacion enzimatica. De esta forma, el tipo de interaccion
agua-ion se manifiesta en dichos cambios dinamicos, y la [lamada serie de Hofmeister

ofrece una amplia posibilidad para ayudar en su descripcion.

Las sales afectaron los diagramas de fase de los preparados enzimaticos y
modificaron la cinética de cristalizacion de azticar y de agua, influyendo ademas sobre la

estabilidad enzimatica.

. La localizacion de los sistemas estudiados en los diagramas de estado
suplementados ayuda a interpretar los procesos dinamicos y a relacionar los cambios en el

estado fisico de los materiales con la pérdida de funcionalidad de las enzimas.

Los resultados obtenidos pueden ser usados para desarrollar matrices protectoras
teniendo en cuenta la variabilidad natural de las fuentes de enzimas. Esto tendria
significado practico para la conservacion de aditivos, ingredientes o alimentos que

contengan enzimas durante el congelamiento o su deshidratacion.
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