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Resumen

La alta presion hidrostatica (APH) es una operacion de conservacion no térmica que ha
tomado gran importancia en los ultimos afos en la industria de alimentos debido a su
efectividad y a una menor pérdida de nutrientes y propiedades sensoriales comparada
con los procesos térmicos que causan inevitablemente pérdida de nutrientes y sabores.

En la conservacion de alimentos las enzimas tienen un papel importante durante el
proceso y almacenamiento. Se ha observado un efecto de bioconservacion de algunas
bacterias lacticas como Pediococcus y Enterococcus, aisladas de productos carnicos y
quesos que producen hidrolasas, que se encargan de eliminar patdégenos como
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes.

En este trabajo, una endoinulinasa y una endoproteasa se usaron como modelos con el
objetivo de evaluar la estabilidad de hidrolasas, que pueden estar presentes en algunos
alimentos o son agregadas como ingredientes, ante el tratamiento por APH. Para ello se
llevd a cabo su caracterizacion fisicoquimica, se determind su actividad enzimatica, y se
examino su estabilidad térmica mediante calorimetria de barrido diferencial (DSC, por sus
siglas en inglés). Se plantea que las enzimas retienen su estructura tridimensional dado
que muestran actividad enzimatica antes y después del tratamiento con APH.

Los tratamientos comerciales de APH en la industria de alimentos utilizan presiones
superiores a 400 MPa para inactivar microorganismos patdgenos. Por ello, se aplicaron
presiones de 400 y 600 MPa con una exposicion maxima de 5 min. Posteriormente, se
examinaron por DSC para identificar la presencia de transiciones térmicas que pudiesen
ser atribuidas a cambios en la estructura de las enzimas. Ademas, se determind su
actividad enziméatica después de cada tratamiento y se compard con enzimas no tratadas
con APH.

La APH provoco cambios significativos en las enzimas. Sin embargo, se conservé 80 %
o mas de la actividad enzimatica a 400 MPa 'y 70 % o mas a 600 MPa, lo que indica que
las enzimas se mantuvieron estables después del tratamiento por APH. Si las enzimas
fueran parte de un alimento sometido a APH, el alimento mantendria sus caracteristicas.
No obstante, seria conveniente estudiar el efecto de la interaccion entre la enzima y la

matriz del alimento.
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Abstract

High hydrostatic pressure (HHP) is a non-thermal preservation process that has taken on
great importance in recent years in the food industry due to its effectiveness and reduced
loss of nutrients and sensory properties regarding thermal processes that inevitably cause
loss of nutrients and flavors.

In food preservation, enzymes play an essential role during the processing and storage
of foods. A biopreservation effect has been found in some lactic bacteria such as
Pediococcus and Enterococcus, isolated from meat products and cheese, which produce
hydrolase enzymes and are responsible for eliminating pathogens like Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes.

In this work, an endoinulinase and an endoprotease were taken as models to evaluate the
stability of this type of enzymes, that may be already present in some foods or added as
ingredients, to HHP treatment as a preservation method. Their physicochemical
characterization was carried out for this purpose, their enzymatic activity was determined,
and their thermal stability was examined using differential scanning calorimetry (DSC).

It is proposed that the enzymes retain their three-dimensional structure as they show
enzymatic activity before and after HHP treatment.

Commercial HHP treatments in the food industry use pressures higher than 400 MPa to
inactivate pathogenic microorganisms. Therefore, 400 and 600 MPa were applied for
maximum exposure of 5 min. Subsequently, enzymes were examined by DSC to identify
the presence of thermal transitions that could be attributed to changes in their structure.
Also, their enzymatic activity was determined after each treatment and compared with
enzymes not treated with HHP.

The HHP caused significant changes in the enzymes. However, 80% or more of the
enzymatic activity was preserved at 400 MPa and 70% or more at 600 MPa. This behavior
indicates that the enzymes remained stable for HHP treatment. These results suggest that
if the enzymes were part of a food subjected to HHP, the food would retain its
characteristics; however, a study of the interaction between enzyme and food matrix is

recommendable.
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CAPITULO1

ANTECEDENTES
Enzimas

Las enzimas son proteinas capaces de acelerar la velocidad de reacciones quimicas.
Tienen un poder catalitico superior al de los catalizadores sintéticos o inorganicos,
poseen un grado de especificidad elevado con respecto a sus sustratos y funcionan en
disoluciones acuosas en condiciones muy suaves de temperatura y pH. Las enzimas son
los catalizadores biologicos que estan en el centro de todos los procesos bioquimicos.
Son capaces de catalizar cientos de reacciones consecutivas en las que se degradan
moléculas de nutrientes, se conserva y se transforma la energia quimica y se sintetizan
macromoléculas bioldgicas a partir de precursores sencillos (Lehninger et al., 2006). Las

enzimas se clasifican de acuerdo con las reacciones que catalizan (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion internacional de las enzimas (Lehninger et al., 2006,
International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 2018).

CLASE TIPO DE REACCION CATALIZADA
Oxidorreductasas Transferencia de electrones (6xido-reduccion)
Transferasas Reacciones de transferencia de grupos
Hidrolasas Reacciones de hidrolisis; rompen o forman enlaces
covalentes
Liasas Adicion de grupos a dobles enlaces, o formacién de dobles

enlaces por eliminacion de grupos

Isomerasas Trasferencia de grupos dentro de moléculas generando

formas isoméricas

Ligasas Formacion de enlaces C-C, C-S, C-O y C-N mediante
reacciones de condensacion acopladas a la ruptura de
Adenosin Tri Fosfato (ATP)

13



Traslocasas Catalizan el movimiento de iones o moléculas a través de las

membranas.

Enzimas en los alimentos

En la industria alimentaria, las enzimas juegan un papel importante en muchos procesos
ya que pueden modificar la apariencia, la textura, el valor nutricional y generar aromas y
sabores en los alimentos. Es por eso que alrededor del 40 % de las enzimas que se
producen a nivel industrial son destinadas al sector de alimentos y bebidas (Rodriguez
Alegria, 2013).

Las enzimas pueden estar relacionadas directamente con las reacciones metabdlicas de
las células que conforman un alimento, por ejemplo, la germinacion de una semilla
depende de que ésta se hidrate y de que enzimas hidrolicen el almidén para hacer
disponible a la glucosa que la semilla necesita para desarrollarse. Por otro lado, que un
fruto madure depende directamente de las enzimas presentes de acuerdo a la etapa de
maduracion, este es el caso de las pectinasas que son responsables del ablandamiento

que sufren frutos al madurar como el jitomate, las manzanas, las peras, entre otras.

De igual forma, las enzimas también son utilizadas como ingrediente activo en la
preparacion de alimentos, como las proteasas de origen vegetal, tales como la papaina
y bromelina utilizados como ablandadores de carne. Una aplicacién que data desde las
épocas mas remotas del ser humano es el uso de las enzimas para la produccion de
queso, la renina o quimosina es una proteasa que hidroliza un solo enlace de la proteina
mas abundante de la leche, k- caseina, cuando se rompe el enlace se forma un coagulo
conocido como cuajada, que se separa del suero, se sala y se prensa para obtener queso
fresco.(Pefia & Quirasco, 2014). En la actualidad, existe un problema comun de
intolerancia a la lactosa en la poblacion, es por eso que comercialmente hay leche
deslactosada que se obtiene al afiadir la enzima B-galactosidasa a la leche, de esta

manera se produce la hidrélisis de la lactosa en glucosa y galactosa.

Inulinasas
Las inulinasas son B-fructosidasas no especificas que hidrolizan inulina para producir

fructosa y fructooligosacaridos (FOS) que pueden tener de tres hasta ocho unidades de
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fructosa. Esta ultima y los FOS son compuestos importantes en la industria alimentaria y
farmacéutica. Las inulinasas microbianas se clasifican de acuerdo con su via de accion
(Fig. 1). Las exoinulinasas (B-D-fructan-fructohidrolasa, EC 3.2.1.80) son aquellas que
rompen el extremo no reductor de la inulina generando fructosa como producto principal.
Las endoinulinasas (B-D-fructan-fructanohidrolasa, EC 3.2.1.7) hidrolizan los enlaces (2-
1)-B-D-fructosidicos de la inulina generando FOS (Chen et al., 2009).

oM oyl

O -~ i ”
\J Exo- inulinasa o ko Edulcolorante de bajo

= = R oM O. o ) . contenido caldrico
o o T —
O . ’

o N N

\—/ Endo-Inulinasa Fructosa

® — Fibra dietética,
N—" alimento funcional

Inul | v 7
nuling - o A oe o

Fructooligosacaridos

Figura 1. Mecanismo de ruptura de endo y exo inulinasas (Jiang et al., 2017).

La inulina es un fructano que se encuentra en mas de 30,000 especies de plantas como
carbohidrato de reserva, los fructanos son polimeros solubles de fructosa y glucosa, con
enlaces B-(2-1) y B-(2-6) entre las moléculas de fructosa. (Arrizon et al., 2011), la fructosa
puede unirse tanto a la glucosa como a la fructosa generando una gran variedad de
fructanos que se clasifican principalmente en cinco clases estructurales: inulina, levana,
mezclas de fructanos ramificados, neoseries de inulina y neoseries de levana.(Curbelo
et al., 2012)

La inulina aparece de forma natural en plantas como la dalia (Dahlia spp.), la achicoria
(Cichorium intybus), y la alcachofa de Jerusalén (Helianthus tuberosus), entre otras.

Ha cobrado gran interés en la industria alimentaria debido a que se utiliza ampliamente

como ingrediente ya que tiene propiedades de edulcorante de bajo aporte calérico (1,5

15



Kcal / g), actua como prebiotico, modificador de textura y remplazo de grasa. (Castellanos
et al., 2016; Corona Gonzalez et al., 2005; Madrigal & Sangronis, 2007;). (Fig. 2)

Flgura A con una Figura B con una
molécula terminal de molécula terminal do
glucosas fructosa

Figura 2. Estructura quimica de la inulina con moléculas terminales de glucosa (A)
y fructosa (B).

Proteasas
Segun la Nomenclatura del Committee of the International Union of Biochemistry and

Molecular Biology (NC-ITUBMB) las proteasas pertenecen a las enzimas hidrolasas
(Webb, 1989), Estas enzimas son capaces de hidrolizar los enlaces peptidicos de otras
proteinas en péptidos o aminoacidos libres. Se encuentran ampliamente distribuidas en
animales, plantas, microorganismos y hongos, donde participan en diversos procesos
fisiolégicos, como la digestion de las proteinas de los alimentos, la regulacion de la
presion arterial, la sintesis y degradacién de proteinas virales, la apoptosis, entre muchas

otras.

La NC- IUBMB divide a las peptidasas con base en su sitio de accién en exopeptidasas
(EC 3.4.11-19) y endopeptidasas (EC 3.4.22-99). Las exopeptidasas catalizan la hidrolisis
de enlaces peptidicos en los extremos libres de la cadena polipeptidica, las
aminopeptidasas actuan en el extremo N-terminal libre de la cadena, libreando un unico

aminodcido, un dipéptido o un tripéptido, por otro lado, estan las carboxipeptidasas que
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hidrolizan el extremo C-terminal libre de la cadena y liberan un solo residuo de

aminoéacido o un dipéptido.

Las endopeptidasas son caracterizadas por llevar a cabo la hidrdlisis de los enlaces
peptidicos en el interior de la proteina y a su vez son clasificadas de acuerdo al tipo de
aminoacidos que constituyen su sitio activo, asi como la presencia de metales, por lo que
se han subclasificado en serin- proteasas, aspartil-proteasas, cistein- proteasas, y

metalo-proteasas. (Dhillon et al., 2016; Vigueras-Morales, 2019)

Con base a sus mecanismos cataliticos se propuso una clasificacion que constituye siete

subgrupos en la clasificacién internacional, (Dhillon et al., 2016; Hartley, 1960):

e Serin proteasas. Se caracterizan por la presencia de un residuo de serina en su sitio
activo. Son activas a pH neutro o alcalino con un pH 6ptimo entre 7y 11 (Juan Ovejero,
2015). Su masa molar varia entre 18 y 126 kDa. Su punto isoeléctrico (Pl) suele estar
entre 4y 6.

e Cistein/tiol proteasas. Son un grupo muy variado de proteasas. Su actividad depende
de una diada de cisteina e histidina. El pH 6ptimo es neutro, aunque algunas tienen
su intervalo maximo de actividad enzimatica en condiciones acidas.

e Proteasas asparticas. Presentan un residuo de acido aspartico en su centro activo.
Suelen conocerse como proteasas acidas. El pH éptimo es entre 3y 4 y su Pl esta en
el intervalo de 3 a 4.5. Su masa molar varia entre 30 y 45 kDa.

e Proteasas glutamicas. Las proteasas glutamicas son similares a las asparticas de
origen fungico. Tiene una diada catalitica Unica que consta de glutamina y glutamato.
(Fujinaga et al., 2004; Laskar & Chatterjee, 2009)

e Metaloproteasas. Este grupo es el mas variado de las proteasas, se caracterizan por
su dependencia de un ion metélico divalente.

e Proteasas treoninicas. Este grupo es muy similar a las serin proteasas, la actividad
enzimatica suele ser maxima para pH alcalino.

e De mecanismo catalitico desconocido. Existe un nimero de peptidasas para las cuales
el mecanismo catalitico no se ha deducido, y la secuencia de aminoacidos se ha

denominado con la letra “U” (unclassified) y se les asigna un numero arbitrario
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En la industria alimentaria la principal aplicacion de las proteasas es en la coagulacion
de las proteinas lacteas para la elaboracion de quesos, el ablandamiento de carnes, en
la industria panadera para degradar el gluten y mejorar la textura de la masa o para la
elaboracion de hidrolizados proteinicos de alto valor nutricional (Neklyudov et al., 2000).

Subtilisina Calsberg (SC)
La Subtilisina Calsberg (SC) fue descubierta por Lindestrosm, Lang y Ottesen en los

laboratorios Carlsberg en 1947 (Rao et al., 1998), es producida por la bacteria Bacillus
licheniformis, y pertenece al grupo de las serin proteasas. Esta enzima pertenece a la
subfamilia S8A de las subtilisinas y tiene una triada catalitica con un orden de secuencia
Asp, His y Ser (Rawlings et al., 2006). Actia como endoproteasa extracelular tiene un pH

optimo de 7.0-8.5, una masa molar de 27.5 kDa, la temperatura éptima es 60 °C.

Procesamiento por alta presion hidrostatica (APH)

La APH es un proceso de conservacion no térmico que somete productos a presiones
entre 100 y 1000 MPa, generalmente se utiliza agua debido a su baja compresibilidad, al
aumentar la presiéon se produce un descenso de volumen del agua, 4% a 100 MPa, 7%
a 200 MPa, 11.55% a 400 MPa, con una temperatura de 22°C. (Bolufer, 2012;
Dominguez-Ramirez, 2015; Pradas Baena & Moreno Rojas, 2016). Es una tecnologia
verde por el uso de agua como liquido compresor y energéticamente es muy eficiente.
Su uso en plantas industriales se lleva a cabo por lotes. Consiste en una camara de
presion y un dispositivo generador de presion, los alimentos son sellados en su envase y
colocados en la camara, el agua se bombea hacia el interior de la camara y una vez
alcanzada la presion deseada el bombeo se detiene y se cierran las valvulas, por lo que
la presién se puede mantener sin necesidad de aporte de energia. El trabajo de
compresion aumenta la temperatura de los alimentos mediante un calentamiento
adiabatico y la extension del aumento de temperatura varia de acuerdo con la
composicién del alimento de entre 3 a 9 °C/100 MPa. Al final del tiempo requerido de
presurizacion (Cuadro 2) se descomprime la camara para sacar el lote tratado y se inicia

un nuevo ciclo (Elamin et al., 2015).

Esta tecnologia adquirié importancia en las ultimas dos décadas, pero se origino con las

investigaciones del equipo de Bert H. Hite, iniciadas en 1897 sobre los efectos de

18



presiones de hasta 1000 MPa en la conservacion de leche y frutas (Capellas Puig, 1998).
Hite disefid y construyé una unidad de alta presion para pasteurizar leche y otros
alimentos y reportd que después de procesar leche a 667 MPa por 10 minutos habia una
reduccién en la poblacién microbiana de 107 células/mL a 10-10? células/mL, también
hizo pruebas en carne aplicando una presion de 530 MPa por 60 minutos a 52°C y la
carne no presentd carga microbiana durante tres semanas de almacenamiento. (Téllez-
Luis et al., 2001).

En 1914, el equipo de Hite reportd que la presion podia ser usada para extender la vida
de anaquel de frutas debido a que las levaduras y otros microorganismos que las afectan
son susceptibles a la presion. En el mismo afio, Bridgeman estudio el efecto de la alta
presion sobre la clara de huevo y observd su coagulacion, demostrando una
desnaturalizacion irreversible de las proteinas de la clara a partir de 300 MPa. Sin
embargo, fue hasta la década de los ochenta cuando se comenzaron a realizar estudios
sobre los efectos de las altas presiones sobre los componentes de los alimentos, su
incidencia sobre microorganismos y enzimas y modificaciones que se producen a nivel
nutricional y sensorial. En 1990 la Universidad de Kyoto lanzé al mercado las primeras
mermeladas de frutas tratadas por alta presion hidrostatica, siendo Japén el pais pionero

en la produccion y comercializacion de alimentos presurizados (Téllez-Luis et al., 2001).

La implementacioén de la tecnologia de APH ha tenido un gran éxito en el siglo XXI, debido
a la alta demanda de los consumidores por tener productos frescos, menos procesados,

sin conservadores quimicos, seguros y que tengan una vida util extendida.

En comparacién con los tratamientos térmicos convencionales, la aplicacion de la APH
incrementa la vida de anaquel 4, 10 o hasta 30 veces mas en condiciones de refrigeraciéon

en productos como bebidas, jugos, carnes y aderezos de verduras (Fig. 3).
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Figura 3. Aumento de la vida util de algunos productos alimenticios tratados por APH.
(HIPERBARIC, S.A., 2020)
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Cuadro 2. Aplicaciones de APH en algunos productos alimentarios. Modificada de

(Téllez-Luis et al., 2001).

Producto

alimentario

Condiciones de

tratamiento

Funcion de la Alta Presion

Referencia

Maiz 500 MPa, 5 min  Destruccion de la estructura Hibi et al.,
cristalina del almidoén 1993
Sorgo 500 MPa, 5 min Mejora en la calidad de la Dewar et al.,
malta de sorgo 1994
Zanahoria 400 MPa, -20°C Mejora en la textura 'y Fuchigami et
estructura histolégica al., 1997
Carne crudade  100-150 MPa 30 Acelera la maduracion, Cheftel, 1995
vaca a 40 min, 20°C mejora la vida atil y provoca
ablandamiento
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Pastel de arroz 400 MPa, 10 Reduccion de carga Cheftel, 1995
min, 45 a 70 °C microbiana de la materia
prima
Salchichas 'y 400 MPa Gelatinizacién, disminucion Cheftel, 1995
pasteles de de la carga bacteriana
pescado
Mermeladas 400 MPa, 10 a Elimina la presencia de Cheftel, 1995,
30 min, 20°C hongos y levaduras, facilita la  Boulfer, 2012.
penetracion de azucar y la
formacién de geles
Yogur, salsas, 400 MPa, 10 a Pasteurizacion, facilita la Cheftel, 1995
gelatinas de 30 min, 20°C penetracion de azucary la
frutas, geles formacion de geles
Lechugay 300 MPa, 10 Reduce la poblacion Arroyo et al.,
tomate min, 20°C microbiana 1997

Fundamento de la APH

El uso de altas presiones hidrostaticas se rige fundamentalmente por dos principios. El
primero es el principio de Le Chatelier, que postula que la alta presion desplaza el
equilibrio de un proceso hacia el estado que ocupa menos volumen, es decir, la presion
favorece fendmenos como la transicion de fase o cambios en la configuracion molecular.
La presién es una variable termodinamica importante debido a que afecta el volumen de
un sistema biolégico y por consecuencia afecta una variedad de estructuras bioldgicas,

reacciones y procesos.

El segundo es la ley de Pascal, que indica que una presiéon externa aplicada a un fluido
confinado en un recipiente se transmite de forma uniforme e instantanea en todas

direcciones.

Siguiendo este udltimo principio esta tecnologia es aplicable a alimentos liquidos o

cualquier producto envasado en un empaque sellado herméticamente, pues si la muestra
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permanece en contacto directo con el medio de presurizacion la presion es instantanea

y uniforme independientemente del tamafio o la geometria del producto. (Oxen & Knorr,

1993), conservando su forma original independientemente del tamafio, forma y volumen

del producto procesado (Téllez-Luis et al., 2001; Velazquez et al., 2005). Las ventajas y

desventajas de la APH se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3.Ventajas y desventajas de método de conservacion por alta presién
hidrostatica. Modificada de (Téllez-Luis et al., 2001).

Ventajas de APH Desventajas de APH

Reduccion de riesgo por
contaminacion del alimento en los
equipos de APH

Permite procesar distintos tipos de
alimentos sin necesidad de limpiar
la cAmara tras cada operacion
efectuada.

No se altera el sabor del alimento
No se altera el color debido a que
la APH no favorece la reaccion de
Maillard

Alternativa ideal para productos
frescos que necesitan temperatura
ambiente o de refrigeracion.

No produce residuos, ya que se
utiliza agua como medio de
presurizacion

Reduce la necesidad de

conservadores

Los equipos de APH son caros
No se han podido disefiar
procesos continuos

Algunos alimentos no pueden ser
procesados por APH ya que
perderian su forma y aspecto
original

Existe desconfianza por parte del
consumidor, debido a que el
proceso aun es desconocido y

novedoso.

Efecto de la APH sobre la conformacién de enzimas

El estado nativo de una enzima es estabilizado por diferentes tipos de interacciones como

puentes disulfuro, puentes de hidrogeno, interacciones de van Der Waals, interacciones
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hidrofbicas y electrostaticas. Las altas presiones no afectan los enlaces covalentes de
las proteinas por lo tanto conservan la estructura primaria de las enzimas (Fellows, 2009).
Sin embargo, las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria se ven modificadas por
alteraciones en las interacciones electrostaticas e hidrofébicas, ademés de los puentes
de hidrégeno, que pueden provocar la reordenacion de la estructura de la proteina que

tiende a cambiar la forma para reducir su volumen.

Mecanismo de inactivacion de enzimas por APH

La inactivacion enzimética provocada por la alta presion hidrostética es un fenébmeno
complejo, ya que envuelve una serie de eventos como la formacion y la ruptura de
diferentes interacciones, cambios en la estructura nativa por despliegue o plegamiento
de las enzimas. EI mecanismo de inactivacion enzimatica provoca desdoblamientos
parciales o completos como se muestra en la Figura 4 que pueden ser reversibles (R) o
no (l) debido a la presion aplicada. Estos cambios afectan principalmente la actividad
enzimatica ya que esta relacionada con la estructura nativa de la enzima (Chakraborty et
al., 2014).

A pesar de que la inactivacidon de las enzimas depende de su naturaleza y el medio de
reaccion, se considera en general, que, a presiones bajas, e.g., 200 MPa, los despliegues
en enzimas pueden ser reversibles mientras que por encima de 200 MPa los cambios
son irreversibles. Sin embargo, el repliegue de las subunidades puede ocurrir de tal
manera gue la estructura de la enzima quede modificada y no funcione como se espera
(Chakraborty et al., 2014).

Desplegamiento

irreversible
al liberar
VRS RS e

la presion " .....
(Posibilidad 1) ./ 3

—.

Aplicacion

i de presion N
e b
-

i Replegamiento,
* al liberar la presion

(Posibilidad R)
K kirr
N —— U EE— I
Estructura nativa Estructura desplegada Estructura desnaturalizada

(Desplegamiento irreversible)
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Figura 4. Modelo propuesto para los efectos de la alta presiéon sobre la
conformacion de la estructura enzimética (Chakraborty et al., 2014).

Cuando la presién gque se ejerce en las enzimas es suficientemente alta, la fuerza que
empuja las moléculas de agua que rodean a la enzima hacia el interior de la estructura
globular de la enzima, ocupando pequefas cavidades dentro de la enzima que provoca
un debilitamiento en su estructura terciaria porque se empieza a perder la interaccion
hidréfoba que mantiene la estabilidad de la enzima, al mismo tiempo que se van
generando enlaces de hidrégeno entre las moléculas de agua con algunos aminoéacidos,
debilitando también los enlaces de hidrogeno intramoleculares. Cuando la presion es muy
alta, las enzimas no son capaces de estabilizar la estructura globular y llega a una

conformacion completamente desestructurada. (Perezzan, 2015)

Calorimetria de barrido diferencial

La calorimetria de barrido diferencial (DSC por sus siglas en inglés) es una técnica de
analisis térmico comunmente utilizada que permite detectar transiciones que implican
intercambio de energia, ya sea almacenando, procesos endotérmicos, o liberando calor,

procesos exotérmicos, en funcion del tiempo y de la temperatura.
Algunos ejemplos de procesos que pueden ser determinados mediante DSC son:

e Temperaturas de transicion vitrea

e Puntos de fusion y ebullicién

e Tiempo y temperatura de cristalizacion
e Porcentaje de cristalinidad

e Calor especifico

o Estabilidad oxidativa

e Cinéticas de reaccion

e Pureza de compuestos

e Estabilidad térmica

Para estudiar la desnaturalizacion de enzimas la DSC resulta muy util porque permite

obtener propiedades termodinamicas de las transiciones pliegue-despliegue de
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proteinas. En esta técnica la enzima se disuelve en un buffer de pH 6ptimo a una
concentracion conocida y se somete a un barrido de temperatura (T). Se obtiene un
termograma en el que se registra el cambio de flujo de calor (Q) con respecto a la
disolucion amortiguadora sin enzima que sirve como referencia. La sefial Q vs T se

transforma en una gréafica de Cp®x°¢s® vs T como se muestra en la Figura 5.

Cpexceso (kJ/mol K)

Temperatura (°C)

Figura 5. Representacion esquematica del cambio en la capacidad calorifica en
exceso con la temperatura para la desnaturalizacion térmica de una proteina
disuelta en buffer (Robertson & Murphy, 1997).

La capacidad calorifica de exceso es la capacidad de la proteina, es decir: Cp*ces° =
Cpproteina _ Cbuffer |5 capacidad calorifica de exceso maxima (Cp®es°)max ocurre cerca de
la temperatura de transicion de la proteina (Tm) donde se asume que la mitad de la
cantidad de proteina esta en estado nativo y la otra mitad en estado desnaturalizado. El
area bajo la curva es igual a la entalpia de desnaturalizacién (AHv) y el desplazamiento
de la linea base proporciona la diferencia de capacidad calorifica en exceso (ACp®©*ces°)
(Robertson & Murphy, 1997).

Los valores de Tm, AHv (Tm) y ACp®*¢és° permiten calcular AG (T) y AS(T) para obtener
todos los datos termodinamicos necesarios para poder describir la desnaturalizacion de

las enzimas (Anexo C).
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Fundamento de la DSC

La calorimetria de barrido diferencial consiste en calentar una muestra de interés (M) y
un compuesto de referencia (R) de tal manera que la temperatura sea la misma en M y
R, aplicando velocidades de calentamiento, en °C/s, uniformes a la muestra y a la
referencia para realizar el barrido de temperatura. Los resultados se presentan en forma
de termogramas, i.e., graficos de flujo de energia vs. temperatura (Surifiach et al., 1992).
Para poder identificar el tipo de transicion que se obtiene, es necesario realizar técnicas
experimentales complementarias que permitan rectificar las conclusiones obtenidas de

los termogramas de DSC.
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CAPITULO 11
JUSTIFICACION

La industria de alimentos esta en busqueda constante de tecnologias innovadoras que
permitan poner en el mercado productos mas naturales, frescos, seguros y que dichas
tecnologias sean amigables con el medio ambiente. Uno de los desarrollos de mayor
exito en el siglo XXI ha sido el proceso de conservacion de alimentos por alta presion
hidrostatica (APH). Esta tecnologia adquirié importancia en las ultimas décadas y se
comenzaron a realizar estudios sobre los componentes de los alimentos, principalmente
en microorganismos, enzimas y las modificaciones que se producen a nivel nutricional y

sensorial.

Es favorable que las enzimas hidrolasas mantengan su estabilidad al ser tratadas por
APH debido a que juegan un papel importante como aditivos en la industria alimentaria,

por ejemplo;

e Proteasa (rompe el enlace peptidico que une a los aminoacidos de las
proteinas): Utilizadas para conferir cuerpo y sabor a la cerveza, aumentar la
textura y volumen del pan, en la produccidén de quesos para generar sabores
en la maduracién, también se utilizan para ablandar productos céarnicos, que
han sido los principales beneficiados con esta tecnologia, pues permite
mantener la frescura, calidad sensorial y nutricional de estos productos. Jamén,
cortes de pollo o pavo, y platos listos para su consumo inmediato son algunos
de los productos que se pueden encontrar actualmente en el mercado
utilizando la tecnologia de APH.

e Inulinasa, lactosa o pectinasa son enzimas gue actian sobre los polisacaridos
y Su uso en la industria es amplio, por ejemplo, en jugos para su clarificacion,
en la leche deslactosada o en productos vegetales, que también forman parte
de la gama de alimentos tratados por APH,

Asi como hay enzimas que buscamos inactivar a través de los métodos de conservacion,
también hay otras enzimas que se utilizan como ingrediente para obtener caracteristicas

fundamentales que son posibles gracias a su catdlisis. Es por eso que se necesita de
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investigaciones que permitan conocer las condiciones de APH donde podemos mantener
estables estas enzimas para obtener resultados optimos en la aplicacién de los alimentos

a nivel industrial.

Hipotesis
Las hidrolasas, endoinulinasa de Aspergillus niger y endoproteasa (Subtilisina Carslberg)
de Bacillus licheniformis mantendran su estructura tridimensional sin afectar la actividad

enzimatica antes y después del tratamiento con APH.

Objetivo principal
Evaluar la estabilidad de las enzimas endoinulinasa y endoproteasa tratadas por APH

para conocer su resistencia al tratamiento.

Objetivos particulares

e Verificar las condiciones Optimas de reaccion reportadas de la endoinulinasa y
endoproteasa, para trabajar a la maxima actividad catalitica.

e Determinar los parametros termodinamicos (AH, AS, ACp y Tm) de endoinulinasa y
endoproteasa para evaluar su estabilidad después de ser tratadas por APH.

¢ Identificar la temperatura de transicion, i.e., despliegue de las enzimas, y su posible
reversibilidad mediante un estudio de calorimetria de barrido diferencial a presion
constante para conocer su comportamiento térmico en medio acuoso.

e Estudiar el efecto de APH sobre la actividad enzimatica de la endoinulinasa y la
endoproteasa, para establecer los niveles de presion y tiempo de exposicion que

afectan dicha actividad.
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METODOLOGIA

Cuadro 4. Reactivos y equipo

CAPITULO Il

Reactivos Equipos

Inulinasa de Aspergillus
niger en disolucion acuosa
de glicerol, Novozym 960
(Sigma-Aldrich, USA)

Fosfato monobésico (J T.
Baker, Espafia)

Inulina de Achicoria (Sigma-
Aldrich, USA)

Acido acético (Merck, USA)

Etanol (J T. Baker, Espafia)

Reactivo Bradford (Bio-Rad,
USA)

acido dinitro-salicilico (DNS)
(Sigma-Aldrich, USA)

Acetona (J T. Baker,
Espafa)

L-tirosina (Sigma-Aldrich,
USA)

Acido tricloroacético
(Mallinckrodt, Reino Unido)

Proteasa de Bacillus

Columna Superdex 200 de 24

licheniformis (ENMEX, mL (Empacada en el L-314)

México)

Cloruro de sodio
(Sigma-Aldrich, USA)

Acetato de sodio
(Sigma-Aldrich, USA)

Acido Sulftrico
(Mallinckrodt, Reino
Unido)

Orcinol (Sigma-
Aldrich, USA)

BSA (Research
Organics)

inulina de Achicoria
(Sigma-Aldrich, USA)

Fructosa (Sigma-
Aldrich, USA)

Caseina Lactica
(MEYER, México)

reactivo de Folin-
Ciocalteau (Sigma-
Aldrich, USA)

MICRODSC 7 EVO |y EVO
I, (Setaram, Francia)

FPLC (AKTApurifier, GE
Healthcare, USA)

Equipo para electroforesis
sds page (Bio-Rad, USA)

Vortex

Espectrofotometro (GE
Healthcare, EE.UU)

Incubadora (Eppendorf
ThermoMixer C, EE. UU)

Equipo de altas presiones
hidrostaticas (ELMHURST
SYSTEMS ENGINEERING,
USA)

Empacadora al vacio (mini
Jumbo DS, Henkelman,
Paises Bajos).

Liofilizadora (Labconco)
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Carbonato de sodio (Sigma- Fosfato de potasio
Aldrich, USA) (Sigma-Aldrich, USA)

Acetato de calcio (Sigma-
Aldrich, USA)

1. Obtencion de las enzimas endoinulinasa y endoproteasa

e Se uso la endoinulinasa comercial Novozym 960 producida por Aspergillus niger. La
enzima fue purificada antes de ser analizada, porque la presentacién comercial
contiene la mezcla de exoinulinasa y endoinulinasa.

e Se usO la preparacion comercial endoproteasa ENMEX que corresponde a la
Subtilisina Calsberg (SC) producida por Bacillus licheniformis.

2. Purificacion de la Inulinasa

La endoinulinasa en disolucién acuosa de glicerol se purificO mediante cromatografia de
exclusién molecular con una columna Superdex 200 de 24 mL con un flujo de 0.5 mL/min
a una presion maxima de 0.80 MPa. La fase mavil fue buffer de fosfatos 0.05 M, pH 7.5,
0.5 M NaCl. Se recuperaron las fracciones 14 y 15 y se dializaron en una membrana de
celulosa de 12 000 Da en buffer de acetatos 50 mM, pH 7.5 por 24 h a 4 °C.
Posteriormente, las fracciones fueron liofilizadas. La purificacion de la inulinasa fue
monitoreada mediante electroforesis SDS-PAGE. Para ello se utiliz6 un gel de acrilamida
al 10 %, se cargaron 10, 20, 30 y 40 yL de muestra y se corrio el gel a un voltaje constante
de 75 V. La masa molar de las proteinas obtenidas se estimdé comparandola con un

estandar de masa molar conocida.

Enseguida, la reaccién enzimética de la inulinasa purificada fue monitoreada por
cromatografia en capa fina (TLC por sus siglas en inglés). Se utilizaron placas de silica
en aluminio de 5 x 10 cm, y una mezcla de butanol, metanol y agua (3:2:1) como fase
movil. Las muestras se revelaron con una disolucion de H2SOsal 5 % en etanol con 10
mg/mL de orcinol, por aspersion, y posteriormente las placas se calentaron a 90 °C hasta

gue se revelaron.
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3. Determinacion de la cantidad de proteina soluble de inulinasa

La concentracion de proteina soluble se determiné empleando el método de Bradford
(1976). A 100 uL de muestra se agregaron 5 mL de reactivo de Bradford y se dejo reposar
por 5 min. La mezcla se agité en un vortex durante 15 s. La absorbancia se ley6 a 595
nm. Como blanco se utilizé agua destilada; 5 mL de reactivo de Bradford y 100 pL de
agua, y se preparo una curva de calibracion con albumina de suero bovino como estandar
en concentraciones de 0.0 a 1.0 mg/mL, las cuales se trataron bajo las mismas

condiciones.
4. Determinacion de la actividad enzimatica

4.1 Endoinulinasa

Se construy6 la curva patrén de fructosa para medir la concentracion de azucares
reductores por el método de acido dinitro-salicilico (DNS) (Miller, 1959). Se determiné la
actividad enzimatica residual en inulina de Achicoria a 50 °C utilizando buffer de acetatos
0.05 M a una concentracion de 0.5 g/ 100 mL. Se usaron 5 pL de enzima y 1000 uL de
disolucién estandar de inulina a diferentes tiempos de reaccion; 0, 10, 20, 30, 40 y 60
min, a 350 rpm. La reaccion se detuvo por congelamiento en un bafio de acetona/hielo
seco. Se midio la concentracion de azucares reductores por el método DNS. La actividad
enzimatica se defini6 como Ul; cantidad de enzima cruda que cataliza un pmol de

fructosa/min.

4.1.1 Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimatica de la
endoinulinasa

El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica se examind incubando la
disolucion enzimatica en un intervalo de 27 a 93 °C. Se uso0 una disolucion estandar de
inulina 0.5 g en 100 mL disuelta en buffer de acetatos 0.05 M, pH 5. El efecto del pH se
determiné incubando a 50 °C la disolucion enzimatica utilizando varias disoluciones de
inulina 0.5 g en 100 mL disuelta en buffer de acetatos en un intervalo de pH de 3.5 a 6.0

y buffer de fosfatos en un intervalo de pH de 7.0 a 9.0.
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4.2 Endoproteasa

Se siguio la metodologia de Sigma Aldrich, (2008) (https://www.jove.com/video/899). Se

construyé la curva patrén de L-tirosina a partir de 0.2 mg/mL debido a que la
endoproteasa hidroliza la caseina y el aminoacido tirosina es liberado junto con otros
aminoéacidos y fragmentos peptidicos. Se determind la actividad enziméatica en caseina
0.65mg en 100 mL a 37 °C por 10 min, se afiadio acido tricloroacético (TCA) 0.11 M para
detener la reaccion, se agrego carbonato de sodio para regular el pH y una disolucion de
reactivo de Folin-Ciocalteau. Posteriormente se midi6 la absorbancia a 660 nm.

4.2.2 Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimatica de la
endoproteasa

El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica se examind incubando la
disolucion enzimatica en un intervalo de 27 a 97 °C. Se uso0 una disolucion estandar de
caseina lactica 0.65 mg en 100 mL de buffer de fosfato de potasio 50 mM vy la
endoproteasa disuelta en buffer de acetato de sodio 10 mM con acetato de calcio 5 mM,
pH 7.5. El efecto del pH se determind incubando a 37 °C la disoluciébn enzimética
utilizando varias disoluciones de caseina lactica 0.65 mg en 100 mL de buffer de fosfato
de potasio 50 mM y la endoproteasa disuelta en buffer de acetatos en un intervalo de pH

de 3.5 a 6.0 y buffer de fosfatos en un intervalo de pH de 7.0 a 9.0.

5. Preparacion de muestras
La inulinasa se disolvié en buffer de acetatos 50 mM, pH 5, en una concentracion de 0.5
g/100 mL de disolucion. La endoproteasa se disolvié en un buffer de acetato de sodio

10 mM con acetato de calcio 5 mM, pH 7.5

6. Analisis térmico

El analisis térmico se realizé por DSC (MicroDSC 7 EVO | y EVO I, Setaram, Francia).
Los termogramas se obtuvieron a una tasa de barrido de 0.8 y 1.2 °C/min con ciclos de
temperatura de 20-120-20 °C. Se calcularon los valores térmicos de entalpia, temperatura
de desnaturalizacion, cambio de la capacidad calorifica (Cp®*°s©) con la temperatura,

entropia y energia libre de Gibbs (Anexo C). Se tomaron las disoluciones preparadas en
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el punto anterior y se pesaron 600 + 5 mg de endoinulinasa y en la celda de referencia

se coloco el buffer de acetatos 0.05 M pH.

Se realiz6 un ensayo con el buffer para verificar que no afectara en la sefial de las pruebas

con la enzima y determinar la diferencia de capacidad calorifica.

Para la endoproteasa se pesaron 800 = 5 mg de la disolucién preparada en el punto 5y
en la celda de referencia se coloco el buffer de acetato de sodio 10 mM con acetato de
calcio 5 mM, pH 7.5, de la misma manera se realiz6 un ensayo con el buffer para

determinar Cp®xceso,

7. Tratamiento de las enzimas por alta presién hidrostatica

Para el tratamiento de las enzimas en disolucion se utilizo un sistema de altas presiones
hidrostaticas (Elmhurst Systems Engineering, EE. UU). Para ambas enzimas se
realizaron dos tratamientos a diferentes presiones, el primero a 400 MPa y el segundo a

600 MPa, cada presion se aplico por 5 min.

Se tomaron 0.6 mL de la disolucion de inulinasa y 1.6 mL de la disolucion de
endoproteasa. Se colocaron en tubos Eppendorf dentro de una bolsa de polietileno de 10
cm de largo y 8 cm de ancho que se sellé al vacio (mini Jumbo DS, Henkelman, Paises

Bajos).

Las muestras tratadas por APH se examinaron por DSC y se determind su actividad
enzimatica para comparar ambos tratamientos de APH.

8. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via para un valor de p < 0.05 para
determinar si existe diferencia significativa entre los tratamientos a los que se sometieron
ambas enzimas. Para realizar el analisis se tomd en cuenta la actividad enzimatica
después de cada tratamiento. Cuando se encontro alguna diferencia estadistica se aplico
la prueba de Dunnet con a = 0.05 para comparar los tratamientos contra un control y la
prueba de Tukey con a = 0.05 para hacer todas las posibles comparaciones entre los

tratamientos (Wong Gonzalez, 2010).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Purificacion de inulinasa por exclusion molecular

Se utilizé la mezcla comercial Novozyme 960 la cual reporta que contiene endoinulinasa
de Aspergillus niger y en menor proporcion exoinulinasa de acuerdo con investigaciones
previas llevadas a cabo por otro grupo de trabajo (Rodriguez-Solis, 2018; Trapala Reyna,

2017). La Figura 6 muestra el cromatograma de exclusion molecular de la endoinulinasa.

mAL

Endoinulinasa
Fracciones 14y 15

:: : /\/

"'v"A’<'.'-'i‘-‘-‘4' A.'_.» .:l -.':
L) o H1.Y) 150 FLAC]

Volumen de elucion (mL)

mili-absorbancia UV (mAU)

Figura 6. Cromatograma de la purificacion de inulinasa por exclusion molecular.

En el cromatograma se observan tres picos cuya presencia indica que la forma comercial
de la enzima es una mezcla de proteinas. Se tomaron todas las fracciones eluidas para
determinar la cantidad de proteina y medir su actividad enzimatica, con el propésito de
determinar la endoinulinasa de interés. Una vez determinadas la actividad enzimatica y
la concentracion de proteina se encontré concentracion de proteina en los tres picos y
actividad en los primeros dos, i.e., fracciones 10-11y 14-15, por lo que se decidio trabajar

con estas dos fracciones para identificar las dos inulinasas.

1.1.Seguimiento de la purificacion por electroforesis SDS-PAGE
Se realiz6 la electroforesis SDS—PAGE de las dos fracciones para confirmar su purezay

conocer su correspondiente masa molar.
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En la Figura 7 se observa el gel de electroforesis de las fracciones 10y 11 del primer pico
gque aparece en el cromatograma (Fig. 6). Se observa una banda entre 100-150 kDa y

otra entre 75-100 kDa lo que significa que las fracciones no estan puras.

M A B

Figura 7. Electroforesis de pico 1 (Fracciones 10y 11). M: Marcador de masa molar,
A: 40 pL de fraccién 10, B: 40 pyL de fraccion 11.

En la Figura 8 se observa una banda entre 50 y 75 kDa que indica que las fracciones del
segundo pico del cromatograma (Fig. 6) estan puras. La masa molar estimada por SDS-

PAGE para la endoinulinasa de A.niger (Novozyme 960) es 68.1 kDa (Taurai, 2007). Esto

indica que la segunda fraccion, 14 y 15, corresponde a la endoinulinasa.

M A B C D E F
kDa
150
100

75

500

i

Figura 8. Electroforesis de las fracciones 14 y 15, pico 2, a diferentes volumenes.
M: Marcador de masa molar, A: 20 uL de fraccion 14, B: 30 yL de fraccién 14, C: 40
ML de fraccién 14, D: 20 pL fraccion 15, E: 30 pL fraccion 15, F: 40 uyL fraccién 15.
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1.2. Cromatografia en capa fina

Se realiz6 una cromatografia en capa fina (TLC por sus siglas en inglés) para confirmar
la presencia de la endoinulinasa en las fracciones 14 y 15 por medio de sus productos.
En la Figura 9 en R2 se observa que hubo sintesis de FOS lo que indica la presencia de
hidrolisis de la inulina por la endoinulinasa. Por otro lado, las fracciones 10 y 11 son
capaces de producir FOS y fructosa o glucosa tal como se observa en R1, debido a que

aun existe la mezcla de enzimas endoinulinasa y exoinulinasa.

| F R1 R2

Figura 9. I: Control de Inulina 0.5 %, F: Control de Fructosa 0.5%, R1: Reaccion de
fraccién 10y 11 con Inulina, R2: Reaccién de fraccion 14y 15 con inulina.

2. Cuantificaciéon de proteina soluble
La concentracion de proteina en cada paso de la purificacién se determiné por referencia
a una curva patron de BSA (1 mg/mL) (Anexo A: Figura A.1). El Cuadro 5 muestra los

resultados.

Cuadro 5. Tabla de purificacion de endoinulinasa

Mezcla cruda 80 347 38.26 9 1.00 100.00
Dializada 80 248 18.9 13 1.44 71.47
Exclusion molecular 14 3723 12.48 298 33.11 1072.91
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Liofilizada y

Conemradadiez 4 41 16558 29 322 141527

veces)

En el Cuadro 5 se observa como disminuye la cantidad de proteina en el proceso de
purificacion. En una primera instancia al realizar la dialisis se eliminan pequefas
particulas de proteina o amino&cidos presentes en la enzima cruda. En el caso de la
exclusibn molecular, se debe considerar que se estan separando las dos inulinasas
presentes en la muestra comercial, ademas de que hay sefial de un tercer pico en el

cromatograma que contiene proteina, sin embargo, ésta no mostré actividad enzimatica.
3. Andlisis de la actividad enzimatica

3.1. Curvas de calibracion

Debido a que la endoinulinasa hidroliza la inulina en fructooligosacéaridos formados por
moléculas de fructosa y glucosa, se construy6 una curva patron de fructosa (Anexo: Fig.
A.2), para determinar la actividad enzimatica por la cuantificacion de azlucares reductores

por el método DNS (Miller, 1959). La Figura 10 muestra la reaccion quimica involucrada.

1 OH  + Azicar l on  + Aicar
T reductor ol T~ 3 oxidado

OpN T NO; o’ " “NH,

Acido 3 5-dinitrosalicflico Acido 3-amino-5-nitrosalicilico
(amarillo) (rojo)

Figura 10. Reaccion de oxidacion de azucares reductores, metodo DNS.

Mediante una regresion lineal se obtuvo la concentracibn de azuUcares reductores
presentes en las reacciones de hidrolisis de inulina de Achicoria.
Por otro lado, las proteasas se encargan de romper los enlaces peptidicos, en este caso

de la caseina, el aminoacido tirosina es liberado junto con otros aminoacidos y
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fragmentos peptidicos. El reactivo de Folin-Ciocalteau reacciona con la tirosina
proveniente de los fragmentos peptidicos para producir un cromoéforo de color azul
cuantificable (Fig. 11). Los valores de absorcion que genera la actividad de la
endoproteasa se comparan con una curva patron de L-tirosina (Anexo A. Figura A.3). A
partir de esta curva se puede determinar la Ul que es la cantidad de enzima que cataliza

un umol de tirosina liberada de la caseina por minuto.

restos fenélicos
de tirosinas
O :
Reactivo de Folin Reactivo de Folin
¥ (We+, Mo®t) — + reducido
@ OH (color amarllio) ( We+ , Mo®+)
(color azul)

Figura 11. Reaccion entre la caseinay el reactivo de Folin.

3.2.Efecto de latemperaturay el pH, sobre la actividad enzimética de las hidrolasas

Se evalué el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética de la inulinasa en un
intervalo de 27 a 93 °C. Se obtuvo una actividad especifica maxima de 382.33 U/mg de
proteina a 50 °C. En la Fig. 12 (A), se observa la variacién de la actividad enzimatica con
el aumento de la temperatura. Temperaturas mayores de 70 °C resultaron en una pérdida
de 80 % de la actividad enzimatica debido a la desnaturalizacion térmica de la enzima.
La Figura 12 (B) muestra la variacion con la temperatura absoluta de la actividad
enzimatica promedio adimensional experimental (simbolos), asi como las predicciones
(linea continua) del modelo (Wojcyk & Milek, 2016)

( Eq(T-Topt) 1)
(Topt_ T)BEq ] -Be RTTopt
e RTTopt(eF-1) {1—e |
\ J
a =
1—eF
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La actividad enzimatica promedio adimensional, a, es el cociente de la actividad
enzimatica promedio a la temperatura T entre la actividad enzimatica promedio a la
temperatura 6ptima. Esta ecuacion tiene tres parametros de regresion; Topt (K), B
(adimensional), y Ed (kJ). El modelo asume que la dependencia de la constante de
reaccion de la velocidad enzimatica, k, y la constante de inactivacion térmica de la
enzima, kg, varian con la temperatura de acuerdo con una relacion de Arrhenius. De esta
forma la constante k estd asociada con una energia de activacion, Ea, mientras que la
constante kq estd asociada con una energia de inactivacion, Eq. Ademas, el modelo
considera que la tasa de desactivacion de la enzima se acerca a la cinética de primer

orden.

El parametro B esta definido por la expresion

B = takdoe<_R$:pt)

donde ta es el tiempo de duracion de la reaccidon enzimatica a una temperatura dada,

kdoeE¢RTopd = kg, y R €s la constante de los gases (0.0083144 kJ/mol-K).
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Actividad enzimatica especifica

Fig. A
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Figura 12. A: Actividad enzimética en disoluciones de inulinade 0.5 g en 100 mL de
buffer de acetatos 0.05 M en funcion de latemperatura. B: Prediccion de la actividad
enzimatica adimensional con la temperatura.

Los valores de regresion del modelo adimensional para la inulinasa son Topt = 326.5 (K),
B =0.9027,y Eqa=172.7 kJ (r> = 0.9834; suma de cuadrados = 0.01245). La Topt predicha
por el modelo, 53.4 °C, es 6.4 % mayor que la Topt experimental; 50 °C (Figura 12: A). El
modelo predice satisfactoriamente el comportamiento térmico de la actividad de la
inulinasa a pesar de que los grados de libertad (GL) de la regresion son relativamente
bajos; GL = No. de pares de datos — No. de parametros de regresion, es decir, 7 — 3 = 4.
Se esperaria que un nimero mayor de datos experimentales, sobre todo en la region de
aumento de la actividad enzimatica, resultaria en un mejor ajuste y por ende en una

prediccidn mas precisa.

De igual forma, la actividad enzimatica de la endoproteasa se midié en un intervalo de 27
a 97 °C. Se obtuvo una actividad enzimatica especifica maxima de 381.02 U/mg de
proteina a 57 °C y se observa un descenso considerable a partir de 67 °C de la actividad
enzimatica de 58 a 80 % (Fig.13 Al), lo que indica que la enzima comienza a

desnaturalizarse a partir de 67 °C. La Figura 13 (B1).
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Figura 13. Arriba: Actividad enziméatica en caseina 0.65 mg/mL en buffer de fosfato
de potasio 50 mM, y la endoproteasa disuelta en buffer de acetato de sodio 10 mM
con acetato de calcio 5 mM, pH 7.5 en funcién de la temperatura. Abajo: Prediccion
de la actividad enzimatica adimensional con la temperatura.

Al igual que para la inulinasa se hizo el ajuste de los datos de actividad enzimatica con el
modelo ya descrito. Los parametros de regresion fueron en este caso; Topt = 327.7 K, B =
1.043,y Eq=110.9 kJ (r> = 0.9350; suma de cuadrados = 0.0651). En este caso, el ajuste
€S menos preciso porgue en la zona de aumento de la actividad enzimatica la subestima

a bajas temperaturas y la sobrestima a temperaturas mas altas. No obstante, predice la
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temperatura 6ptima con una desviacion de 4.21 % dado que la experimental es de 57 °C
y la predicha por el modelo es 54.6 °C. Mas alla de la temperatura 6ptima el hecho de
que las actividades enziméticas experimentales son apenas 1.90 y 2.80 % entre 67-77 y
87-97 °C, respectivamente, contribuye a la menor capacidad de prediccion del modelo

para esta enzima.

Se evaluo el efecto del pH sobre la actividad enzimatica para la endoinulinasa en un
intervalo de 3.5 a 9.0. Se obtuvo una actividad especifica maxima de 384.22 U/mg de
proteina en un buffer de pH 5. En la Figura 14 se observa que en un intervalo de 4.5 a 6
los valores de la actividad especifica no son tan bajos en comparacion de pH muy acidos
o muy alcalinos. El pH puede alterar el caracter idnico de los grupos amino y carboxilo en
la superficie de la enzima, afectando sus propiedades cataliticas, causando su
desnaturalizacion y en consecuencia su inactivacion (Valero, 1998). En general, las
enzimas requieren un pH 6ptimo en el cual la actividad enzimética es maxima y sus
centros activos presentan una conformacion idénica adecuada para realizar la hidrélisis de
manera eficiente. En disoluciones muy acidas o alcalinas las estructuras cuaternaria,
terciaria o secundaria se pueden ver afectadas sufriendo una desnaturalizacion
irreversible (Hicks, 2000).
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Figura 14. Actividad enzimatica en disoluciones de inulina de Achicoria 0.5 g en
100 mL incubadas a 50 °C en funcién del pH en un intervalo de 3.49 a 9.01.
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Por otro lado, se determiné la actividad enzimatica de la endoproteasa a diferentes pH
para determinar el 6éptimo. La enzima comercial es bacteriana alcalina por lo que se
espera una mayor actividad enzimatica a pH basico. Se obtuvo una actividad enzimatica
especifica méaxima de 324.27 63.47 U/mg de proteina a pH 7.5. Sin embargo, se puede
trabajar en un intervalo de 6.5 a 8.5, ya que como se observa en la Figura 14 a pH
menores de 6.5 la actividad baja 90 %, y a pH superior a 9 la actividad baja 50 %. Este
comportamiento se debe a varios factores que afectan la actividad enzimatica. Uno de
ellos es el sustrato utilizado, dado que la caseina al ser una proteina se ve afectada por
el pH del medio; a pH acido se rompen los enlaces entre los grupos fosfato y el ion calcio
al reducirse la ionizacion de los fosfatos (Calvo, 2004). A pH 4.5 las caseinas precipitan,
y este fendmeno afecta considerablemente la actividad enzimética de la endoproteasa
porque no se logra disolver la caseina a pH menor de 6.5.
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Figura 15. Actividad enzimética en caseina 0.65 mg/mL de buffer de fosfato de
potasio 50 mM, incubadas a 37 °C en funcion de pH en un intervalo de 3.5 a 10.5.

4. APH vy anélisis térmico

El mecanismo de inactivacion enzimatica inducida por APH es un fenémeno
hipotéticamente similar a la desnaturalizacién de proteinas, que puede inducir cambios
reversibles, o irreversibles, y el despliegue parcial o total de la enzima nativa. Por lo que
la actividad enzimatica puede verse afectada (Chakraborty et al., 2014).
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Se midio la actividad enzimatica volumétrica después de los tratamientos de APH, el
rendimiento fue 80 % a 400 MPay 61 % a 600 MPa con respecto a la enzima control (Fig.
16), muy probablemente la endoinulinasa tratada a 600 MPa ha perdido estabilidad en la
estructura globular provocando que las moléculas de agua del buffer estén interactuando
a nivel intermolecular con aminoacidos y las interacciones hidrofobas de la endoinulinasa
se estén perdiendo afectando a la actividad enzimatica considerablemente.

Por otro lado, el analisis estadistico indica que si hay diferencia significativa entre la
actividad enzimética de los tratamientos por APH y el control con 95% de confiabilidad
(Anexo B).

Actividad enzimatica endoinulinasa
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W Endoinulinasa control M Endoinulinasa 400 MPa Endoinulinasa 600 MPa

Figura 16. Actividad enzimatica de la endoinulinasa en disoluciones de inulina de 0.5 g/100 mL
de buffer de acetatos 0.05 M, pH 5 a 50 °C, después de los tratamientos de APH (400 MPa y 600
MPa por 5 min)

Se hizo el andlisis térmico en las mismas condiciones para las enzimas tratadas por APH
y la enzima control con el fin de observar si existian cambios en la sefial de transicion y
poder determinar parametros termodinamicos que nos permitieran saber que tanto se
afectaba a las enzimas. En los termogramas para endoinulinasa (Fig. 17, 18 y 19) se
presentan Unicamente las transiciones del primer ciclo de calentamiento de 20°C a 120°C
del DSC debido a que no se presentaron sefiales a partir del enfriamiento ni después del
segundo ciclo de calentamiento, lo que indica que los despliegues de la endoinulinasa
control y las tratadas por APH son irreversibles. (Torabizadeh et al., 2011).
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Figura 17. Variacion con

la temperatura de la capacidad calorifica de la

endoinulinasa sin tratamiento por APH para una concentracién de 8 g/100 mL en
buffer de acetatos pH 5, a una tasa de 0.8 °C/ min. Linea punteada: transicion
predicha por la ecuacion C6 (Anexo C).
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Figura 18. Variacién con

la temperatura de la capacidad calorifica de la

endoinulinasa tratada a 400 MPa para una concentracion de 8 g/100 mL en buffer
de acetatos pH 5, a una tasa de 0.8 °C/ min. Linea punteada: transicién predicha
por la ecuacion C6 (Anexo C).

45



0.103 0.014
2\
0.103 —
,\‘ Sso - 0.012
0.103 d -
0 < s s
£ 3 0.103 77 r 0010
Sl ; \ N - 0.008
(ST 4 y) \
3 o 0103 \ .
\ L
2 § 0103 \ N 0.006
© X
§ ¢ 0.103 \ - 0.004
© 0.103 7
0103 K \ - 0.002
0.103 ; ; ; ; \ ; ; 0.000
69 70 71 72 73 74 75 76
Temperatura (°C)

Figura 19. Variacion con la temperatura de la capacidad calorifica de la
endoinulinasa tratada a 600 MPa para una concentracion de 8 g/100 mL en buffer
de acetatos pH 5, a una tasa de 0.8 °C/ min. Linea punteada: transicién predicha
por la ecuacion C6 (Anexo C).

Las sefales para la inulinasa (Figs. 18 y 19) mostraron picos endotérmicos en intervalos
de temperatura de 71 a 83 °C y de 71.5 a 75.5 °C para los tratamientos a 400 y 600 MPa,
respectivamente. Los intervalos de temperatura en la disolucion de endoinulinasa sin
tratamiento estan entre 69 a 78 °C (Fig 17), sin embargo, después del tratamiento a 600
MPa hay una disminucion en el intervalo de temperatura de transicion que puede indicar
una modificacion en la estructura de la enzima, ademas en el cuadro 6 se observa una
disminucién en AH debido a que la enzima es menos estable ya que necesita menos
energia para el proceso de inactivacion, ACp refleja que se necesita una mayor cantidad
de energia para una solucion de enzima nativa que para una tratada por APH y puede
ser efecto de la reestructuracion que tiene la enzima después del tratamiento de alta
presion. AS después de los tratamientos de APH son menores probablemente porque
hay menos repulsién de cargas derivado de la modificacion de la estructura nativa. Para
la endoinulinasa control, AG es positiva cuando T<Tm es decir la desnaturalizacién no es
espontanea por lo que es necesario suministrar energia para llevarla a cabo a diferencia
de las enzimas tratadas por APH que AG es negativo por lo tanto es una desnaturalizacion

espontanea, y al momento de T>Tm los valores de AG para la enzima control es negativo
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y para las que fueron sometidas a APH es positivo. En Tm, AG es igual a 0 debido al

equilibrio entre estado nativo y desnaturalizado en los tres casos.

Cuadro 6. Propiedades termodinamicas de la endoinulinasa tratada por APH y la
endoinulinasa sin tratamiento (control), obtenidas a partir de los termogramas de

DSC (Anexo C).

Temperatura inicial Tm Temperatura final
(Onset) (Offset)
Muestra AH ACp Tm AG AS AG AS AG AS
Control 0.0926 | -1.82E-06 74 0.00130 0.000267 0.00 | 0.000267 | -0.000921 | 0.000267
400 -2.06 -0.000375 77 -0.0362 -0.00588 0.00 | -0.00588 0.0321 -0.00589
600 -2.79 -0.00189 73 -0.0162 -0.00805 0.00 | -0.00806 0.00131 -0.00806

AH = kJ/mol, AS = kJ/mol-K; AG = kJ/mol; ACp = kJ/mol-K. Tm = °C

Por altimo, se hizo un analisis teorico de la desnaturalizacion de las enzimas (Anexo C)
que se determin6 con uno de los modelos Lumry-Eyring para conocer si la
desnaturalizacién de la endoinulinasa que se esta llevando a cabo es en dos pasos, es
decir si pasa de una estructura nativa a una desnaturalizada o tiene intermediarios. Sin
embargo, en las Figuras 17, 18 y 19 se observa que no se sigue el mismo comportamiento
de lo que se obtuvo experimentalmente con el modelo tedrico donde marca dos estados
Unicamente y que este proceso es reversible, que, comprobamos con el segundo ciclo
de DSC donde no hubo sefial que indicara que el desdoble de la enzima fuera reversible,
por lo tanto, seria necesario hacer un barrido a diferentes tasas de velocidad de

calentamiento para tomar en cuenta modelos mas complejos.

En el caso de la endoproteasa, se determind la actividad enzimatica volumétrica en cada
tratamiento (Fig. 20) con el fin de observar si los cambios en la conformacion de la
endoproteasa provocados por la APH afectan de manera considerable la produccién de
Tirosina. Se observo que a 400 MPa se pierde 10 % de la actividad tomando en cuenta
la actividad enzimatica de la endoproteasa control y a 600 MPa se pierde el 30 % la
actividad enzimatica. La estructura globular de la enzima a pesar de tener un posible
rearreglo debido al aumento de presion al igual que la endoinulinasa se mostro mas
resistente a la presion y es por eso que la actividad enzimatica baja un 10% menos que

en la endoinulinasa.
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Figura 20.Actividad enzimatica de la endoproteasa en disoluciones de caseina 0.65 mg/mL en
buffer fosfatos, pH 7.5, incubadas a 37 °C, después de los tratamientos de APH (400 MPa y 600
MPa por 5 min).

Para la endoproteasa control que fue sometida a DSC, los termogramas mostraron una
transicion en un intervalo de temperatura de 71 a 81 °C (Fig. 21) y después de aplicar el
tratamiento de APH a 400 y 600 MPa por 5 min las pruebas de calorimetria en las mismas
condiciones con las que se trabajé la enzima control se observaron picos endotérmicos
en intervalos de temperatura de 72 a 84 °Cy de 70 a 83 °C para 400 y 600 MPa por 5
min, respectivamente (Fig. 22 y 23). Al igual que la endoinulinasa los tratamientos de
calorimetria fueron por dos ciclos de 20 a 120 a 20 °C, y en todos los casos la
endoproteasa tampoco mostré transiciones en el enfriamiento ni en el segundo ciclo, por
lo que se puede pensar que su desnaturalizacion tampoco es reversible, al igual que para
la endoinulinasa se tomé en cuenta el mismo modelo de Lumry-Eyring, esperando que
solo se tuvieran dos pasos en la desnaturalizacion de la endoproteasa, sin embargo las
Fig. 21, 22 y 23 muestran que los datos experimentales no son idénticos a los tedricos y
gue seria necesario utilizar un modelo mas complejo que indique que la desnaturalizacion

no es reversible y existen intermediarios en el proceso.
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En este caso el intervalo de temperatura de transicion se mantuvo similar. Sin embargo,
las propiedades termodindmicas (Cuadro 6) mostraron un aumento en AH en la enzima
endoproteasa tratada por APH en comparacion al control, es decir, podria haber una
mayor interaccion de enlaces débiles y existir la repulsion de cargas negativas o positivas
presentes pues la AS también aumenta, debido al posible rearreglo de la enzima después

de los tratamientos por APH.
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Figura 21. Variaciobn con la temperatura de la capacidad calorifica de la
endoproteasa sin tratamiento por APH para una concentracién de 5 g/100 mL en
buffer de fosfatos, pH 7.5, a una tasa de 1.2 °C/min. Linea punteada: transicion
predicha por la ecuacion C6 (Anexo C).
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Figura 22. Variacion con

la temperatura de la capacidad calorifica de la

endoproteasa tratada a 400 MPa para una concentracion de 5 g/100 mL en buffer
de fosfatos, pH 7.5, a una tasa de 1.2 °C/min. Linea punteada: transicién predicha

por la ecuacién C6 (Anexo C).
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Figura 23. Variaciéon con

la temperatura de la capacidad calorifica de la

endoproteasa tratada a 600 MPa para una concentracion de 5 g/100 mL en buffer
de fosfatos, pH 7.5, a una tasa de 1.2 °C/min. Linea punteada: transicion predicha
por la ecuacion C6 (Anexo C).

Es posible que la presibn en ambas enzimas haya provocado mayores interacciones

proteina-proteina o que las moléculas de agua del buffer hayan entrado a nivel
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intermolecular haciendo interacciones con los aminoacidos de la enzima, teniendo
moléculas mas estructuradas, puentes de hidrogeno o interacciones hidrofobicas que
requieren de una mayor cantidad de energia para obtener transiciones en el calorimetro

y es por lo que existe un aumento de AG, al igual que ACp (Cuadro 7).

La endoproteasa practicamente mantuvo su Tm en cada tratamiento, lo que indica que la

enzima se mantuvo estable a pesar de los posibles ligeros cambios en su estructura.

El andlisis estadistico para la endoproteasa mostré que hay diferencia significativa entre
los tratamientos con un nivel de confianza del 95% (Anexo B), Es clara la disminucion en
la actividad enzimatica a 600 MPa pues afectdé considerablemente el rendimiento de la

actividad de ambas enzimas hidrolasas.

Cuadro 7. Propiedades termodinamicas de la endoproteasa tratada por APH Yy la
endoproteasa sin tratamiento (control), obtenidas a partir de los termogramas de
DSC (Anexo C).

Temperatura inicial ™ Temperatura final
(Onset) (Offset)
Muestra AH ACp Tm AG AS AG AS AG AS
Control | 0.0587 | -4.48E-07 | 77 | 9.31E-04 1.68E-04 0.0 1.68E-04 -6.92E-04 | 1.68E-04
400 0.208 | -3.39E-06 | 80 | 4.01E-03 5.88E-04 0.0 5.88E-04 -1.23E-03 | 5.88E-04
600 0.203 | -1.31E-05 | 78 | 4.61E-03 5.78E-04 0.0 5.78E-04 -3.76E-03 | 5.77E-04

AH = kJ/mol, AS = kJ/mol-K; AG = kJ/mol; ACp = kJ/mol-K. Tm = °C
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

En esta investigacion se observaron los efectos de APH en dos enzimas hidrolasas que

se tomaron como modelo.

e La endoinulinasa tuvo una disminucion de 20 y 40% en la actividad enzimatica a
condiciones de 400 MPa y 600 MPa por 5 min respectivamente
e La endoproteasa presentd un descenso de 10 y 30 % de la actividad enzimatica

también a condiciones de 400 MPa y 600 MPa ambas por 5 min.

Los dos estudios muestran estadisticamente que los cambios que sufren ambas enzimas
son significativos en los dos tratamientos, sin embargo, la actividad enzimética en el
tratamiento de 400 MPa por 5 min se mantiene por arriba de 80 % en ambas enzimas

hidrolasas. Por lo que la hipétesis se cumple para este tratamiento.

Por otro lado, la endoinulinasa y la endoproteasa se vieron mas afectadas por el
tratamiento de 600 MPa por 5 min pues, aunque no perdieron por completo la actividad
enzimatica esta si disminuyo6 a 60 y 70% respectivamente. La hipotesis se cumple ya que

las enzimas no se inactivan a dicha presion, aunque si disminuyo significativamente.

Los resultados de este estudio pueden servir como base para investigaciones posteriores
en las cuales se examinen diferentes tiempos de exposicion, dado que en la industria
alimentaria el intervalo va de 5 hasta 40 min a presiones entre 100 y 800 MPa. Con ello
puede disponerse de un espectro mas amplio de condiciones de tratamiento por APH y

su efecto sobre la actividad enzimatica de estas enzimas.
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Perspectivas

e Agregar factores como matriz alimentaria y empaque para observar si las interacciones
entre enzima-alimento-tratamiento de APH mantienen activas a las enzimas
hidrolasas.

e Aplicar diferentes condiciones de APH variando el tiempo y la presién, tomando en
cuenta las condiciones aplicadas en la industria de alimentos, para encontrar las
condiciones que afecten en menor proporcion a estas enzimas.

¢ Identificar los cambios de estructura de las enzimas mediante técnicas como dicroismo
circular para confirmar las sefiales obtenidas por DSC.

¢ Realizar barridos a diferentes tasas de velocidad de calentamiento en DSC para poder

determinar el modelo de desnaturalizacion que siguen las enzimas.
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ANEXO A

Absorbancia (595 nm)
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Figura A.1l. Curva patron de BSA para determinar proteina por el método de

Bradford.

Abs a 540 nm
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Figura A.2. Curva de calibracién de fructosa a partir de una disolucién de fructosa
1 g/ 100 mL para la determinacion de azucares reductores por el método DNS

(Miller, 1959).
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Figura A.3. Curva de calibracion a partir de una disolucion de L-tirosina 0.2 mg/mL
para la determinacion de actividad enziméatica de endoproteasa (Sigma Aldrich,

2008)
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ANEXO B

Andlisis de varianza de un factor para los tratamientos de APH para Endoinulinasa
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 9.22 3.07 0.00264
Columna 2 3 7.34 2.44 0.00216
Columna 3 3 5.66 1.89 0.00718

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 211 2 1.05 263.8 1.42E-06 5.14

Dentro de los grupos 0.024 6 0.004
Total 2.13 8
Valor prueba F Valor P SI/NO
Si existe diferencia
236.8 >Valor critico para F 1.42-06 < 0.05 significativa

PRUEBA DE TUKEY

HSD= 0.158 Control 400 Mpa 600 Mpa
Multiplicador= 4.34 Control
MSe= 0.004 400
n= 3 600
Mayor a HSD
PRUEBA DE DUNNETT wLplilps [ UL R
HSD= 0.121 Control 0.627 1.185
Multiplicador= 2.34
MSe= O-Oog Mayor a HSD
n=
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Andlisis de varianza de un factor para los tratamientos de APH para Endoproteasa
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3.0 12.4 41 0.0
Columna 2 3.0 11.2 3.7 0.0
Columna 3 3.0 8.5 2.8 0.0

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2.63 2.00 1.32 236.4 1.97E-06 5.14

Dentro de los grupos 0.03 6.00 0.01
Total 2.67 8.00
Valor prueba F Valor P SI/NO
Si existe diferencia
236.4 >Valor critico para F 1.97-06 < 0.05 significativa

PRUEBA DE TUKEY

HSD= 0.187 Control 400 Mpa | 600 Mpa
Multiplicador= 4.34 Control
MSe= 0.006 400
= 3 600
Mayor a HSD
PRUEBA DE DUNNETT 400 Mpa_| 600 Mpa
HSD= 0.174 Control 0.415 1.30
Multiplicador= 2.86
MSe= 0.006 Mayor a HSD
n= 3
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ANEXO C
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Figura C.1. Termograma de flujo de calor vs temperatura obtenidos por DSC
La ecuacion de Gibbs-Helmholtz
AG(T) = AH(T) — TAS(T) (C1)

se usa para analizar la desnaturalizacion de proteinas globulares. En ella las propiedades
de estado AG (T), AH (T) y AS (T) estan en funcién de la temperatura definidas por el cambio
de la capacidad calorifica a presion constante. Bajo estas condiciones la ecuaciéon (C1)
se expresa como

AGiry = AHer, s+ AC,(T — Ty) — T [A”T(—:'“ +4c,in(=)] (C2)

T
Tm
Al reacomodar los términos en la ecuacién (C2) se obtiene

AG(T) = AHr, (Tm‘T) + AC,(T — T,,) — TAC, ln( ) (C3)

T
Tm Tm
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Y de la ecuacion (C2) se deduce que

AH(T) = AHy y + ACy (T — Ty) (C4)
AS(T) =20 4 AC,In () (C5)

Con los valores de Tm, AH(rm) y ACp que se determinan experimentalmente se calcularon
AG), AHmM Yy AS(T)

Ejemplo de célculo:

Para endoinulinasa (control)
Tm =74.49 °C (347.64 K)
AH(Tm) = 0.1297 kJ/mol
ACp = 0.001331 kJ /mol-K

Tonset = 69.60 °C (342.75 K) (Fig. C.1.)

Ty —

Tm

T T

AG(T) = AHr, ) ( ) + AC,(T — Tyy) — TAC,In (T—)
m

347.64 — 342.75

342.75 )]
347.64

AG(T) = [0.1297( 347.64

)] +[0.001331 (342.75 — 347.64)] — [(342.75 )(0.001331)ln(

K]
AG(ry = [0.001824] + [-0.006508] — [~0.006462]= 0.001778 —~

AS(T) = 2w | p ( ! )
T, P\

AS(T) = S 4 (0.001331)1 (342'75>
= 32762 T O 35764

AS(T) = 0.0003739 K] 0.00001885 —9— = —0.003550 —
o mol-K mol - K | mol - K

El analisis tedrico de la desnaturalizacion de las enzimas se determind con uno de los
modelos Lumry-Eyring (Fig. C.2.) considerado el modelo mas sencillo que pasa de un
estado nativo a uno completamente desnaturalizado y es reversible.
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Ne——D

Figura C. 2. Modelo de desnaturalizacion irreversible en dos pasos: despliegue
(D) reversible de la proteina nativa (N).

La ecuacioén correspondiente a un despliegue reversible de dos estados es (Sanchez-
Ruiz, 1992)

AH? K
RT? (K+1)2

CPBXCGSO — (C6)

Donde K es la constante de equilibrio entre N y D, dada por

K= % = exp {— 2rm 11/ — 1/Tm]} (C7)

Ejemplo de célculo:

Para endoinulinasa (control)

AH(Tm) = 0.1297 kJ/mol

Tm =74.49 °C (347.64 K)

Tonset = 69.60°C (342.75 K) (Fig. C.1.)

R es la constante de gases ideales = 0.008314 k]/K - mol

0.1297
0.008314

K= exp{- [1/342.75 — 1/346.64]} = 0.9998  (C8)

2
cpexceso = __(01297) 00008 - 0.000004306 kJ/ K-mol  (C9)
0.008314(342.75)% (0.9998+1)2
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