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Summary.

A mitk-clotting crude extract was obtained from the flowers of the
cardoon Cynara humilis with buffer of citric acid 0,1 M/disodium phos-
phate 0.2 M {pH = 5,0). Thermal inactivation data were obtained after
an activation period of 15 days at refrigeration temperature. For each
thermal shock, the loss of milk-clotting activity was determined as a
function of the treatment period. The kinetics of the process suggests
the existence of two independent first-order reactions derived from the
inactivation of two proteinases with different thermostability.

The thermodynamic parameters of the activated state have been derived
from the kinetic data on the thermolabile and the thermostable protei-
nases.

Resumen:

De las flores del cardo Cynara humilis se ha obtenido, con tampén de
dcido citrico 0,1 M/ffosfato disédico 0,2 M (pH = 5,0}, un extracto bru-
to coagulafite de la leche. Después de un perfodo de activacion de 15
dias a té'm;oerafﬁ}ra de refrigeracion se obtuvieron datos de inactivacion
térmica, determinando la pérdida de actividad coagulante a diversas
temperaturas' y tiempos de calentamiento. La cinética def proceso in-
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dica la existencia de dos reacciones independientes de primer orden,
debidas a la inactivacidn de dos proteinasas de diferente termoestabilidad.
A partir de fos datos cinéticos relativos a las proteinasas termoldbil y
termorresistente se han computado los pardmetros termodindmicos del
gstado activado.

Introduccion.

Diversas variedades de queso de oveja se elaboran artesanalmente en Espafay
Portugal empleando como coagulante tradicional de la leche extractos acuosos de
macerados de flores desecadas de cardos del género Cynara (Vieira de Sdy Barbosa®;
Anénimo?). Las principales especies de cardos empleadas con tal fin son el cardo
hortense Cynara cardunculus y el cardo silvestre C. humilis . Investigadores portu-
gueses han estudiado la actividad coagulante y proteolitica de los extractos del car-
do C cardunculus y su uso en la fabricacién de diversos tipos de queso (Vieira de Sa
etal®),

También se ha determinado la actividad coagulante de los extractos de C. humi-
lis y la-influencia en la misma de la concentracion de enzima, temperatura pH, di-
ferentes combmacmnes de temperatura-pH y concentracién de iones Ca® (Marti-
nez y Esteban®), asi como la actividad proteolitica sobre la caserna ovina y la in-
fluencia de la concentracién de CINa en Ia hidrdlisis relativa de la alfa;- y beta-
caseina (Serrano y Marcos®),

Una importante propiedad de los coagulantes de lu leche, de interés tecnologico
en queseria, es la de su estabilidad térmica. La determinacion de los parametros
cinéticos y termodindmicos de la desnaturalizacion térmica de las proteinasas de un
extracto bruto de flores de cardos C Aumilis ha sido el objetivo del presente estudio.

Material y métodos.

Extracto enzimdtico bruto. Al término de la primavera de 1980 se recogieron
en la provincia de Cordoba cardos silvestres de la especie Cynara humilis. En el labo-
ratorio se cortd con tijera la parte pigmentada de las flores frescas y el tejido se
homogeneizd en batidora con cinco partes (p/v) de tampon de dcido citrico 0.1
M/fosfato disodico 0,2 M, de pH 5,0.Después de dejaflo en maceracion durante la
noche,.a temperatura de refrigeracion, el homogeneizado fue exprimido a través de
cuatro capas de gasa y el filtrado fue centrlfugado a 5.000 r. p. m./15 min. El sobre-
nadante se diluy6 a continuacién anadiéndole tres volimenes iguales de tampon de
citrato-fosfato. Bajo agitacién magnética, alicuotas de 1,0 ml de extracto diluido se
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depositaron en ampollas de pequefio didgmetro y pared muy delgada, que seguida-
mente se cerraron a la llama. Las ampollas se mantuvieron a temperatura de refri-
geracién durante 15 dias, hasta alcanzar la mdxima actividad enzimdtica (tiempo de
coagulacidn, segiin Berridge? | de 3 min. aproximadamente).

Inactivacion térmica de las enzimas. Para determinar el efecto de la tempera-
tura sobre las proteinasas del extracto de cardo, gradillas de ampollas con extracto
fueron sumergidas en un bafio de agua mantenida con termostato Thermomix
1441E (B. Braun-Melsungen AG) a diversas temperaturas constantes ( +0,01° C).
A diferentes tiempos de incubacidn se retiraron del bafio pares de ampollas e inme-
diatamente se sumergieron en bafio de agua con hielo, donde permanecieron hasta
el momento de determinar la actividad coagulante residual del extracto calentado.
La actividad coagulante inicial se determiné sobre extracto blanco (tiempo de calen-
tamiento cero) contenido en ampollas introducidas directamente en el bafio de
hielo.

Determinacion de la actividad coagulante. La actividad coagulante de Ia leche
se determing a 329 C segln describe Berridge3. El substrato: leche descremada en
polvo reconstituida (al 12 p. 100, p/v) en ClyCa 10 mM, fue ajustado a pH 6,40
con deido ldctico al 10 p. 100 6 con NaOH 0,1 M. En el interior de tubos de ensayo
con 10 ml de substrato de Berridge3 atemperado, se desintegraron las ampollas de
extracto con ayuda de un forceps apropiado. Tras tres inversiones los tubos se incu-
baron hasta observar la floculacién, cronometrandose el tiempo de coagulacion.

Calculos cinéticos y termodindmicos. Los métodos grificos y matemadticos
empleados en los cdlculos cinéticos y termodindmicos se han basado en los proce-
dimientos descritos por Whitaker?, Lund* y Stumbo? | o

Resultados y discusion.

Cinetica de la reaccion.

La velocidad de desnaturalizacidon de las enzimas, en ausencia de factores per-
turbadores como la proteolisis, generalmente se debe a una reaccidon monomolecu-
lar y sigue por tanto una cinética de reaccion de primer orden, expresable matema-
ticamente por la ecuacion:

(4,)
111 i = o (1)

()

en la que (4,) vy (4) son, respectivamente, las actividadés a los tiempos 7, y ¢, sien-
do k la constante de velocidad de reacciénespecifica.
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Para determinar graficamente el orden de reaccion aparente de la desnaturaliza-
cién proteica, el método usualmente seguido por los tecnologos de los alimentos
para representar los datos de inactivacién térmica de las enzimas es andlogo al de
las curvas de tiempo de muerte térmica de los microorganismos, representdndose en
ordenadas (a escala logaritmica) el porcentaje de actividad enzimdtica residual fren-
te al tiempo de calentamiento (en abscisas a escala aritmética).

Siguiendo este método, en la figura 1 se representan los datos de inactivacion
térmica, a diversas temperaturas y tiempos, de las proteinasas coagulantes de la le-
che de un extracto bruto activado (en tampoén de dcido citrico 0,1 M/fosfato di-
sédico 0,2 M, de pH 5,0) de flores de cardos Cynara humilis. Considerando que el
tiempo de coagulacidn de la leche (TC) es inversamente proporcional a la actividad
coagulante, el porcentaje de actividad coagulante residual viene dado por la relacion:

100 TC,
TC
en la que (TC,) y (TC) son, respectivamente, los tiempos de coagulacion de la leche
a los tiempos de calentamiento 1, y 7.

En las curvas de inactivacion a las diversas temperaturas se observan dos fases
sucesivas de inactivacién lineal, que indican que la cinética de reaccion es de primer
orden y que la actividad coagulante del extracto de cardo no se debe a una enzima
homogénea. Este tipo de curvas refleja la existencia de dos reacciones independien-
tes, ambas de primer orden, causantes de la inactivacién térmica de dos proteinasas
de diferente termoestabilidad. La primera fase lineal (de mayor pendiente) corres-
ponde a la inactivacién de una proteinasa relativamente termoldbil; y 1a segunda
fase (de menor pendiente) a la inactivacion de otra proteinasa mds termorresistente.

El porcentaje de la actividad coagulante inicial del extracto que corresponde a
cada proteinasa individual puede determinarse extrapolando las curvas de inactiva-
cién de menor pendiente al tiempo cero (1, ), como muestra la figura 1. El punto de
interseccién del eje de ordenadas indica que casi la mitad (45 p. 100) de la actividad
coagulante del extracto se debe a la proteinasa termorresistente; y el resto {35 por
100), a la proteinasa termoldbil.

Constantes de velocidad de inactivacion.

Las constantes de velocidad de inactivacion de ambas proteinasas a las diferen-
tes temperaturas estudiadas, dependen de las pendientes de las curvas cinéticas (fi-
gura 1). En el método de resistencia térmica tas pendientes se expresan en valores D
o tiempos de reduccion decimal (tiempo de calentamiento requerido a cada tempe-
ratura para inactivar el 90 p. 100 de una u otra proteinasa o para que las curvas
cinéticas traspasen un ciclo logarftmico en la figura 1),

-4 -




115, 1980, p. 287

, num.
INACTIVACION TERMICA DE LAS PROTEINASAS DEL CARDO.

Archivos de zootecnia, vol, 29

MARCOS et al:

0°c Hd op ‘W Z°( 001pOsIp 018]80]
/A 1°0 oompo opog op uodiue] UOD OPHULIGO
01NIg 0J0BIIXS U9 ‘SeIN)eroduId) SeSIoAD B Sy
-AYy p4puA7) OPIED [Op SESEUISIOId SB] 9p BOTILIY
QOBZNBINGBASIP 2p PEPIOCIPA "I VU1DIA

63 9C
64 9C

65 2C

66 oC

67 <C

20

(%) 8 JITETNFBOO PRPTATLOY

60

45

30

15

‘ginieiad
-UE9] B] 9P UQIDUNJ Ud sjjruinyy ) OPIED [Op SESBU
to3o1d SBf 9P BOMMID) UQIIBANIOBU] T VH(1DIA

©
+u
=
®
Co42
n
-
—_ bard
L
5 B
L o
g
2 3
g E-
€GO
-
3]
.-
Falla .
2
Mc)
o U 2
£ w
4 ~—
] -
T W N | i i } i ]
&} (o] [ [
< Bat a -
-

(utm) g J0rBp

70

68

66

64

62

£0

(o0)

Temperatura



Archivos de zootecnia, vol. 29, ndm. 115, 1980, p. 288
MARCOS ¢f al.: INACTIVACION TERMICA DE LAS PROTEINASAS DEL CARDO.

Los valores D a diversas temperaturas, de las proteinasas del extracto de cardo,
representados en la figura 2, se han determinado midiendo grificamente las pen-
dientes de las curvas cinéticas de la figura 1.

Usando la ecuacion (1) pueden calcularse también las constantes de velocidad
“de reaccion especifica (k). Estas se encuentran relacionadas con los valores D de
acuerdo con la ecuacion (3.

2,303
k= {3
D

Mediante (3) se han calculado las constantes de velocidad de inactivacion a las dife-
rentes temperaturas experimentales de las dos proteinasas del extracto de cardo
(cuadro IT).
Los tiempos medios (r , }o vidas medias (tiempos de calentamiento requeridos
g
a las diferentes temperaturas para reducir la actividad al 50 p. 100 del valor inicial)
pueden calcularse a su vez seguin la ecuacion (4):

0,693
Lg = ——" 4)

£ k

Las constantes de velocidad a 65° C (cuadro 1) indican que, a dicha temperatu-
ra, la inactivacién de la proteinasa termoldbil es aproximadamente dos veces y me-
dia mds rdpida que la de la proteinasa termorresistente.

Sabiendo las constantes de velocidad (valores D o ¢ ; ) a una temperatura dada,
T2
puede calcularse el porcentaje de la actividad inicial remanente tras un tiempo de
calentamiento (r) cualquiera a tal temperatura, aplicando una de las ecuaciones
siguientes:

Ao

4= (5)
107
Ay

A=—"" (6
2n

en las que (4,) ¥ (A) son, respectivamente, los porcentajes de actividad inicial y
de actividad residual al tiempo 7 de calentamiento, siendo 12 y it’, respectivamente,
el nimero de redueciones decimales (n = ¢/D) y el ndmero de vidas medias (1=

1/t ).

2 —6-
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Aplicando la ecuacidn (5) a los datos del cuadro I tendremos que, después del
calentamiento del extracto a 65° C durante (p. e.) 30 min, aproximadamente el
1 p. 100 de la actividad coagulante inicial del extracto de cardo es retenida por la
proteinasa termoldbil residual, y que aproximadamente el 9 p. 100 de la actividad
es retenida por la proteinasa termorresistente residual. Como consecuencia del ca-
lentamiento la actividad del extracto ha experimentado en total alrededor de 1D
al haberse reducido el porcentaje de la actividad inicial de la proteinasa termolabil
1,76D, v el porcentaje de la actividad inicial de la protéinasa termoresistente,
0,69D.

Tecnologicamente suele considerarse inactivada una enzima cuando su activi-
dad se reduce a la milésima parte, actividad residual que se consigue aplicando un
proceso 3D o 101,

2

Dependencia térmica de la cinética.

Existen tres métodos principales para expresar cuantitativamente el efecto de la
temperatura sobre la velocidad de reaccion: 1) el de resistencia térmica; 2) la ecua-
cién de Arrheniusy 3)el 0, .

Los términos usados en cada uno de los tres métodos, para describir la respues-
ta de la cinética de un sistema al cambio de temperatura, son interconvertibles ma-
temiticamente,

En el método de resistencia térmica, la influencia de la temperatura sobre la
velocidad de inactivacién enzimitica puede determinarse graficamente representan-
do los valores D a escala logaritmica, frente a las temperaturas de calentamiento a
escala aritmética (figura 2). Para cada proteinasa se obtiene una linea recta que
queda caracterizada conociendo el valor D a una temperatura dada (p. e., el valor
Dy s (°C) interpolado que figura en el cuadro 1) vy la pendiente de la recta. La pen-
diente, que refleja la dependencia térmica de la velocidad de inactivacion, se expresa
mediante el valor z o incremento de temperatura necesario para reducir el valor D
a la décima parte. En el cuadro I se indican los valores z correspondientes a tas dos
proteinasas del extracto de cardo. '

Aunque, en general, las enzimas mds termoestables suelen mostrar menor de-
pendencia de la temperatura que las termoldbiles, en la figura 2 puede verse que la
enzima mds termorresistente muestra mayor pendiente (z = 4,7) que la termoldbil
(z= 5,5) y por tanto también mayor dependencia de la temperatura. Segin las
constantes de velocidad a las diferentes temperaturas (cuadro 11),a 65 —2° C la
proteinasa termoldbil se inactiva con una rapidez 2,97 veces superior a la termo-
rresistente, mientras que a 65 +2° C la velocidad relativa de inactivacion sdlo es
2.24 veces superior; relacion que tiende a ser progresivamente menor a medida que
se eleva la temperatura.

-
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A partir de los valores z se han calculado también ias energias de activacion
(£,)'y los coeficientes de temperatura (¢ 0) expuestos en el cuadro 1, mediante las
siguientes ecuaciones de conversion:

2303 RT(T + =
£, = (rre ()

¢ z

en la que R es la constante universal de los gases (1,987 cal mol 'K Yy T la
temperatura absoluta de referencia (°K), y '

10

Q0 = antilog (8)

z

Pardmetros termodindmicos del estado activado.

a teora de las velocidades de reaccién absoluta o teoria del estado de transi-
cién permite computar los datos cinéticos y determinar las constantes termodina-
micas del estado activado, es decir, el camblo de entalpia ( A H :i:), de energia libre.

{ AF jF)y de entrop;a(A S*)

Fl cambio de entalpia ( A H:t) se ha determinado representando grdficamente
in k(s 1 )ITOK) vs ]/T/ K X 10%) en la figura 3. La pendiente de las rectas ob-
tenidas es igual a -A H )/R :

El incremento de energia libre (A F :#) viene dado por la ecuacion {9):

kp T
kn

AF:tr:RT.’H 9)

en la que kg es la constante de Bol‘izmcmn (1.38x 10718 erg °K™1: y &, la cons-
tante de Planck (6,624 x 10727 erg s 1),

Conocidas A H ﬁy A F # laentropia (A 5 43 puede calcularse mediante la
ecuacion:
- At arp#*
A Y :#:.m:. - (10)

~ Los resultados del estudio termodindmico del estado de transicién se muestran
en el cuadro Il Todos Tos valores de activacion de la desnaturalizacién de las protei-
nasas del cardo, en el caso de la enzima termorresistente, son mds elevados que en

el caso de la termolébil;“"‘si‘endo pequefia la diferencia de energia libre ( A £ :i:), ya
que el orden de magnitud de este pardmetro es casi idéntico en diferentes proteina-

sas (22 % 5 kcal. mol™ 1), a diferencia de A # :E_y AS :’:, que muestran mayores varia-
ciones. En ambas proteinasas los valores 4 F"I“digmimyen ligeramente al aumentar

la temperatura. _
—10 —
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10,0

Termoldbil

In k/T

Termorresistente

Pendientes = = AHI/R

, 0 ' | - i...
29,40 29,50 29,60 29,70

1/T (2K x 10%)

FIGURA 3. Efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad de desnaturalizacion
de ias proteinasas del cardo C. humilis.
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